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الذي يصيب جذور خيبر القثبء  Fusarium solani دراست التببين الوراثي لعزلاث

 DNAالتضخيم العشوائي متعدد الاشكال لقطع في هذينت البصزة ببستخذام تقنيت 

 

  الونشئضيبء سبلن الوائلي وعلي نذين  ،طبلب احوذ جبيذ 

 كمية الزراعة، جامعة البصرة، العراؽ
taleb1968@yahoo.com 

 
البصرة. تـ تحميؿ اربع وعشروف عينة بوساطة تقنية التضخيـ  جامعة، كمية الزراعة، الوراثية اليندسة مختبر في أجريت ىذه الدراسةالخلاصة. 

في محافظة  Fusarium solaniلتحقيؽ التنوع الوراثي و التشابو بيف و داخؿ ثلاثة عزلات مف الفطر  DNAالعشوائي متعدد الاشكاؿ لقطع 
بادئ عشوائي في تضخيـ الحامض  11استعمؿ  الثلاثة مف جذور نبات الخيار المصابة. و قد F. solaniالبصرة. حصؿ عمى عزلات الفطر 

مف جميع العزلات  DNA. نجحت جميع ىذه البادئات في تضخيـ F. solaniالنووي الرايبوزي منقوص الاوكسجيف لجميع عزلات الفطر 
كما ظيرت حزـ متعددة المختبرة. اعطت جميع ىذه البادئات نتائج جيدة لجميع العزلات المختبرة. نجح كؿ بادئ في التمييز بيف العزلات 

حزمة منيا متعددة الاشكاؿ. وتـ الحصوؿ  124حزمة، كانت  192الاشكاؿ و وحيدة الشكؿ. وبمغ عدد الحزـ  الكمي التي تـ الحصوؿ عمييا 
 43و 48انية )عمى الحزـ المتعددة الاشكاؿ في جميع العزلات. تـ الحصوؿ عمى اعمى عدد مف ىذه الحزـ في العزلة الثالثة ثـ الاولى ثـ الث

 OPA-04و  OPA-04( في حيف اعطت البادئات 29كفاءة عالية في العدد الكمي لمحزـ ) OPA-07( عمى التوالي. أظير البادئ 33و
المضخمة بوساطة   DNA. و تراوحت حجـ قطع 11.3(. كاف معدد عدد الحزـ متعدد الاشكاؿ في كؿ بادئ 12اقؿ كفاءة في عدد الحزـ )

 . OPA-03متماثمة عند التضخيـ بالبادئ  DNAكيموبايت. حصؿ عمى اقؿ عدد مف حزـ   RAPD 0.1-2.0تقنية 

 

  . الوقذهت1

الى صؼ الفطريات  Fusarium solaniيعود الفطر 
 Monilialesوشبة رتبة  Deutromycotinaالناقصػػة 

، الغزؿ الفطري Tubercularicaceaeو شبو عائمة 
( ويكوف الفطر ثلاثة Septateمقسـ بحواجز بسيطة )

أنواع مف الابواغ وىي الابواغ الصغيرة 
Microconidia  بيضوية الشكؿ غالبا ما تتماسؾ بييأة

ىلالية  Macroconidiaالكبيرة كتؿ صغيرة و الابواغ 
 Chlamydosporesالشكؿ و الابواغ الكلاميدية 

، Hockingو Pittكروية الشكؿ سميكة الجدراف )
النبات مباشرة عف طريؽ القمـ يخترؽ الفطر  (.1997

ية لمجذر أومف أماكف تكشؼ الجذور الثانوية أو النام
مف خلاؿ الجروح وينتشر داخميا بيف خلايا قشرة الجذر 

حتى يصؿ إلى الأوعية الخشبية، يفرز الفطر العديد 
مف الإنزيمات التي مف شانيا تحميؿ السيميموز والبكتيف 

داخؿ النبات وكذلؾ ومف ثـ إعاقة عممية صعود الماء 
داخؿ أوعية  Microconidiaتعمؿ الابواغ الصغيرة 

الخشب عمى انسداد الأوعية الضيقة وتقميؿ كمية الماء 
الأوراؽ وأخيرا موت النبات، اعراض التي تصؿ إلى 

الاصابة ليذا الفطر تظير اما بييئة تعفف البػذور 
ومػوت البادرات  Root Rotوتػعفف الجذور 

Damping off ( وتػعفف التػاجBrasilerio  ،وآخروف
 F. solani لمفطر العائمي المدى يتضمف (.2004

 والبصؿ Cucumis القثاء منيا عديدة نباتية وائؿع
Allium والاقحواف Chrysanthemum والحمضيات 
Citrus الصػػويا وفػػػوؿ Glycin والقطف 

Gossypium والطماطػػػة Lycopersicon .

mailto:taleb1968@yahoo.com
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 الذرة و  Solanthum والباذنجػاف Pinus والصنوبر
Zea اخرى نباتية وعوائؿ (Nielson وMayer ، 

 F. solani الفطر يسببيا التي الأمراض . تعد(1979
كبيرة  إذ  اقتصادية خسائر وتسبب الانتشار عالمية

 الجذر تعفف إف ( الى2008)  Raneو Brust أشار
 ىو لو الرئيس المسبب كاف القرعية العائمة عمى والتاج
 . F. solani الفطر

تقنية التضخيـ العشوائي متعدد الاشكاؿ لقطع :  2.1
DNA (Random amplified polymorphism 

DNA ) 

 المسػبب تشػخيص فػي التقميدية الطػرؽ اتػباع اف
 والمػظػيرية الشػكػمية الصػفات عمى كالاعػتماد المػرضي

 اسػتعماؿ و الأمػراضية الاختبارات اسػتعماؿ او
 المػطػموبة الدقػة الػى مػاتػفػتػقػر عػادة المػجػيػري الفػحػص

 غيػر تكػوف قػد او طػويلا وقتا تسػتغرؽ لكونيا اضػافة
 الضروري مػف اصػبح لذلؾ الأحػياف، بػعػض فػي مػقػنػعة
 الأنػواع تحػديد فػي وفعػالية دقػة أكػثر طػرؽ الى المجوء

