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 Fusarium oxysporum f.spالتنوع الوراثي لعزلات الفطر 

cucumerinum التضخيم العشوائي تقنيت  المعزول من نباتاث الخيار باستعمال
 DNAمتعدد الاشكال لقطع 

 
 المبارك ضياء سالم الوائمي وزهراء حيدر عبد الكريم ،طالب أحمد جايد

 كمية الزراعة، جامعة البصرة، العراؽ
e-mail: taleb1968@yahoo.com 

 
أجريت ىذه الدراسة في مختبر الوراثة الجزيئية، كمية الزراعة، جامعة البصرة التي ىدفت الى الكشؼ عف التنوع الوراثي . الخلاصة

 Fusarium oxysporum f.sp cucumerinumبيف عزلات الفطر  DNAباستعماؿ تقنية التضخيـ العشوائي متعدد الاشكاؿ لقطع 
الخيار المصابة والتي تـ الحصوؿ عمييا مف مناطؽ مختمفة مف محافظة البصرة. تضمنت مراحؿ العمؿ استخلاص نباتات المعزولة مف 

DNA  مف عزلات الفطرF. o. f.sp cucumerinum  بالاعتماد عمى طريقةCTAB Buffer  مف  استوردتبادئات  8استعماؿ و
و مف جميع عزلات  CTAB Buffer الذي استخمص بطريقة DNA تشير نتائج استخلاصلقياس كفاءتيا.  الامريكية Operonشركة 
اعطت بادئات  .المدروسة انو كاف ذو نوعية جيدة، إذ انو أثبت كفاءتو في الاختبارات اللاحقة  F. o. f.sp cucumerinum الفطر
مف  المعزولة F. o. f.sp cucumerinumجميع عزلات الفطر ل DNAتضخيـ مف خلاؿ النجاح في عممية  جيدةنتائج  RAPDتقنية 

و  Polymorphic bandsكما نجح كؿ باديء في التمييز بيف العزلات، إذ ظيرت الحزـ المتشكمة وراثيا سيقاف نباتات الخيار المصابة، 
دروسة، التبايف الوراثي( بيف كؿ العزلات المشكؿ الوراثي )تالأظيرت النتائج وجود  .Monomorphic bandsالحزـ غير المتشكمة وراثيا 

الذي  OPB-14( حزمة واقؿ البادئات كفاءة ىو الباديء 35كفاءة عالية مف حيث عدد الحزـ الكمية ) OPB-08إذ اظير الباديء 
راوح حجـ الحزـ المنتجة تبينما  18.5تراوح معدؿ الحزـ المتشكمة وراثيا لكؿ برايمر حزمة فقط.  17اعطى اقؿ عدد مف الحزـ والبالغة 

ممكف  DNAالتضخيـ العشوائي متعدد الاشكاؿ لقطع شارت نتائج ىذه الدراسة أف تقنية أكيمو قاعدة.  1.6 الى  0.1 مف RAPDبتقنية 
 . نباتات الخيارالمعزولة مف  Fusarium oxysporum f.sp cucumerinumاف تستخدـ لمتمييز بيف عزلات الفطر 

التضخيـ العشوائي متعدد الاشكاؿ ، Fusarium oxysporum f.sp cucumerinum، نبات الخيار، التنوع الحيويالكممات المفتاحية: 
 DNAلقطع 

 
 المقدمة

يعد مرض الذبوؿ الفيوزارمي مف الامراض الخطيرة، 
إذ لوحظ المرض لأوؿ مرة عمى الخيار في ولاية 

Florida  لكف المرض لـ يكف  1925الامريكية عاـ
شائع، وفي وقت لاحؽ ظير المرض في ولاية 

Sumter  وفي  1948الامريكية في خريؼ عاـ
ولقد تبيف اف سببو  1949ربيع عاـ 

 Fusarium oxysporum f.spالفطر
cucumerinum (16 ينتمي الفطر .)

oxysporum .F  إلى تحت قسـ الفطريات الناقصة

Deutromycetes  وصؼHyphomycetes 
 Tubercularicaceaeوعائمة  Monilialesورتبة 

في الوقت الحاضر  Fusariumيضـ الجنس  (.3)
 F. oxysporum( و يعد الفطر6نوعا ) 65حوالي 

  F. oxysporumاحد ىذه الانواع. يصنؼ الفطر
مف حيث معيشتو واحتياجاتو الغذائية بأنو اختياري 

أي انو يعيش  Facultative saprophytesالترمـ 
متطفلًا عمى عائمو وعند عدـ توفر العائؿ المناسب 

(.  يياجـ ىذا الفطر 5ترمـ في التربة )يتحوؿ الى م
عائمو مف خلاؿ اختراقو لقمة الجذور أو مف خلاؿ 
الجروح في الجذر أو مف خلاؿ موقع تكويف الأفرع 

 جزء مف رسالة ماجستير لمباحث الثالث
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الجانبية و تمعب النيماتودا دورا كبيراً في حدوث 
الإصابة، يصؿ الفطر إلى أوعية الخشب حيث 
 يتكاثر فييا وتتراكـ المستعمرات الفطرية داخؿ

الأوعية فضلًا عف إنتاجيا أعداد ىائمة مف الابواغ 
الكونيدية التي تتراكـ فييا و تسيـ في انسداد الأوعية 

(7.) 

يعد ىذا الفطر مف الفطريات ذات التخصص       
العالي، إذ يصيب الخيار فقط ولا يصيب النباتات 

(. يتميز 16 ، 13الاخرى كالبطيخ والرقي والقرع )
بتعدد سلالاتو، إذ تبمغ   F. oxysporumالفطر

 1( ولقد تـ تشخيص ثلاثة سلالات )3سلالة ) 76
 F. o. f.sp( تعود الى الفطر 3 ، 2 ،

cucumerinum  مف قبؿ الباحثArmstrong 
مشكوؾ في تشخيصيا  3. السلالة 1978عاـ 

(21.)  