 الوراثػة طػرؽ ىػي الطػرؽ ىػذه ومػف بينيا والتمييز
 تػقػنػية منػيا و PCR تقنيػات اسػتعماؿ و الجػزيػئػيػة
RAPD انػواع بيف التػمػيػيز فػي قػدرتيا اظيرت التػي 

 العػزلات بػيػف الوراثية القػرابة وتحديد المرضية المسببات
 1994 وآخػروف، Kelly) المػدروسة

 Fragkiadakis، 2000 و Vakalounakisو
 RAPD تقنية مبدأ ويستند (.Mbofung، 2006و

 البادئات باستعماؿ النووي الحامض قطع تضخيـ عمى
 النووي الحامض عمى متعددة مواقع تربط التي القصيرة

 الى أستنادا المضخمة القطع فصؿ يميو الجينوـ
 ويتـ الكيربائي،  الترحيؿ ىلاـ باستعماؿ أحجاميا

 النووي الحامػض حػزـ بمقارنة وذلؾ العينات تحديد
 لتحديػد بنجػػاح أسػتخدمت الطػريقة وىػذه. اليػلاـ عمى

والحػيوانػات  الدقػيػقػة الحػية النباتات والكػائنات ىػوية

(Welsh وMc Clelland ،1990اكتسبت .) 
 واسع وتطبيؽ وانتشار مقبولة معدلات  RAPDتقنية
 الحيوي النظاـ في جينيآ بسيطة أداة وفرت لأنيا وذلؾ
 طريقة أفضؿ تعتبر  RAPDتقنية فاف ذلؾ ومع

 النيوكميوتيدات تسمسؿ يعرؼ لا عندما والفحص لمقياس
 المستعممة PCR طرؽ مف اخرى طرؽ مع بالمقارنة

 تقنية أف حيف في إثناف بادئات الى تحتاج التي
RAPD  التقنية ىػذه أف كما. واحد بادئ تحتاج 
 في مره لأوؿ سجمت جديدة انواع أيجاد في سػاىمت

 نيماتودا أنواع مف المحمية العػشائر بيف وميزت العػالـ
  (.2005، وآخروف Karajeh) الجذور تعقد

 . هواد و طزائق العول 2

 : العزلاث المستعملت في الدراست 1.2

 : الاوساط الزراعيت المستعملت2.2

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

وسط البطاطا  F. solani وحفظ عزلات الفطر
 Potato Dextrose Brothدكستروز السائؿ 

(PDB)  استعمؿ ىذا الوسط لتنمية عزلات الفطرF. 
solani  و الاستفادة مف النمو الفطري في تجارب

 .DNAاستخلاص 

  F. solaniعزل وتشخيص الفطر  :2.3

 جذور مف الثعبانية لمديداف المرافقة الفطريات عزلت
 أعراض عمييا تظير التي و القثاء خيار نباتات

 مف جمبت التي العينات مف الجذرية بالعقد الاصابة
 النباتات جذور قطعت حيث المسح شمميا التي المزارع

 بمحموؿ عقمت ثـ قطعة/  سـ 2-1 بطوؿ المصابة
 لمدة%  10 بتركيز( NaOCl) الصوديوـ ىايبوكمورات

 مف القطع رفعت ثـ التجاري المستحضر مف دقيقتيف
 محموؿ اثار لإزالة معقـ مقطر بماء وغسمت المحموؿ
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 ورؽ بوساطة القطع جففت الصوديوـ ىايبوكمورات
 سـ 9  قطر بتري أطباؽ في القطع وضعت ثـ ترشيح
 اليو والمضاؼ المعقـ  PDA عمى تحتوي والتي

/ ممغـ Chloramphenicol (250الحيوي المضاد
 درجة في وحضنت طبؽ/  قطع خمسة وبواقع( لتر

 المستعمػػرات ظيػػور وبعػػد أيػػاـ ثلاثةً  لمدة  ـ 25 حرارة
 الفطر شخص ثـ الػػوسط نفس عمػػى تنقيتيا تػػـ الفطريػػة

solani F .كمية الوائمي سالـ ضياء الدكتور قبؿ مف 
 الصفات عمى بالاعتماد البصرة جامعة الزراعة،

Hocking (2007 ) و Pitt في الواردة التصنيفية
 يحيى د.ـ.أ التشخيص أكد وقد. Fusarium لمجنس
  .الزراعة كمية النبات، وقاية قسػػػـ الحمو، عاشور

  F. solani: التشخيص الجزيئي لعزلات الفطر 4.2

لاستخلاص  CTAB Bufferاستعممت طريقة 
المعزولة مف  F. solaniالحامض النووي لمفطر 

نباتات خيار القثاء و الباميا و البطيخ و الجدوؿ رقـ 
 ح المحاليؿ المستعممة في الدراسة.( يوض1)

 

 .المحاليل المستعممة في الدراسة .(1جدول )

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

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

اعيد تحريؾ المحموؿ ثـ  المايكروويؼ لمدة دقيقة واحدة
دقيقة اضافية ثـ اعيد المايكروويؼ  2-1وخمطو لمدة 

 Trisمؿ مف مادة  50اضيؼ . 3لمدة دقيقة واحدة. 
– HCl 1 ( مولاريpH=8 وسمح )لمادةTris  

مؿ  10بعدىا اضيفت  بالذوباف قبؿ الاستمرار بالخمط
 مولاري مع الاستمرار بالخمط EDTA 0.5 مف مادة

 يؼاض .4. (8المحموؿ اقؿ مف  pHيجب اف يكوف )
مع الاستمرار بالخمط لحيف  NaClغـ مف  40.9

نقؿ المحموؿ الى وبعدىا  ذوباف كؿ مواد المحموؿ
مؿ  500كمؿ الحجـ الى أزجاجية مدرجة ثـ  انبوبة

 -2% مف مادة  1اضيؼ ثـ  ماء مقطر
Mercaptoethanol  قبؿ استعماؿ المحموؿ

كـ ػػللاستخلاص مع مراعاة حفظ المحموؿ في وعاء مح
  الغمؽ.