تقنية التضخيم العشوائي متعدد الاشكال لقطع 
DNA 

(PCR-RAPD) Random amplified 
polymorphism DNA  

اف الكائنات الممرضة لمنباتات غالبا ما تكوف 
مرتبطة مع كائنات حية دقيقة اخرى وغالبا ما يتـ 
تحديد معقد مرضي مف ىذه الكائنات تكوف مسببة 
لممرض اضافة الى ذلؾ اف اتباع الطرؽ التقميدية في 

الاعتماد عمى تشخيص المسبب المرضي ك
 الاختباراتتعماؿ اس والاعراض المظيرية 

 الأمراضية واستعماؿ الفحص المجيري عادة ما
تفتقر الى الدقة المطموبة اضافة الى كونيا تستغرؽ 
وقتا طويلا او قد تكوف غير مقنعة في بعض 
الأحياف، لذلؾ اصبح مف الضروري المجوء الى 

 PCRطرؽ الوراثة الجزيئية و استعماؿ تقنيات 
قدرتيا في التمييز التي اظيرت  RAPDومنيا تقنية 

بيف انواع المسببات المرضية وتحديد القرابة الوراثية 
(. يعتمد مبدأ 22 ، 12 ، 9بيف العزلات المدروسة )

 DNAعمؿ ىذه التقنية عمى تضخيـ قطع مف 
المسبب المرضي باستعماؿ باديء واحد عشوائي 
قصير السمسمة النيوكميوتيدية قادر عمى العثور عمى 

مي المتميز في الجينوـ والحصوؿ التسمسؿ التكمي
 (.27 ، 4عمى البصمة الوراثية )

كونيا تقنية  PCR-RAPDاىـ مايميز تقنية       
سريعة وبسيطة وتكاليفيا زىيدة وتنتج عدد كبير مف 
الحزـ دوف الحاجة المسبقة لمعرفة تكرار 
النيوكيموتيدات اضافة الى ذلؾ يمكف اجراء تقنية 

PCR-RAPD يرة مف العزلات دوف عمى اعداد كب
ومف مساوئ  DNAالحاجة الى كميات كبيرة مف 

ىذه التقنية اف عممية التضخيـ اما تحدث او لا 
تحدث وذلؾ يعود الى عشوائية التقنية اضافة الى 
كوف ىذه التقنية تكشؼ عف وجود السيادة وعدـ 
وجودىا فقط و نتائجيا غير قابمة لمتكرار أي لا 

 PCR-RAPDيؿ تقنية يمكف مقارنة نتائج تحم
 ، 2لعينة ما وبنفس الشروط في مختبريف أثنيف )

في  PCRوصفت اولى تطبيقات تقنية  (.15 ،  14
( وذلؾ 26وآخروف ) Whiteعمـ الفطريات مف قبؿ 

عف طريؽ تضخيـ رايبوسوـ الحامض النووي 
 Ribosomal)الرايبوزي منقوص الاوكسجيف )

DNA النشوء بيف  لتحديد الصفات التصنيفية وعلاقة
لدراسة  rDNAالفطريات، وغالبا ما يستعمؿ تتابع 

الصفات التصنيفية ودراسات النشوء لأنيا توجد في 
الخلايا الحية ذات الوظائؼ الميمة وبالتالي فاف 

(. 4تطورىا قد ينعكس في تطور الجينوـ بأكممو )
 RAPDاجريت دراسات عديدة استعمؿ فييا تقنية 

ية وبياف التبايف الوراثي لتشخيص المسببات المرض
 Vakalounakisبينيا، ففي دراسة قاـ بيا 

( لتوضيح التبايف الوراثي 20) Fragkiadakisو
 Fusarium oxysporum f.spالشكمي بيف النوع

cucumerinum  وF. o. f.sp radicis-
cucumerinum  وباستعماؿ تقنيةRAPD 

بادئات في  10باديء، إذ نجحت  22وباستعماؿ 
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ـ الجينوـ الفطري حيث وجدوا اف ىناؾ تباينا تضخي
وراثيا كبيرا بيف النوعيف اضافة الى كوف النوعيف 

 ينتموف الى مجاميع مختمفة. 

لوصؼ مجموعة مف  RAPDاستعممت تقنية      
وتحديد القرابة بيف  F. oxysporumعزلات الفطر 

وفي دراسة قاـ بيا  (.22) العزلات المدروسة
Wang ( و باستعماؿ تقنية 24وآخروف )RAPD 

اذ  .Fusarium sppلمتمييز بيف انواع الفطر
بادئ ولكف نجحت سبعة بادئات فقط  132استعمؿ 

في تضخيـ الجينوـ الفطري مع جميع الانواع حيث 
 وجد اف ىناؾ تباينا وراثيا كبيرا بيف الانواع المختبرة.

تـ  F. oxysporumعزلة مف الفطر 34اختبرت 
مف نباتات خيار مصابة بالذبوؿ و الحصوؿ عمييا 

تعفف الساؽ والجذر وتـ تشخيصيا باستخداـ تقنية 
RAPD  بادئات، إذ نجحت جميع  8مع استعماؿ

ىذه البادئات في تضخيـ الجينوـ الفطري حيث وجد 
 F. o. f.sp cucumerinumاف عزلات الفطر 

(. أوضحت احدى 23تعود الى ثلاثة مجاميع )
 .F. oوراثية لسلالات الفطر الدراسات الخصائص ال
f.sp vasinfectum  باستعماؿ تقنيةRAPD  مع

و  3 بادئات حيث وجد اف السلالة رقـ 10استعماؿ 
متماثمة وراثيا حيث كانت نسبة التشابو الوراثي  5

% في حيف لوحظ انخفاض في مستوى التشابو  92
(. كما أظيرت 1) 1و  3الوراثي بيف السلالة رقـ 

الدراسات اف ىناؾ اختلافات وراثية قميمة نتائج احدى 
مسبب  F. o. f.sp cicerisبيف عزلات الفطر

 RAPDمرض الذبوؿ عمى الحمص باستعماؿ تقنية 
بادئات فقط  4باديء حيث نجحت  40وباستعماؿ 

في اظيار الاختلافات الوراثية بيف العزلات المختبرة 
 لبياف التبايف الوراثي RAPD(. استعممت تقنية 19)

المعزولة  F. oxysporumبيف عزلات مف الفطر
مف نباتات القرنفؿ ونباتات اخرى وكذلؾ عزلات غير 

بادئات  10مرضية تـ عزليا مف التربة وباستعماؿ 
حيث اوضح التحميؿ اف ىناؾ تباينا وراثيا بيف 

العزلات كما اوضحت نتائج التحميؿ اف ىناؾ عدة 
مجموعات متميزة تقع ضمف مجموعة 

F.oxysporum  ،والتي تتوافؽ مع العزلات الاصمية
كما تمكف ىذا التحميؿ مف التمييز بيف العزلات 

(. 25الممرضة وغير الممرضة لنباتات القرنفؿ )
في تشخيص المسببات  RAPDاستعممت تقنية 

 (. 11المرضية التي تصيب نباتات الخيار )

 المواد وطرائق العمل

 العزلات المستعممة في الدراسة 

 F. o. f.spلحصوؿ عمى عزلات الفطر تـ ا
cucumerinum  مف مناطؽ مختمفة مف محافظة

عزلة شط العرب وعزلتييف و البصرة وىي عزلة النشوة 
مف ابي الخصيب و عزلة مف حقؿ كمية الزراعة، 

وراثة جامعة البصرة وتـ العمؿ عمييا في مختبر ال
  ، جامعة البصرة.الجزيئية، كمية الزراعة

 راعية المستعممة في الدراسة الاوساط الز 

 Potato ( PDA)وسط البطاطا دكستروز اكار 
Dextrose Agar . استعمؿ ىذا الوسط لعزؿ

 F. o. f.sp وتنمية وحفظ عزلات الفطر
cucumerinum.  وسط البطاطا دكستروز السائؿ

Potato Dextrose Broth (PDB) . استعمؿ ىذا
ستعمؿ لمحصوؿ عمى الراشح الفطري الذي ا الوسط

  .DNAفيما بعد في عممية استخلاص 

 F. o. f.spعزل وتشخيص الفطر الممرض 
cucumerinum  

جمبت عينات عشوائية مف نباتات الخيار المصابة 
بالذبوؿ الى المختبر مف المواقع التي تـ اجراء 
المسح الحقمي ليا، غسمت الاجزاء المصابة 

لمعقـ ثـ )السيقاف( بالماء الجاري ثـ بالماء المقطر ا
قطعت بوساطة مشرط معقـ الى اجزاء صغيرة بطوؿ 

سـ ثـ عقمت بمحموؿ ىايبوكمورات  1 – 0.5

 413           عزول مه وباتاث الخيار الم Fusarium oxysporum f.sp cucumerinumالتنوع الوراثي لعزلات الفطر 
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% لمدة دقيقتيف  10( بتركيز NaOClالصوديوـ )
مف المستحضر التجاري ثـ رفعت القطع مف 
المحموؿ وغسمت بماء مقطر معقـ لإزالة اثار محموؿ 

رؽ جففت القطع بوساطة و  ىايبوكمورات الصوديوـ
سـ حاوي  9ترشيح ثـ زرعت في طبؽ بتري قطره 

المعقـ والمضاؼ اليو  PDAعمى الوسط الغذائي 
 Chloramphenicol  (250ويػػػػاد الحيػػػػػالمض

طبؽ بتري وبواقع  بواقع خمسة قطع / لتر( ممغـ /
 25ثلاثة اطباؽ ثـ حضنت الاطباؽ في درجة حرارة 

الفطرية ـ لمدة ثلاثة اياـ. فحصت النموات  ±2 
النامية حوؿ القطع المعزولة ثـ نقي الفطر المعزوؿ 
عمى نفس الوسط وشخص بالاعتماد عمى صفات 

 Hockingو  Pittالفطر التصنيفية الواردة في 

(. ثـ حفظ الفطر عمى وسط غذائي صمب مائؿ 18)
Slant) ـ لحيف  4( في الثلاجة عمى درجة حرارة

  .الاستعماؿ

 F. o. f.sp الفطر التشخيص الجزيئي لعزلات 
cucumerinum  

مف  DNAتـ استعماؿ ثلاثة طرؽ لاستخلاص 
وىي  F.  o. f.sp cucumerinumالفطر 

 Lysis.طريقة CTAB Buffer ،2كالأتي: طريقة 
Buffer  طريقة الكت )وPlant Genomic Kit 
DNA .المستورد مف الولايات المتحدة الامريكية )

مة في ستعم( يوضح المحاليؿ الم1والجدوؿ )
.ةالدراس

 
 TEومحمول  CTAB Bufferيوضح المحاليل المستعممة في الدراسة )محمول الاستخلاص  .(1الجدول )

 (.TBEومحمول 
ــــادة ت ـــمية المــ  اســم المـــحمول الكـ
1 CTAB 2%  

 
CTAB Buffer 

2 Tris – HCl 100mM – pH=8 
3 EDTA 20 mM 
4 NaCl 81.8 g 
5 Distilled water 1000 ml 
1 Tris – HCl 200mM  

 
Lysis Buffer 

 
 

2 EDTA 50mM 
3 NaCl 200mM 
4 n-Lauroyl Sarcosine-Na  1% 

5 Distilled water 1000 ml 
1 Tris- HCl 1 ml – pH= 8  

TE Buffer11 2 EDTA 200 m – 0.5M 
3 Distilled water 100 ml 
1 Tris base 10.8 g  

TBE Buffer11 2 Boric acid 5.5 g 
3 EDTA 4 ml – 0.5 M 
4 Distilled water 1000 ml 
 



6118، 138-126(: 1) 62وآخرون، مجلت البصرة للعلوم الزراعيت، المجلد  طالب احمد جايد  
 

171 
 

 CTAB)ص تـ تحضير محموؿ الاستخلا     
Bufferغـ مف  10وضع . 1: ( وفقا لمطريقة الاتية

في دورؽ زجاجي ثـ اضيؼ الييا   CTABمادة 
حرؾ المحموؿ لثواني قميمة .2 مؿ ماء مقطر. 350

اعيد ثـ  لمدة دقيقة واحدة  ثـ سخف في المايكروويؼ
دقيقة اضافية ثـ  2-1مدة تحريؾ المحموؿ وخمطو ل

. 3المايكروويؼ  لمدة دقيقة واحدة.   اؿ اعيد
مولاري  Tris – HCl 1مؿ مف مادة  50اضيؼ 

(pH=8وسم )ح لمادةTris   بالذوباف قبؿ الاستمرار
 EDTA مؿ مف مادة 10اضيفت  بعدىا بالخمط
يجب اف يكوف ) مولاري مع الاستمرار بالخمط 0.5
pH  غـ مف  40.9 يؼاض .4. (8المحموؿ اقؿ مف

NaCl ؿ مواد لاستمرار بالخمط لحيف ذوباف كمع ا
زجاجية  انبوبةنقؿ المحموؿ الى وبعدىا  المحموؿ

ثـ  مؿ ماء مقطر 500كمؿ الحجـ الى أمدرجة ثـ 
 Mercaptoethanol -2% مف مادة  1اضيؼ 

حفظ  قبؿ استعماؿ المحموؿ للاستخلاص مع مراعاة
 الغمؽ.كـ ػػالمحموؿ في وعاء مح

لرايبوزي منقوص استخلاص الحامض النووي ا
  Extraction of DNAالاوكسجين
 .F. oلخمسة عزلات مف الفطر  DNAاستخمص

f.sp cucumerinum  المعزولة مف نباتات الخيار
المصابة بالذبوؿ الفيوزارمي وتـ العمؿ عمييا في 
مختبر الوراثة الجزيئية في كمية الزراعة، جامعة 

 CTABوفقا لطريقة  DNAالبصرة، تـ استخلاص 
Buffer (10)  وحسب الخطوات الاتية  مع اجراء

وضع محموؿ . 1بعض التعديلات اللازمة :
ـ في الحاضنة  65الاستخلاص تحت درجة حرارة 

اف يسخف المحموؿ في  او في الحماـ المائي، ويمكف
غـ  0.2وضع بعدىا  المايكروويؼ قبؿ الاستعماؿ