استخلاص الحامض النووي الرايبوزي منقوص : 2.3
  Extraction of DNAالاوكسجين

 CTAB Bufferوفقا لطريقة  DNAتـ استخلاص 
مع اجراء بعض التعديلات الاتية  وحسب الخطوات

وضع . 1: (1999وآخروف،  Kerenyi) اللازمة
ـ في  65محموؿ الاستخلاص تحت درجة حرارة 

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

غـ مف الفطر المجفد )تـ تجفيد الفطر بواسطة  0.2
 2( في انابيب بلاستكية سعة Freeze Dryerجياز 
 مايكروليتر مف محموؿ 700اضيؼ . 2مؿ. 

جياز الرجاج  بوساطةالانابيب  تالاستخلاص ثـ رج
(Vortex) حضف المزيج في درجة بعدىا  لعدة ثواني

دقيقة مع  30ـ في الحماـ المائي لمدة  65حرارة 
اخرجت الانابيب . 3دقائؽ.  5مراعاة رج الانابيب كؿ 

مايكروليتر  400 – 300مف الحماـ المائي ثـ أضيؼ 
الييا ثـ  1:24مف مزيج الكموروفورـ / ايزواميؿ بنسبة 

 رجت الانابيب جيدا بجياز الرجاج لعدة ثواني
 5000وضعت في جياز الطرد المركزي عمى سرعة و 

نقؿ الراشح )الطبقة العموية( بعدىا  دقائؽ 5دورة لمدة 
( و بيدوء الى Micro pipetteطة ماصة دقيقة )ابوس

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

مرات لخمط المزيج جيدا ثـ اجري ليا  5-4الانابيب 
، ؽدقائ 5دورة لمدة  10000طرد مركزي عمى سرعة 

استبعاد كحوؿ الايزوبروبانوؿ مع مراعاة الحفاظ تـ 
. مف الفقد )يكوف متجمع بقاع الانبوب( DNAعمى 

الى 1X TE مايكروليتر مف محموؿ  600اضيؼ  .5
 300-200ثـ تـ اضافة  DNAالراسب الحاوي عمى 

مايكرو لتر مف مزيج الفينوؿ / كموروفورـ / ايزواميؿ 
طة جياز اجيدا بوسمزج المحموؿ ، 1:24:25بنسبة 

الرجاج لعدة ثواني ثـ اجري طرد مركزي عمى سرعة 
نقؿ الراشح )الطبقة ، بعدىا دقائؽ 5دورة لمدة  5000

( Micro pipetteالعموية( بواسطة ماصة دقيقة )
تـ اضافة . 6وبيدوء الى انابيب بلاستيكية جديدة. 

مايكروليتر مف كحوؿ الايزوبروبانوؿ مع مراعاة  500
الانابيب لثواني قميمة ثـ اجري طرد مركزي عمى رج 

استبعد ، بعدىا دقائؽ 5دورة لمدة  10000سرعة 
 DNAكحوؿ الايزوبروبانوؿ مع مراعاة الحفاظ عمى 

بواسطة كحوؿ الايثانوؿ  DNAغسؿ . 7مف الفقد. 
مايكروليتر ثـ جمع  1000% المبرد بمقدار  70

ئؽ عمى دقا 5الراسب عف طريؽ الطرد المركزي لمدة 
/ دقيقة، اعادة عممية الغسؿ مرة  دورة 10000سرعة 

استبعد كحوؿ بعدىا  ثانية تحت نفس الظروؼ
الايثانوؿ بدقة ثـ تركت الانابيب بوضع مقموب عمى 
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تـ ، وفي الخطوة الاخيرة دقائؽ 4-3ورؽ ترشيح لمدة 
الى  1XTEمايكروليتر مف محموؿ  100-50اضافة 
ـ  20-درجة حرارة  العينات فيت حفظو  الانابيب

قياس كمية الحامض النووي تـ  لحيف الاستعماؿ.
 Nano( بجيازDNAالرايبوزي منقوص الاوكسجيف )

Drop المجيز مف شركةThermo Scientific  
 ( لمعرفة حجـ الجينوـ )كمية1ورة الأمريكية )الص

DNA في ng/µl.)  

استخلاص الحامض النووي الرايبوزي منقوص : 2.3
  Lysis Bufferالاوكسجين بطريقة 

بطريقة  F. solaniمف الفطر  DNAاستخمص 
Lysis Buffer  مع اجراء بعض التعديلات و حسب

 . وضع1 (:2008وآخروف،  Niuالخطوات الاتية )
 طةبوسا الفطر تجفيد تـ) المجفد الفطر مف غـ 0.2

 2 سعة بلاستكية انابيب في( Freeze Dryer جياز
 الاستخلاص محموؿ مف مايكروليتر 700 ضيؼوا مؿ
 لعدة( Vortex) الرجاج جياز بواسطة الانابيب رج ثـ

 ثـ التحمؿ محموؿ مف مؿ 500 . إضيؼ2 .ثواني
 Protenase K مادة مف مايكروليتر 5 إضيؼ

 . أجريت3 .البروتينات لتحطيـ المادة ىذه وتستخدـ
(  Vortex)  الكيربائي الرج جياز بإستخداـ رج عممية
 ولمدة المائي الحماـ في العينات ووضعت دقيقة ولمدة
 مادة أضيفت ثـ ـ 60 درجة وعمى ساعة

 .مايكروليتر 140 وبمقدار مولاري 5 كموريدالصوديوـ
 وحضرت% 10 وبمقدار CTAB مادة . أضيفت4

 مقطر ماء مؿ 4.5 ليا وأضيؼ غـ 0.5 بأخذ

 الحماـ في العينات وضعت ثـ مايكروليتر 64 وأضيؼ
 . أضيؼ5 .دقائؽ 10 ولمدة ـ 65 درجة وعمى المائي
 بمقدار 1:24 وبنسبة أيزوأمايؿ:الكموروفورـ مزيج
 مركزي طرد أجري ثـ عينو لكؿ مايكروليتر 750

 سرعة وعمى المبرد المركزي الطرد جياز بأستخداـ
 الطبقة) الراشح نقؿ ثـ .دقائؽ 10 ولمدة دورة 14000

( Micropipette) دقيقة ماصة بوساطة( العموية
 وأضيؼ جديدة بلاستيكية انابيب الى وبيدوء