مف الفطر المجفد )تـ تجفيد الفطر بواسطة جياز 
Freeze Dryer مؿ.  2( في انابيب بلاستكية سعة

مايكروليتر مف محموؿ  700اضيؼ . 2
جياز  بوساطةالانابيب  تالاستخلاص ثـ رج

حضف المزيج بعدىا  لعدة ثواني (Vortex)الرجاج 
 30ـ في الحماـ المائي لمدة  65في درجة حرارة 

. 3دقائؽ.  5دقيقة مع مراعاة رج الانابيب كؿ 
 300الحماـ المائي ثـ أضيؼ  اخرجت الانابيب مف

مايكروليتر مف مزيج الكموروفورـ / ايزواميؿ  400 –
ب جيدا بجياز الييا ثـ رجت الانابي 1:24بنسبة 

وضعت في جياز الطرد و  الرجاج لعدة ثواني
 دقائؽ 5دورة لمدة  5000عمى سرعة المركزي 

طة ماصة اسنقؿ الراشح )الطبقة العموية( بو بعدىا 
و بيدوء الى انابيب  (Micro pipetteدقيقة )

مايكروليتر  600تـ اضافة  .4بلاستيكية جديدة. 
مف كحوؿ الايزوبروبانوؿ مع مراعاة رج الانابيب 

مرات لخمط المزيج جيدا ثـ اجري ليا طرد  4-5
، تـ دقائؽ 5دورة لمدة  10000مى سرعة مركزي ع

استبعاد كحوؿ الايزوبروبانوؿ مع مراعاة الحفاظ 
. ف الفقد )يكوف متجمع بقاع الانبوب(م DNAعمى 

 1X مايكروليتر مف محموؿ  600اضيؼ  .5
TE الى الراسب الحاوي عمىDNA  ثـ تـ اضافة

مايكرو لتر مف مزيج الفينوؿ/  200-300
/ ايزواميؿ بنسبة كمور  مزج ، 1:24:25وفورـ

طة جياز الرجاج لعدة ثواني ثـ اسالمحموؿ جيدا بو 
 5دورة لمدة  5000عمى سرعة اجري طرد مركزي 

نقؿ الراشح )الطبقة العموية( بواسطة ، بعدىا دقائؽ
( وبيدوء الى انابيب Micro pipetteماصة دقيقة )

مايكروليتر  500تـ اضافة . 6بلاستيكية جديدة. 
مف كحوؿ الايزوبروبانوؿ مع مراعاة رج الانابيب 
لثواني قميمة ثـ اجري طرد مركزي عمى سرعة 

استبعد كحوؿ ، بعدىا دقائؽ 5دورة لمدة  10000
مف  DNAالايزوبروبانوؿ مع مراعاة الحفاظ عمى 

 70بواسطة كحوؿ الايثانوؿ  DNAسؿ غ. 7الفقد. 
مايكروليتر ثـ جمع الراسب  1000% المبرد بمقدار 

دقائؽ عمى سرعة  5عف طريؽ الطرد المركزي لمدة 
الغسؿ مرة ثانية دورة / دقيقة، اعادة عممية  01000

استبعد كحوؿ الايثانوؿ بعدىا  س الظروؼتحت نف
ب عمى ورؽ ركت الانابيب بوضع مقمو بدقة ثـ ت
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تـ ، وفي الخطوة الاخيرة دقائؽ 4-3ترشيح لمدة 
 1XTEمايكروليتر مف محموؿ  100-50اضافة 

-العينات في درجة حرارة ت حفظو  الى الانابيب
قياس كمية الحامض تـ  لحيف الاستعماؿ. ـ 20

( DNAبوزي منقوص الاوكسجيف )النووي الراي
 Thermoالمجيز مف شركة Nano Dropبجياز

Scientific   ( لمعرفة حجـ 1الأمريكية )الصورة
 (.ng/µlفي DNA الجينوـ )كمية 

 
 
 
  
 
 
 
 
 
 

 الامريكية. Thermo scientificالمجيز مف شركة  Nano Drop( جياز 1) الصورة      

وزي منقوص الكشف عن الحامض النووي الرايب
 ( DNAالاوكسجين )

يجب اجراء  DNAقبؿ اجراء عممية الكشؼ عف 
ت قبؿ البدء بعممية الكشؼ وىي بعض العمميا

بعد تحضير : تحضير هلام الاكاروزتي: كلآ
الحوض الخاص بيلاـ الترحيؿ وغسمو وربط المشط 
في أحد الاطراؼ ووضع الربلات عمى حافتي 

ى ىلاـ الاكاروز عمالكيربائي يتـ الترحيؿ  ،الحوض
غـ مف مادة الاكاروز  0.2% أي اذابة  1بتركيز 

ووضعيا في  1X TBEمؿ مف محموؿ  25في 
دقائؽ  3بيكر ثـ تسخينيا بواسطة المايكروويؼ لمدة 

لحيف الحصوؿ عمى الموف الرائؽ لممزيج وبعد ذلؾ 
 Ethidiumيتـ اضافة كمية ضئيمة مف صبغة

bromide  رة جيدة مع مراعاة رج البيكر بصو
لتجانس الصبغة مع المزيج بعدىا يصب اليلاـ في 

 تقنية حوض الترحيؿ ويترؾ لغرض التصمب.
 DNAيتحدد نجاح استخلاص  :الترحيل الكهربائي

بوساطة استعماؿ تقنية الترحيؿ الكيربائي عمى ىلاـ 

( حيث يغمر حوض ىلاـ Agaros gelالاكاروز )
محموؿ الترحيؿ في الحوض الرئيسي المحتوي عمى 

بعد تصمب اليلاـ ورفع المشط  1X TBEالترحيؿ 
مع  DNAمايكروليتر مف ناتج  9والربلات يتـ مزج 

  Bromophenol blueمايكروليتر مف صبغة  3
ثـ يحقف المزيج في الحفر وبعد انتياء عممية الحقف 

 Power Supplyيربط الاقطاب الى مجيز القدرة 
 65فولت و  80وتثبت قوة التيار الكيربائي عمى 

ممي امبير وترؾ اليلاـ لحيف سرياف صبغة 
Bromophenol blue  مف الحفر الى الجانب
ية الترحيؿ تـ فحص اليلاـ الأخر وبعد انتياء عمم

المتداخؿ مع  DNAلملاحظة حزـ  UVز في جيا
 .Ethidium bromideصبغة 

 PCR-RAPD تقنية

حضرت المواد الخاصة بالتفاعؿ السمسمي لمبوليمريز 
وضعت في اناء يحتوي عمى قطع مف الثمج لغرض و 

حمايتيا مف الحرارة وتـ العمؿ في مكاف معقـ 
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التي  (PCR Cabinate) ونظيؼ في كابينة خاصة
لتعقيـ الماصات الدقيقة  UVتحتوي عمى اشعة 