 .6 .المبرد الايزوبروبانوؿ كحوؿ مف مايكروليتر 600
 3 الصوديوـ خلات مف مايكروليتر 100 أضيؼ
 ولمدة ـ 20- درجة في العينات وحفضت مولاري
 وعمى لمعينات مركزي طرد اجري ثـ فقط واحده ساعة
 مف التخمص تـ ثـ دقائؽ 5 ولمدة دورة 12000 سرعة

 بواسطة DNA غسؿ .7 .بالراسب والاحتفاض الخميط
 500 بمقدار المبرد%  70 الايثانوؿ كحوؿ

 المركزي الطرد طريؽ عف الراسب جمع ثـ مايكروليتر
 إعادة دقيقة،/  دورة 01200 سرعة عمى دقائؽ 5 لمدة

 استبعد، الظروؼ نفس تحت ثانية مرة الغسؿ عممية
 مقموب بوضع الانابيب تركت ثـ بدقة الايثانوؿ كحوؿ

 اضافة . تـ8 .دقائؽ 4-3 لمدة ترشيح ورؽ عمى
 الى 1XTE محموؿ مػف مايكروليتر 50-100

 ـ 20 - حرارة درجػة فػػي العػينات وحػفظ الانابيب
 النووي الحامض كمية قياس تـ .الاستعماؿ لحيف

 Nanoبجياز( DNA) الاوكسجيف منقوص الرايبوزي
Drop شركة مف المجيزThermo Scientific  

  كمية) الجينوـ حجـ لمعرفة( 1 الصورة) الأمريكية
DNAفي ng/µl.) 
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 الامريكية Thermo scientificالمجهز من شركة  Nano Drop( جهاز 1الصورة )

الحامض النووي الرايبوزي الكشف عن : 2.3
 ( DNAمنقوص الاوكسجين )

يجب اجراء بعض  DNAقبؿ اجراء عممية الكشؼ عف 
تي: دء بعممية الكشؼ وىي كلآػػػػػػػػػػػػػػبػالعمميات قبؿ ال

بعد تحضير الحوض الخاص : تحضير هلام الاكاروز
بيلاـ الترحيؿ وغسمو وربط المشط في أحد الاطراؼ 

يتـ الترحيؿ  ،حافتي الحوضووضع الربلات عمى 
% أي اذابة  1عمى ىلاـ الاكاروز بتركيز الكيربائي 

مؿ مف محموؿ  25غـ مف مادة الاكاروز في  0.2
1X TBE  ووضعيا في بيكر ثـ تسخينيا بواسطة

دقائؽ لحيف الحصوؿ عمى الموف  3المايكروويؼ لمدة 
الرائؽ لممزيج وبعد ذلؾ يتـ اضافة كمية ضئيمة مف 

مع مراعاة رج البيكر  Ethidium bromideصبغة
بصورة جيدة لتجانس الصبغة مع المزيج بعدىا يصب 
 اليلاـ في حوض الترحيؿ ويترؾ لغرض التصمب.

يتحدد نجاح استخلاص  :الترحيل الكهربائي تقنية
DNA  بوساطة استعماؿ تقنية الترحيؿ الكيربائي عمى

( حيث يغمر حوض Agaros gelىلاـ الاكاروز )
الترحيؿ في الحوض الرئيسي المحتوي عمى ىلاـ 

بعد تصمب اليلاـ ورفع  1X TBEمحموؿ الترحيؿ 
مايكروليتر مف ناتج  9المشط والربلات يتـ مزج 

DNA  مايكروليتر مف صبغة  3معBromophenol 
blue   ثـ يحقف المزيج في الحفر وبعد انتياء عممية

 Powerالحقف يربط الاقطاب الى مجيز القدرة 
Supply  فولت و  80وتثبت قوة التيار الكيربائي عمى

ممي امبير وترؾ اليلاـ لحيف سرياف صبغة  65
Bromophenol blue  مف الحفر الى الجانب الأخر

ز وبعد انتياء عممية الترحيؿ تـ فحص اليلاـ في جيا
UV  لملاحظة حزـDNA  

 .Ethidium bromideلمتداخؿ مع صبغة 

المواد الخاصة حضرت  PCR-RAPD تقنية :8.2
بالتفاعؿ السمسمي لمبوليمريز ووضعت في اناء يحتوي 
عمى قطع مف الثمج لغرض حمايتيا مف الحرارة وتـ 
 العمؿ في مكاف معقـ ونظيؼ في كابينة خاصة

(PCR Cabinate)  التي تحتوي عمى اشعةUV 
لتعقيـ الماصات الدقيقة والأنابيب والتبات مع مراعاة 

ية المعقمة عند العمؿ. حضر القفازات الطب ارتداء
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 100في انبوبة ابندورؼ سعة  PCRخميط تفاعؿ 
مايكروليتر مف مادة  12.5و المكوف مف  مايكروليتر

Master Mix  5مايكروليتر مف الباديء و  1و 
مايكروليتر ماء مقطر بحيث  6.5و DNAمايكروليتر 

مايكروليتر ثـ  25يصبح التركيز النيائي لممكونات 

صغير المركزي الطرد الوضعت الانابيب في جياز 
Snip) ( يوضح البادئات 2ثانية.و الجدوؿ ) 30( لمدة

( يوضح 3المستعممة في ىذه التقنية و الجدوؿ )
 Mcو Welsh) البرنامج الخاص ببادئات ىذه التقنية

Clelland ،1999.) 
 .البادئات المستعممة في الدراسة .(3جدول )

 .البرنامج الخاص بالبادئات المستعممة في الدراسة .(2جدول )

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

 1 5:00 94 الدنترة الاولية

 1:00 94 الدنترة

(*6598 -5.97) التلدين 45  1:00 

 2:00 72 الاستطالة

 1 5:00 72 الاستطالة النهائي

 
التضخيم تقنية الترحيل الكهربائي لمنتج : 2.3

(PCR product) 
استعممت تقنية  DNAلتحديد نجاح عممية تضخيـ 

 Agarosالترحيؿ الكيربائي عمى ىلاـ الاكاروز )

 درجت حزارة ´ (5-3) تتببعبث الببدئبث الببدئ

 الاستطبلت )م(

OPA-01 5’CAGGCCCTTC 3’ 43.6 

OPA-02 ’ 5’TGCCGAGCTG 3 43.6 

OPA-03 5’AGTCAGCCAC 3’ 3..5 

OPA-04 5’AATCGGGCTG 3’ 3..5 

OPA-05 5’AGGGGTCTTG 3’ 3..5 

OPA-06 5’GCTCCCTGAC 3’ 43.6 

OPA-07 5’GAAACGGGTG 3’ 3..5 

OPA-08 5’GTGACGTAGG 3’ 3..5 

OPA-09 5’GGGTAACGCC 3’ 43.6 

OPA-10 5’GTGATCGCAG 3’ 3..5 

OPA-11 5’CAATCGCCGT 3’ 3..5 
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gel إذ يوضع في الحفرة الاولى والأخيرة مؤشر ،)
( وذلؾ 100 bp) DNA Markerالوزف الجزيئي 

مايكروليتر مف المؤشر الوزف الجزيئي مع  1.5بمزج 
مايكروليتر مف صبغة المثيؿ البرتقالي اما بقية  3.5

مايكروليتر  5وبمقدار  PCRنتج الحفر فيوضع بيا م
عمى ىلاـ الاكاروز بتركيز  PCRثـ مرر منتج 

غـ مف مادة الاكاروز في  0.5أي اذابة  ،% 2
مع اضافة كمية ضئيمة  1X TBEمؿ مف محموؿ  25

ثـ تثبت قوة  Ethidium bromideجدا مف صبغة 
ممي امبير لمدة  65فولت و  85التيار الكيربائي عمى 

د انتياء الترحيؿ يتـ فحص اليلاـ دقيقة، وبع 30
زـ ػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػليتـ معرفة نوعية الح UVبجياز 

  لاـ.ػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػي اليػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػف

 . النتائج و المناقشة 2

 تجػربة نتائج تشير DNAاستخلاص : 1.2
 Lysis بطػريػقػة المػسػتخمص DNA اسػتخلاص

Buffer الػفػطػر لػعػزلات F. solani كاف انو المدروسة 
 حيث ،RAPD تقنية في كفاءتو أثبت جيدة، نوعية ذو

 تقنية باستعماؿ الوراثية لممادة واضحة حزـ تلاحظ
 كما%( 2) الاكاروز ىلاـ عمى الكيربائي الترحيؿ

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

 الى اضافة F.solani لمفطر( Genome) الجينوـ
 جيدة نتائج وتعطي مكمفة غير اقتصادية طريقة كونيا

 التي الدراسات مف كثير مع النتائج ىذه واتفقت. جدا  
 في Lysis Buffer طريقة كفاءة مدى اكدت

 Al-Samarrai)  الفطريات مف DNA استخلاص
 كما(. 2008،وآخروف Niu و Schamid  ،2000و

 CTAB Buffer بطػريػقػة المػسػتخمص DNA كمية إف
 مع النتائج ىذه واتفقت ʺأيضا جيدة نوعية ذو كاف

 و 1999 وآخروف، Kerenyi) الدراسات مف كثير
Wilson ،و 2004 وآخروف Pant ،2009 وآخروف 

  (.2010 وآخروف، Karthikeyan و

 اف الدراسة نتائج أظيرت DNAتقدير كمية  :3.2
 الفطر عزلات جميع مف المستخمصة DNA كمية
 280 و 260 الموجييف الطولييف عمى قياسيا تـ والتي

 حيث العزلات ولجميع جيدة كمية ذات كانت نانوموؿ
 يترلمايكرو /  نانوغراـ 232.1 -17.1) ) التركيز بمغ

 لمفطر DNA تركيز يبيف( 4 الجدوؿ) لمجميع
F.solani  

 

 

 

 

 

العزلات  لجميع F. solaniالفطر  % لجينوم3يمثل نتائج الترحيل الكهربائي عمى هلام الاكاروز  .(1شكل )   
 .المدروسة

 



 2013، 203-185(: 1) 26مجلت البصرة للعلوم الزراعيت، المجلد  ،وآخرون طالب احمد جايد
 

193 

 .F. solani يوضح كمية الجينوم لجميع عزلات الفطر .(4جدول )                        

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

-PCRالتفاعل السمسمي لمبوليمريز لتقنية : 2.2
RAPD (، 2) جدوؿ في المذكورة البادئات استعممت

 عممية في النجاح خلاؿ مف أيجابية نتائج اعطت إذ
 المعزولة  F.solani الفطر عزلات جميع مع التضخيـ

 كما المرضي بالمعقد المصابة القثاء خيار جذور مف
 ظيرت إذ العزلات، بيف التمييز في باديء كؿ نجح
 والحزـ Polymorphic bands وراثيا المتشكمة الحزـ
 .Monomorphic bands وراثيا المتشكمة غير

 عدد اف الدراسة نتائج أظيرتOPA- 01 الباديء
 ىذا بأستعماؿ عمييا الحصوؿ تـ التي الكمية الحزـ

 أعطت(. 2) الشكؿ في مبيف كما 12 كانت الباديء
 سجمت بينما حزـ( 6) الحزـ مف عدد اكثر 1 عزلة
 الحصوؿ تـ(. 3) الحزـ مف عدد اقؿ 3و 2 عزلة
 وصمت وراثي تبايف وبنسبة وراثيا تشكمت حزـ 7 عمى
 عدد اكثر 3 وعزلة 1 عزلة سجمت%.  58.33 الى
 لكؿ( 3) عددىا والبالغ ʺوراثيا المتشكمة الحزـ مف

 عند سجمت المتشكمة الحزـ مف عدد اقؿ بينما عزلة
 عند حزمة اكبر سجمت و(  واحدة حزمة) 2 عزلة
 سجمت حزمة اصغر بينما( قاعدي زوج 700) 1 عزلة
 ىذه اتفقت(. قاعدي زوج 100) 3 وعزلة 1 عزلة عند

 بالتضخيـ يتعمؽ فيما Chavan (2007) مع النتائج
 في  F.solani الفطر تشخيص في لمباديء الناجح

 إذ الكمية الحزـ عدد حيث مف دراستة تتفؽ لـ حيف
 يعود وقد ʺتقريبا الضعؼ بمقدار عمييـ دراستنا تفوقت
 عممنا التي لمعزلات الوراثي التنوع الى ذلؾ في السبب
 تطور او عمييا عمموا التي العزلات مع مقارنة عمييا