القفازات الطبية  ارتداءوالأنابيب والتبات مع مراعاة 
 في PCRالمعقمة عند العمؿ. حضر خميط تفاعؿ 

و المكوف مف  مايكروليتر 100انبوبة ابندورؼ سعة 
 1و  Master Mixمايكروليتر مف مادة  12.5

 DNAمايكروليتر  5مايكروليتر مف الباديء و 

مايكروليتر ماء مقطر بحيث يصبح التركيز  6.5و
مايكروليتر ثـ وضعت  25النيائي لممكونات 
( (Snipصغير المركزي الطرد الالانابيب في جياز 

( يوضح البادئات 2ثانية.و الجدوؿ ) 30دة لم
( يوضح 3المستعممة في ىذه التقنية و الجدوؿ )

. (20)البرنامج الخاص ببادئات ىذه التقنية 

 

 يوضح البادئات المستعممة في الدراسة .(2الجدول )

 درجة حرارة الباديء اسم الباديء تتـــــــــــــابع البـــــــــادئات
 )الاستطالة(

5-CAGGCCCTTC-3 OPA-01 43.6 
5-GGTGACGCAG-3 OPB-07 43.6 
5-GTCCACACGG-3   OPB-08 43.6 
5-TCCGCTCTGG-3 OPB-14 43.6 
5-GTTTCGCTCC-3 OPB-01 39.5 
5-CCGAATTCCC-3 OPF-05 39.5 
5-GGACTGGAGT-3 OPB-04 39.5 
5-GGACCCTTAC-3 OPB-20 39.5 

 
 OPB-14و  OPB-8و  OPB-07و  OPA-01بالبادئات يوضح البرنامج الخاص  .(3الجدول )

 عدد الدورات الزمن )دقائق( درجة الحرارة )مئوي( المراحل

 1 5:00 94 الدنترة الاولية
 45 2:00 94 الدنترة
 1:00 *43.6 التمديف

 2:00 72 الاستطالة
 1 15:00 72 الاستطالة النيائي

 OPF-05و  OPB-20و  OPB-04و  OPB-01تعماؿ البادئات باس 39.5* تغير درجة الحرارة التمديف الى 

 PCRالتضخيم )تقنية الترحيل الكهربائي لمنتج 
product) 

استعممت تقنية  DNAلتحديد نجاح عممية تضخيـ 
 Agarosالترحيؿ الكيربائي عمى ىلاـ الاكاروز )

gel إذ يوضع في الحفرة الاولى والأخيرة مؤشر ،)
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( وذلؾ 100 bp) DNA Markerالوزف الجزيئي 
مايكروليتر مف المؤشر الوزف الجزيئي  1.5بمزج 

مايكروليتر مف صبغة المثيؿ البرتقالي اما  3.5مع 
 5وبمقدار  PCRبقية الحفر فيوضع بيا منتج 

عمى ىلاـ الاكاروز  PCRمايكروليتر ثـ مرر منتج 
غـ مف مادة الاكاروز  0.5أي اذابة  ،% 2بتركيز 

مع اضافة كمية  1X TBEمؿ مف محموؿ  25في 
ثـ  Ethidium bromideضئيمة جدا مف صبغة 

فولت و  85مى تثبت قوة التيار الكيربائي ع
دقيقة، وبعد انتياء الترحيؿ  30ممي امبير لمدة  65

ليتـ معرفة نوعية  UVيتـ فحص اليلاـ بجياز 
  لاـ.ػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػي اليػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػزـ فػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػالح

 النتائج والمناقشة

تشير نتائج تجارب استخلاص  DNAاستخلاص 
DNA  الذي تـ استخلاصو بطريقةCTAB Buffer 

 F. o. f.spو مف جميع عزلات الفطر 
cucumerinum  المدروسة انو كاف ذو نوعية

في الاختبارات اللاحقة، إذ  جيدة، إذ انو أثبت كفاءتو
 يلاحظ

واضحة باستعماؿ تقنية الترحيؿ  DNAحزـ 
%( كما موضح  2الكيربائي عمى ىلاـ الاكاروز )

(. كما أثبتت طريقة الاستخلاص 1في الشكؿ )
المستعممة كفاءتيا في الحصوؿ عمى كمية وفيرة مف 

 F. o. f.sp( لمفطر Genomeالجينوـ )
cucumerinum ت بالطرؽ الاخرى مثؿ اذا ما قورن

 Lysis Bufferاستعماؿ طريقة الكت و طريقة 
اضافة الى كونيا طريقة اقتصادية غير مكمفة 
وتعطي نتائج جيدة جداُ. واتفقت ىذه النتائج مع 
كثير مف الدراسات التي اكدت مدى كفاءة طريقة 

CTAB Buffer  في استخلاصDNA  مف
 (. 28 ، 17 ، 10 ، 8الفطريات )

أظيرت نتائج الدراسة اف كمية  DNAمية تقدير ك
DNA المستخمصة مف جميع عزلات الفطرF. o. 

f.sp cucumerinum  والتي تـ قياسيا عمى
نانوموؿ كانت ذو  280و  260الطولييف الموجييف 

 كمية جيدة ولجميع العزلات حيث بمغ تركيز
DNA75.1- 314.7  نانوغراـ / مايكروموؿ لجميع

 (.4العػػػزلات )الجدوؿ 

 

 

 

 

 

 

لجميع العزلات  F. o. f.sp cucumerinumيمثل نتائج تقنية الترحيل الكهربائي لجينوم الفطر  .(1شكل )
 .المدروسة

 

 

8         7          6        5         4         3        2           1 

طالب أحمد جايد وآخروف                                                                                         148  
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 .F. o. f.sp cucumerinumيوضح كمية الجينوم لجميع عزلات الفطر  .(4الجدول )

 
 
 
 
 
 
 
 

 -PCRالتفاعل السمسمي لمبوليمريز لتقنية 
RAPD  

قد  3استعماؿ البادئات المذكورة في الجدوؿ اف 
اعطت نتائج أجابية مف خلاؿ النجاح في عممية 

 F. o. f.spالتضخيـ مع جميع عزلات الفطر 
cucumerinum زولة مف سيقاف نباتات الخيار المع

المصابة كما نجح كؿ باديء في التمييز بيف 
العزلات، إذ ظيرت الحزـ المتشكمة وراثيا 

Polymorphic bands  و الحزـ غير المتشكمة
 .Monomorphic bandsوراثيا 

أظيرت نتائج الدراسة اف : OPA- 01الباديء  
ماؿ عدد الحزـ الكمية التي تـ الحصوؿ عمييا باستع

(. 2حزمة كما مبيف في الشكؿ ) 30ىذا الباديء 
حزمة تشكمت  19مف ىذا العدد تـ الحصوؿ عمى 