 الموقع وأختلاؼ الطويمة المدة ىذه بسبب وراثيا عزلاتنا
 عمى نتائجو تفوقت حيف في المعيشية والبيئة الجغرافي

 حصؿ إذ الوراثية المتشكمة الحزـ عدد حيث مف نتائجنا
 المئوية بالنسبة ʺمقارنتا الباديء ليذا% 71.4 عمى

 ذلؾ في السبب ويعود%  58.33 وىي عندنا المتكونة
 مف بالمقارنة دراستنا في الكمي العدد في الاختلاؼ الى

 .فقط حزـ7 وىي الباحث عند الكمية الحزـ
 

 

العزلةاسم   DNA ( (ng/µlتركيز  

 F. solani  123.3 1الفطر عػػزلة

 F. solani  109.2 2الفطر عػػزلة

 F. solani  232.1 3الفطر عػػزلة
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 الحزـ عدد إف النتائج أظيرت OPA- 02 الباديء
 البادئ ىذا باستعماؿ عمييا الحصوؿ تـ التي الكمية
 3 عزلة اعطت( 3) الشكؿ في موضح كما 16 كانت
 اقؿ 1 عزلة اعطت بينما( 6) الحزـ مف عدد اكثر
 ʺوراثيا المتشكمة الحزـ عدد وبمغ (4) الحزـ مف عدد
 تساوت%. 62.5 وراثي تبايف بنسبة و حزمة 10

 حزـ 3 ʺوراثيا المتشكمة الحزـ عدد في 2 و 1 العزلتاف
. ʺوراثيا متشكمة حزـ( 4) 3 عزلة أعطت حيف في

 (قاعدي زوج 1700) حزمة اكبر 3 عزلة وأعطت
 زوج 100) 1 عزلة عند وجدت حزمة اصغر بينما

Chavan (2007 )الدراسة  ىذه نتائج اتفقت(. قاعدي
 تشخيص في لمباديء الناجح بالتضخيـ يتعمؽ فيما

 حيث مف دراستو تتفؽ لـ حيف في F.solani الفطر
بمقدار  عمييـ دراستنا تفوقت إذ الكمية عدد الحزـ

 كما. 7 الكمية حزمو بمغت حيثʺ تقريبا الضعؼ
 حيث ( مف2007)  Chavan الباحث نتائج تفوقت
 ʺمقارنتا% 85.7 عنده بمغت حيث المئوية النسبة

 .%62.5 وىي عندنا المتكونة بالنسبة

 تـ التي الكمية الحزـ عدد بمغ 2OPA- 0 الباديء 
 موضح كما 16 البادئ ىذا باستعماؿ عمييا الحصوؿ

 الحزـ مف عدد اكثر 3 عزلة اعطت إذ( 4) الشكؿ في
 الحزـ مف عدد 1 عزلة اعطت بينما 8 عددىا والبالغ

 حزـ 4 والبالغة الحزـ مف عدد اقؿ 2 عزلة واعطت 5
 9 الكمي ʺوراثيا المتشكمة الحزـ عدد ناحية مف اما

 1 العزلتاف تساوت إذ%. 56.25 وراثي تبايف وبنسبة
 عددىا وبمغʺوراثيا المتشكمة الحزـ عدد في 2 و

. ʺوراثيا متشكمة حزـ 5 اعطت 3 عزلة اما حزمتيف
( قاعدي زوج 1500) حزمة اكبر 3 عزلة وأعطت

 زوج 150) 2 عزلة عند وجدت حزمة اصغر بينما
  Chavanمع الدراسة ىذه نتائج اتفقت(. قاعدي

 يتعمؽ فيما( 2009) وآخروف  Gupta( و2007)
 الفطر تشخيص في لمباديء الناجح بالتضخيـ

F.solani الكػمية الحػزـ بعػدد دراستنا نتائج تفوقت لكف 
. 9 الكمية Chavan (2007) الباحث حزـ بمغت إذ

 بمغت حيث المئوية النسبة حيث مف نتائجو تفوقت كما
 دراستنا في المتكونة بالنسبة ʺمقارنتا% 100 عنده
 وآخروف  Guptaالباحث أشار كما ،% 56.25 وىي

 وراثي تبايف أفضؿ أعطى البادئ ىذا أف( 2009)
 الاخرى. البادئات مع بالمقارنة

أظػيرت نتائج دراسػتنا أف عػدد  4OPA- 0 الباديء
الحػزـ الكػمية التي تـ الحصػوؿ عمييا بأسػتعماؿ ىػذا 

(. إذ 5كما موضح في الشكؿ ) 12البادئ كانت 
بينما اعطت  6اكثر عدد مف الحزـ  1اعطت عزلة 

اقؿ  2واعطت عزلة  4عدد مف الحزـ والبالغة  3عزلة 
عدد مف الحزـ والبالغة حزمة واحدة فقط. في حيف بمغ 

و بنسبة تبايف وراثي  8 ʺعدد الحزـ المتشكمة وراثيا
 ʺ%. كاف اكبر عدد مف الحزـ المتشكمة وراثيا66.66

حزـ  3اعطت  1اما عزلة  4عددىا وبمغ  3في عزلة 
اكبر حزمة  3عزلة  أعطت . كماʺمتشكمة وراثيا

زوج قاعدي( بينما اصغر حزمة وجدت عند  1700)
زوج قاعدي(. اتفقت نتائج ىذه الدراسة  100) 2عزلة 

يتعمؽ بالتضخيـ الناجح  ( فيما2007) Chavan مع
لكف تفوقت  F.solaniلمباديء في تشخيص الفطر 

إذ بمغت حزـ الباحث  ،ـ الكػميةنتائج دراستنا بعػدد الحػز 
. كما تفوقت نتائج الباحث مف حيث النسبة 8الكمية 

 %.100المئوية حيث بمغت عنده 
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أظيرت نتائج الدراسػة اف عػدد  2OPA- 0الباديء 
الحزـ الكمية التي تـ الحصوؿ عمييا بأسػتعماؿ ىػذا 

(. أعطت 6في الشكؿ )كما مبيف  15ديء كانت البا
بينما سجمت  7اكثر عدد مف الحزـ و البالغة  3عزلة 
. تـ الحصوؿ بأسػتعماؿ 5اقؿ عدد مف الحزـ  2عزلة 

وبنسبة  ʺحزـ تشكمت وراثيا 10ىػذا الباديء عمى 
 1%. إذ سجمت عزلة 66.66تبايف وراثي وصمت الى 

 5وبمغ عددىا  ʺاكثر عدد مف الحزـ المتشكمة وراثيا
 2اقؿ عدد مف الحزـ المتشكمة سجمت عند عزلة  بينما

 3د عزلة ػػػػػػػػػػػػػػػػػػػػ)حزمتاف ( كما سجمت اكبر حزمة عن
حزمة سجمت عند اصغر  دي( بينماػػػػػػزوج قاع 2000)

اتفقت  .زوج قاعدي 100وبمغت  ʺايضا 3عزلة 
بالتضخيـ الناجح Chavan (2007 ) النتائج مع

لكف تفوقت  F. solaniلمباديء في تشخيص الفطر 
نتائج دراستنا بعػدد الحػزـ الكػمية إذ كاف عدد الحزـ 

 7 ʺوعدد الحزـ المتشكمة وراثيا 8المتكونة في دراستو 
وىو اقؿ مف عدد الحزـ المتكونة عندنا وىذا يدؿ عمى 

عدد الحزـ الكمية ، ولكف اف دراستنا تفوقت عمييـ ب
فعة جدا عند الممفت لمنظر ىو النسبة المئوية المرت

 ʺ% ليذا الباديء مقارنتا87.5الباحث و البالغة 
 %.66.66بالنسبة المئوية المتكونة عندنا وىي 

بأستعمؿ ىذا البادئ أظيرت  OPA- 06الباديء 
نتائج الدراسػة اف عػدد الحزـ الكمية التي تـ الحصوؿ 

(. أعطت 7) شكؿكما مبيف في ال 16عمييا كانت 
 2بينما سجمت عزلة  8اكثر عدد مف الحزـ  1عزلة 

. تـ الحصوؿ بأستعماؿ 3اقؿ عدد مف الحزـ والبالغة 
وبنسبة  ʺوراثيا ةحزمة متشكم 21ىذا البادئ عمى 

اكثر  1%. سجمت عزلة 75تبايف وراثي وصمت الى 
بينما  7وبمغ عددىا  ʺعدد مف الحزـ المتشكمة وراثيا

 2ند عزلة اقؿ عدد مف الحزـ المتشكمة سجمت ع
 1500) 3)حزمتاف( و سجمت اكبر حزمة عند عزلة 

و  1زوج قاعدي( بينما اصغر حزمة سجمت عند عزلة 

 زوج قاعدي(. اتفقت النتائج مع 100وبمغت ) 3
Chavan (2007 فيما يتعمؽ بالتضخيـ الناجح )

لكف تفوقت  F.solaniلمباديء في تشخيص الفطر 
نتائج دراستنا بعػدد الحػزـ الكػمية إذ كاف عدد الحزـ 

 6 ʺوعدد الحزـ المتشكمة وراثيا 7المتكونة في دراستو 
وىو اقؿ مف عدد الحزـ المتكونة عندنا وىذا يدؿ عمى 

عدد الحزـ الكمية وبمغت اف دراستنا تفوقت عمييـ ب
 %.85.7النسبة المئوية عند الباحث 

أظػيرت نتائج الدراسػة اف عػدد : 2OPA- 0الباديء 
الحػزـ الكػمية التػي تػـ الحػصػوؿ عػمييا بأستعماؿ ىػذا 

اكػثر  2وعػزلة  1. إذ أعطت عػزلة 29الباديء كانت 
عػدد مػف  3( بينما سػجمت عػزلة 10عػدد مػف الحػزـ )

 23. مف ىػذا العػدد تـ الحصػوؿ عمى 9الحػزـ والبالغة 
وبنسبة تبايف وراثػي وصػمت الػى  ʺحزمة تشكمت وراثيا

اكػثر عػدد مػف الحػزـ  2%. سػجمت عػزلة 79.31
بينما اقػؿ عػدد مػف  9والبالغ عػددىا  ʺالمػتػشػكمة وراثيا

(  8) 3الحػزـ المػتػشكمة سػجمت عػنػد عػزلة  حػزـ
زوج  2100) 3وسػجمت اكػبر حػزمة عػنػد عػزلة 

 1ػنػد عػزلة قػاعػدي( بينما اصغر حػزمة سجمت ع
 Chavanزوج قاعػدي(. اتفقت النتائج مع 50وبػمغت )

فػي  لمباديء( فيما يتعمؽ بالتضخيـ الناجح 2007) 
فػي حػيف كاف عػدد الحػزـ  F.solaniتشػخيص الفػطر 

وعػدد الحػزـ المػتشكمة  8الكػمي المتكونة فػي دراسػتو 
وىػو اقػؿ مػف عػدد الحػزـ المػتكونة عػندنا  6 ʺوراثيا

عػدد الحػزـ وىػذا يػدؿ عمى اف دراسػتنا تػفػوقػت عػمييـ ب
% 100الكػمية، وبمغػت النسبة المػئوية عػنػد الباحػث 

( ويعود سبب 8وكػما مبيف في الشكؿ ) ليػذا الباديء
الأختلاؼ في النسبة المئوية الى التبايف بيف عدد 
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متكونة في دراستنا وعدد الحزـ المتكونة في الحزـ ال
 دراسػة الباحث.