%.  63وراثيا وبنسبة تبايف وراثي وصمت الى 
 8أعطت عزلة الحقؿ اكثر عدد مف الحزـ و البالغة 

اقؿ عدد مف  1حزـ بينما سجمت عزلة ابي الخصيب
لحقؿ الحزـ والبالغة حزمتاف كذلؾ سجمت عزلة ا

 8اكثر عدد مف الحزـ المتشكمة وراثيا والبالغ عددىا 
حزـ بينما اقؿ عدد مف الحزـ المتشكمة سجمت عند 

)حزمتاف( وسجمت اكبر حزمة  1عزلة ابي الخصيب
زوج قاعدي( بينما اصغر  1600عند عزلة الحقؿ )

حزمة سجمت عند عزلة الحقؿ و عزلة شط العرب و 
اتفقت النتائج مع  زوج قاعدي(. 150عزلة النشوة )

Vakalounakis  وFragkiadakis (20 )
( فيما يتعمؽ بعمؿ 23وآخروف ) Vakalounakisو

 F. o. f.spىذا الباديء في تشخيص الفطر 
cucumerinum  ومف حيث اعطائو اكبر عدد

عدد ممكف مف الحزـ ولكف دراستنا تفوقت عمييـ ب
ضعاؼ الحزـ الكمية، إذ تفوقت دراستنا عمييـ بثلاثة ا

وقد يعود السبب في ذلؾ الى التنوع الوراثي لعزلاتنا 
او 1999مقارنة مع العزلة التي عمموا عمييا عاـ 

تطور عزلاتنا وراثيا بسبب ىذه المدة الطويمة ولكف 
الممفت لمنظر ىو النسبة المئوية المرتفعة جدا عند 

% ليذا الباديء وقد يعود  90.9الباحثاف و البالغة 
الى قمة العدد الكمي مف الحزـ الكمية  السبب في ذلؾ
 ( حزمة فقط.11،7عند الباحثاف )

 
 
 
 
 
 

 DNA ( (ng/µlتركيز   اسم العزلة 
 285.3 النشوة

 75.1 1ابي الخصيب 
 95.2 2ابي الخصيب 

 314.7 شط العرب 
 287.2 حقؿ كمية الزراعة
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مؤشر الوزن  OPA-01 ،Mوباستعمال الباديء  PCR% لمنتج  3( يمثل نتائج الترحيل الكهربائي بمادة الاكاروز 2) الشكل
، 1عزلة ابو الخصيب  6و  5عزلة شط العرب، عينة رقم   4و  3رقم  عزلة الحقل، عينة 2و  1(، عينة رقم bp 100الجزيئي )

 عزلة النشوة. 9و 8، عينة 2عزلة ابو الخصيب  7عينة 

( اف 3يتضح مف الشكؿ ): OPB-01الباديء 
عدد الحزـ الكمية التي تـ الحصوؿ عمييا وباستعماؿ 

 21حزمة، إذ تـ الحصوؿ عمى  28ىذا الباديء 
% .  75بنسبة تبايف وراثي حزمة تشكمت وراثيا و 

(  7أعطت عزلة الحقؿ اكثر عدد مف الحزـ ) حزـ
اقؿ عدد مف  1بينما سجمت عزلة ابي الخصيب 

( وأكثر عزلة اعطت حزـ متشكمة  3الحزـ ) حزـ
( و اقؿ عزلة اعطت  5وراثيا ىي عزلة الحقؿ ) حزـ

)حزمتاف( و 1حزـ متشكمة وراثيا عزلة ابي الخصيب
عزلة شط العرب و عزلة  سجمت اكبر حزمة عند

زوج قاعدي( بينما سجمت اصغر  1600النشوة )
جاءت  زوج قاعدي(. 100حزمة عند عزلة النشوة )

و  Vakalounakisنتائج ىذه الدراسة متفقة مع 
Fragkiadakis (20 مف حيث عمؿ ىذا الباديء )

ولكف تفوقت دراستنا مف حيث عدد الحزـ الكمية 
تباه ارتفاع نسبة التبايف ( حزمة لكف الممفت للان14)

% ليذا  100الوراثي عند الباحثاف و البالغة 
الباديء وقد يعود السبب ربما الى اختلاؼ الموقع 

 الجغرافي التي جمعت منو العزلات.

 
 

 

 

 

 

الوزن  مؤشر OPB-01 ،Mوباستعمال الباديء  PCR% لمنتج  3( يمثل نتائج الترحيل الكهربائي بمادة الاكاروز 3الشكل )
، 1عزلة ابو الخصيب  6و  5عزلة شط العرب، عينة رقم  4و  3عزلة الحقل، عينة رقم  2و  1(، العينة رقم bp 100الجزيئي )

.                                                    .عزلة النشوة 9، عينة 2عزلة ابو الخصيب  8و 7عينة 

التي تـ  بمغ عدد الحزـ الكمية: OPB-20الباديء 
حزمة  25الحصوؿ عمييا باستعماؿ ىذا الباديء 

حزمة وبنسبة  17وبمغ عدد الحزـ المتشكمة وراثيا 

( اعطت 4% )الشكؿ  68تبايف وراثي وصمت الى 
 8عزلة الحقؿ اكثر عدد مف الحزـ اذ بمغ عددىا 

اقؿ عدد  1حزـ بينما سجمت عزلة ابي الخصيب 
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، وسج 3مف الحزـ والبالغ عددىا  مت عزلة حزـ
(  5الحقؿ اكبر عدد مف الحزـ المتشكمة وراثيا ) حزـ

بينما بمغ اقؿ عدد مف الحزـ المتشكمة وراثيا عند 
)حزمتاف(. وسجمت اكبر حزمة 1عزلة ابي الخصيب

زوج  100زوج قاعدي( واصغر حزمة ) 1700)
 قاعدي( عند عزلة الحقؿ و شط العرب عمى التوالي.

ء مع اتفقت نتائج تضخيـ ىذا البادي
Vakalounakis ( مف حيث عمؿ 23وآخروف )

الباديء ولكف تفوقت دراستنا مف حيث عدد الحزـ 
( حزـ و اقتربت النسبة المئوية لمتبايف 8الكمية )

الوراثي مف النسبة المئوية لمتبايف الوراثي لدراسة 
 %. 62.5الباحث و البالغة 

 

 
 
 

مؤشر الوزن  OPB-20 ،Mوباستعمال الباديء  PCR%  لمنتج  3مادة الاكاروز ( يمثل نتائج الترحيل الكهربائي ب4لشكل )ا
، 1عزلة ابو الخصيب  6و  5عزلة شط العرب، عينة رقم  4و  3عزلة الحقل، عينة رقم  2و  1(، عينة رقم bp 100الجزيئي )

 عزلة النشوة. 9، عينة 2عزلة ابو الخصيب  8و   7عينة 
 

ئج ىذا الاختبار تشير نتا: OPB- 07الباديء 
( اف عدد الحزـ الكمية التي 5والموضحة في الشكؿ )

حزمة  24تـ الحصوؿ عمييا باستعماؿ ىذا الباديء 
حزمة وبنسبة  20وبمغ عدد الحزـ المتشكمة وراثيا 

%. اعطت عزلة شط العرب و  83.3تبايف وراثي 
(  7اكثر عدد مف الحزـ ) 1عزلة ابي الخصيب حزـ

 3مف الحزـ عند عزلة النشوة )بينما سجؿ اقؿ عدد 
( و اعطت عزلة شط العرب وابي الخصيب  1 حزـ

 5اكثر عدد مف الحزـ المتشكمة وراثيا والبالغ عددىا 
و النشوة اقؿ  2بينما سجمت عزلة ابي الخصيب 

حزـ  3عدد مف الحزـ المتشكمة وراثيا والبالغ عددىا 
زوج قاعدي( عند  1000و سجمت اكبر حزمة )

وعزلة النشوة بينما اصغر  2الخصيب عزلة ابي 
زوج قاعدي( سجمت عند عزلة ابي  100حزمة )

 مع دراستنا نتائج اتفقت .1الخصيب 
VakalounakisوFragkiadakis (20 و )
Vakalounakis عمؿ حيث مف( 23) وآخروف 

 الكمي العدد حيث مف نتائجنا تفوقت لكف و الباديء
 الباديء ىذا باستعماؿ عمييا الحصوؿ تـ التي لمحزـ

. 23و  20بالمقارنة مع ( 9)
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، OPB-07وباستعمال الباديء  PCR%  لمنتج  3يمثل نتائج الترحيل الكهربائي بمادة الاكاروز  .(5)الشكل 
 M( 100مؤشر الوزن الجزيئي bp العينة رقم ،)عزلة شط العرب  4و  3عزلة الحقل، عينة رقم  2و  1

 .عزلة النشوة 9و  8، عينة 2عزلة ابو الخصيب  7، عينة 1لخصيب عزلة ابو ا 6و  5وعينة رقم 
 

بينت نتائج تضخيـ المادة : OPB- 08الباديء 
الوراثية باستعماؿ ىذا الباديء اف عدد الحزـ الكمية 

حزمة  22حزمة وتـ الحصوؿ عمى  35المتكونة 
% كما  62.8متشكمة وراثيا وبنسبة تبايف وراثي 

اعطت عزلة ابي الخصيب (. 6موضح في الشكؿ )
حزمة  12اكثر عدد مف الحزـ و البالغ عددىا  2

بينما اقؿ عدد مف الحزـ سجؿ عند عزلة شط العرب 
حزـ و اعطت عزلة شط العرب  4و البالغ عددىا 

اكثر عدد مف الحزـ  2وعزلة ابي الخصيب 
حزـ بينما اقؿ عدد  4المتشكمة وراثيا و البالغ عددىا 

وراثيا سجمت عند عزلة النشوة  مف الحزـ المتشكمة

والبالغ عددىا حزمتاف و اعطت عزلة ابي الخصيب 
 100زوج قاعدي و  1300اكبر واصغر حزمة ) 2

 الدراسة ىذه نتائج اتفقت زوج قاعدي( عمى التوالي.
 عمؿ حيث مف( 23) وآخروف Vakalounakis مع

 عدد حيث مف دراستنا نتائج تفوقت لكف و الباديء
 متفقة نتائجنا جاءت كما. فقط حزـ( 8) ةالكمي الحزـ
Fragkiadakis  (20 ) و Vakalounakis مع
 عمى نتائجنا تفوقت وكذلؾ الباديء عمؿ حيث مف

( 12) الكمية الحزـ عدد حيث مف الباحث نتائج
.حزمة

 
 

 

 

 

مؤشر الوزن  OPB-08 ،Mباديء وباستعمال ال PCR%  لمنتج  3يمثل نتائج الترحيل الكهربائي بمادة الاكاروز  .(6الشكل )
، 1عزلة ابو الخصيب  6و  5عزلة شط العرب، عينة رقم  4و  3عزلة الحقل، عينة رقم  2و  1(، عينة رقم bp 100الجزيئي )

 عزلة النشوة. 9و  8، عينة 2عزلة ابو الخصيب  7عينة 

أظيرت نتائج ىذه الدراسة و : OPB-14الباديء 
الحزـ الكمية التي  ( اف عدد7الموضحة في الشكؿ )

حزمة  17تـ الحصوؿ عمييا باستعماؿ ىذا الباديء 
حزمة وبنسبة  16وبمغ عدد الحزـ المتشكمة وراثيا 

%. اعطت عزلة ابي الخصيب  94.1تبايف وراثي 
( و اقؿ عدد مف  5اكثر عدد مف الحزـ ) 1 حزـ

الحزـ المتكونة سجمت عند عزلة النشوة )حزمتاف( 
 1لعرب وعزلة ابي الخصيبكما وأعطت عزلة شط ا

 4اكثر عدد مف الحزـ المتشكمة وراثيا والبالغ عددىا 
حزمة بينما اقؿ عدد مف الحزـ المتشكمة وراثيا 

سجمت عند عزلة النشوة والبالغ عددىا حزمتاف. 
 1000وأعطت عزلة الحقؿ و النشوة اكبر حزمة )

زوج قاعدي( بينما اصغر حزمة وجدت عند عزلة 
 زوج قاعدي(. 110) 1الخصيب شط العرب وابي

( 23وآخروف ) Vakalounakisاتفقت نتائجنا مع 
مف حيث عمؿ الباديء لكف نتائجنا تفوقت عمى 

( حزـ 10نتائج الباحث مف حيث عدد الحزـ الكمية )
لكف ارتفعت النسبة المئوية لمتبايف الوراثي بالنسبة 

% وقد يعود السبب في ذلؾ  100لمباحث و البالغة 
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 الباحث.تلاؼ العوامؿ البيئية التي جمعت منيا عزلات الى اخ

 

 

 

 

 

، OPB-14وباستعمال الباديء  PCR%  لمنتج  3يمثل نتائج الترحيل الكهربائي بمادة الاكاروز . (7الشكل )
M ( 100مؤشر الوزن الجزيئيbp العينة رقم ،)عزلة شط العرب، عينة  4و  3عزلة الحقل، عينة رقم  2و  1

 عزلة النشوة. 9و  8، عينة 2عزلة ابو الخصيب  7، عينة 1عزلة ابو الخصيب  6و  5رقم 

بمغ عدد الحزـ الكمية التي تـ : OPB- 04الباديء 
حزمة كما  18الحصوؿ عمييا باستعماؿ ىذا البادئ 

( و بمغ عدد الحزـ المتشكمة 8موضح في الشكؿ )
. % 72.2حزمة و بنسبة تبايف وراثي  13وراثيا 

و النشوة اكثر عدد  2عزلة ابي الخصيب اعطت 
حزـ بينما اعطت عزلة  5مف الحزـ والبالغ عددىا 

اما مف ناحية عدد  .حزمة واحدة فقط 1ابي الخصيب
الحزـ المتشكمة وراثيا فقد تساوت العزلات جميعيا 

حزـ ما عدى عزلة ابي  3في العدد والبالغ عددىا 
. اعطت حزمة واحدة متشكمة وراثيا 1الخصيب 

زوج  1500وأعطت عزلة النشوة اكبر حزمة )
قاعدي( بينما اصغر حزمة وجدت عند عزلة ابي 

 .(زوج قاعدي 150وعزلة النشوة ) 2الخصيب 
 Vakalounakis مع الدراسة ىذه نتائج اتفقت

 تفوقت لكف الباديء عمؿ حيث مف( 23) وآخروف
 كما. فقط حزمة( 6) الكمية الحزـ بعدد دراستنا نتائج

  الباحثاف نتائج عمى الكمية الحزـ بعدد نتائجنا تفوقت
Vakalounakis و Fragkiadakis  (20 )

 .فقط حزـ( 8) والبالغة

 

 

 

 

 

، OPB-04وباستعمال الباديء  PCR%  لمنتج  3( يمثل نتائج الترحيل الكهربائي بمادة الاكاروز 8الشكل )
M ( 100مؤشر الوزن الجزيئي bp العينة رقم ،)عزلة شط العرب،  4و  3عزلة الحقل، عينة رقم  2و  1

 عزلة النشوة. 9و  8، عينة 2عزلة ابو الخصيب  7، عينة 1عزلة ابو الخصيب  6و  5عينة رقم 
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أشارت نتائج تضخيـ المادة : OPF- 05الباديء 
الوراثية باستعماؿ ىذا الباديء و الموضح في الشكؿ 

عمييا  ( اف عدد الحزـ الكمية التي تـ الحصوؿ9)
حزمة  22حزمة وبمغ عدد الحزـ المتشكمة وراثيا  27

%. واعطت عزلة ابي  81.4وبنسبة تبايف وراثي 
و عزلة النشوة اكثر عدد مف الحزـ  2الخصيب 

 1حزـ بينما سجمت عزلة ابي الخصيب 7والبالغة 
، و اعطت عزلة  4اقؿ عدد مف الحزـ و البالغة  حزـ

ر عدد مف و عزلت النشوة اكث 2ابي الخصيب 
حزـ بينما  6الحزـ المتشكمة وراثيا والبالغ عددىا 

سجمت عزلة شط العرب اقؿ عدد مف الحزـ 

المتشكمة وراثيا و البالغ عددىا حزمتاف. وأعطت 
زوج  1000اكبر حزمة ) 2عزلة ابي الخصيب 

قاعدي( بينما اصغر حزمة سجمت عند عزلة شط 
 ادراستن نتائج جاءت زوج قاعدي(. 100العرب )

 Fragkiadakis  و Vakalounakis مع متفقة
 اعطائو حيث ومف الباديء عمؿ حيث مف( 20)

 عمى تفوقت نتائجنا لكف الحزـ مف ممكف عدد اكبر
. و فقط حزمة( 14) الكمية الحزـ بعدد الباحث نتائج

يوضح عدد الحزـ الكمية و عدد الحزـ ( 5جدوؿ )
الوراثي المتشكمة وراثيا و النسبة المئوية لمتشكؿ 

 لجميع العزلات المدروسة.

. 

 

 

 

 

-OPFوباستعمال الباديء  PCR%  لمنتج  3( يمثل نتائج الترحيل الكهربائي بمادة الاكاروز 9الشكل )
05،M  ( 100مؤشر الوزن الجزيئي bp العينة رقم ،)عزلة شط  4و  3عزلة الحقل، عينة رقم  2و  1

 عزلة النشوة. 9و  8، عينة 2عزلة ابو الخصيب  7، عينة 1يب عزلة ابو الخص 6و  5العرب، عينة رقم 
 

لجميع  RAPDيبين العدد الكمي لمحزم وعدد الحزم المتشكمة وراثيا و حجم الحزم لبادئات تقنية  .(5الجدول )
 .F. o. f.sp cucumerinumعزلات الفطر 

  

النسبة المئوية  الحزم المتشكمة وراثيا   مدى حجم الحزم عدد الحزم الكمي البادئات ت
شط  الحقل لمتشكل الوراثي

 العرب
 ابو 

 1الخصيب 

 ابو 

 6الخصيب 
 النشوة

1 OPA-01 30 1600-150 6 3 3 5 4 63 % 
2 OPB-01 28 1600-100 5 3 2 3 4 75 % 
3 OPB-20 25 1700-100 5 3 2 3 4 68 % 
4 OPB-07 24 1000-100 4 5 5 3 3 83.3 % 
5 OPB-08 35 1300-100 4 1 4 9 4 62.8 % 
6 OPB-14 17 1000-110 3 4 4 3 2 94.1 % 
7 OPB-04 18 1500-150 3 3 1 3 3 72.2 % 
8 OPF-05 27 1000-100 4 2 4 6 6 81.4 % 
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Abstract. This study was conducted at the Molecular Genetics laboratory, college of agriculture, 

university of Basrah (UOB) which is aimed to detect the genetic biodiversity by using random amplified 

polymorphism DNA markers (PCR-RAPD) between the isolates of Fusarium oxysporum f.sp 

cucumerinum isolated from infected plants stems cucumber which has been obtained from the different 

regions of Basrah province. Stages of the work included the extraction DNA from isolates F. o. f.sp 

cucumerinum depending on the CTAB Buffer method and using 8 primers imported from Operon 

company, U.S.A. to measure their efficiency. The results of DNA extraction, which extracted by using 

CTAB Buffer method from all isolates of F. o. f.sp cucumerinum it was good quality, since it has proved 

its efficiency in the following tests. RAPD primers gave good results through the successful 

amplification of DNA for all F. o.f.sp cucumerinum isolated from the infected plants stems cucumber 

and each primer succeeded in distinguishing between isolates, as appeared polymorphic and 

monomorphic bands. The primer OPB-08 Showed highly efficient in total number of bands (35) and less 

primers efficiency is OPB-14 gave the lowest number of bands (17). The number of polymorphic 

fragments per primer was 18.5. The size of amplification DNA fragments generated with the RAPD 

primers ranged from 0.1 to 1.6 kb. The results of this study indicated that PCR-based technique could be 

used to differentiate the F. o.f.sp cucumerinum isolates from cucumber plants.  

Keywords: Cucumber, biodiversity, Fusarium oxysporum f.sp cucumerinum RAPD. 
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