أظيرت نتائج الدراسة اف عدد  8OPA- 0الباديء 
الحزـ الكمية التي تـ الحصوؿ عمييا باستعماؿ ىذا 

اكثر عدد مف الحزـ  3أعطت عزلة  14الباديء كانت 
أقؿ عدد  2وعزلة  1حزـ بينما سجمت عزلة  6و البالغة 

، مف ىذا العدد تـ الحصوؿ  4لغة مف الحزـ والبا حزـ
وبنسبة تبايف وراثي وصمت  ʺحزـ تشكمت وراثيا 9عمى 
اكثر عدد مف  2إذ سجمت عزلة  %. 64.28الى 

حزـ بينما اقؿ  4والبالغ عددىا  ʺالحزـ المتشكمة وراثيا
حزمة  1  عدد مف الحزـ المتشكمة سجمت عند عزلة 
 1400) 3واحدة فقط و سجمت اكبر حزمة عند عزلة 

 2زوج قاعدي( بينما اصغر حزمة سجمت عند عزلة 
 Chavan زوج قاعدي. اتفقت النتائج مع 100وبمغت 

( فيما يتعمؽ بالتضخيـ الناجح بعمؿ لمباديء 2007)
في حيف كاف عدد الحزـ  F.solaniفي تشخيص الفطر 

وعػدد الحزـ المتشكمة  9الكمي المتكونة في دراستو ىػو 
ؿ مف عدد الحزـ المتكونة عندنا وىذا وىو اق 8 ʺوراثيا

عدد الحزـ الكمية، يدؿ عمى اف دراستنا تفوقت عمييـ ب
% ليذا  88.8وبمغت النسبة المئوية عند الباحث 

  (.9وكما مبيف في الشكؿ ) الباديء

أظيرت نتائج الدراسة اف عدد  2OPA- 0الباديء 
الحزـ الكمية التي تـ الحصوؿ عمييا باستعماؿ ىذا 

اكثر عدد  3وعزلة  2أعطت عزلة  19الباديء كانت 
أقؿ عدد  1بينما سجمت عزلة  7مف الحزـ و البالغة 

، مف ىذا العدد تـ الحصوؿ عمى 5مف الحزـ والبالغة 
وبنسبة تبايف وراثي وصمت  ʺحزـ تشكمت وراثيا 10

اكثر عدد مف الحزـ  3%. سجمت عزلة 52.63الى 
حزـ بينما اقؿ عدد  5ا والبالغ عددى ʺالمتشكمة وراثيا

حزمتاف فقط و  1مف الحزـ المتشكمة سجمت عند عزلة 

زوج قاعدي(  1500) 3سجمت اكبر حزمة عند عزلة 
 100وبمغت  2بينما اصغر حزمة سجمت عند عزلة 

Chavan  (2007 )زوج قاعدي. اتفقت النتائج مع
فيما يتعمؽ بالتضخيـ الناجح لمباديء في تشخيص 

ي حيف كاف عدد الحزـ الكمي ف F.solaniالفطر 
 7 ʺوعدد الحزـ المتشكمة وراثيا 9المتكونة في دراستو 

وىو اقؿ مف عدد الحزـ المتكونة عندنا وىذا الفارؽ 
يدؿ عمى اف  ʺالقميؿ في عدد الحزـ المتكونة وراثيا

عدد الحزـ الكمية ولكف تفوؽ دراستنا تفوقت عمييـ ب
إذ بمغت  ،مئويةالباحث عمى نتائجنا مف حيث النسبة ال

 وكما مبيف في % ليذا الباديء 77.7عند الباحث 
 (.10الشكؿ )

أظيرت نتائج الدراسة اف عدد  -11OPAالباديء 
الحزـ الكمية التي تـ الحصوؿ عمييا باستعماؿ ىذا 

اكثر عدد مف  1، أعطت عزلة 20الباديء كانت 
حزـ بينما  7بمغت  3تمييا عزلة  9الحزـ و البالغة 

مف ىذا العدد تـ  4أقؿ عدد مف الحزـ  2سجمت عزلة 
حزمة تشكمت وراثيا وبنسبة تبايف  11الحصوؿ عمى 

اكثر عدد  3%. سجمت عزلة 55وراثي وصمت الى 
قؿ بينما ا 5والبالغ عددىا  ʺمف الحزـ المتشكمة وراثيا

سجمت  2عدد مف الحزـ المتشكمة سجمت عند عزلة 
 700) 1حزمتاف فقط و سجمت اكبر حزمة عند عزلة 

 3زوج قاعدي( بينما اصغر حزمة سجمت عند عزلة 
 زوج قاعدي(. اتفقت النتائج مع 100وبمغت )

Chavan (2007 فيما يتعمؽ بالتضخيـ الناجح ليذا )
ف كاف في حي F.solaniالباديء في تشخيص الفطر 

وعدد الحزـ  12عدد الحزـ الكمي المتكونة في دراستو 
وىو اقؿ مف عدد الحزـ المتكونة  12ʺالمتشكمة وراثيا
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 % 100، وبمغت النسبة المئوية عند الباحث عندنا
 (.11وكما مبيف في الشكؿ ) ليذا الباديء

أظيرت نتائج الدراسة اف عدد  -11OPAالباديء 
الحصوؿ عمييا باستعماؿ ىذا الحزـ الكمية التي تـ 

اكثر عػدد مف  1أعطت عزلة  23الباديء كانت 
 7بمغت  3و  2حزـ تمييا العزلتاف  9الحزـ و البالغة 

، مف ىذا العدد تـ الحصوؿ عمى  حزمة  16حزـ
الى وبنسبة تبايف وراثي وصمت  ʺتشكمت وراثيا

(. وسجمت عزلة 12% وكما مبيف في الشكؿ )69.56
 7الحزـ المتشكمة وراثيا والبالغ عددىا اكثر عدد مف  3

حزـ بينما اقؿ عدد مف الحزـ المتشكمة سجمت عند 
حزـ بمغ  1حزـ وسجمت عزلة  4سجمت  2عزلة 

 3حزـ و سجمت اكبر حزمة عند عزلة  5عددىا 
زوج قاعدي( بينما اصغر حزمة سجمت عند  2000)

 زوج قاعدي(. اتفقت النتائج مع 100وبمغت ) 2عزلة 
Chavan  (2007 فيما يتعمؽ بالتضخيـ الناجح )

في حيف  F.solaniليذا الباديء في تشخيص الفطر 
وعدد  13كاف عدد الحزـ الكمي المتكونة في دراستو 

وىو اقؿ مف عدد الحزـ  13ʺالحزـ المتشكمة وراثيا
، وبمغت النسبة المئوية عند الباحث المتكونة عندنا

 .% ليذا الباديء100

كػاف عػدد  RAPDفيما يتعمؽ بالممخص العاـ لتقنية 
الحػزـ الكػمية المتشكمة وراثيا بغض النظر عف العزلات 

سجمت أكػبر واصغر حػزمة فػي . 124والبادئات ىو 
( زوج قاعدي  2100و  50)  OPA-07البادئ 

وكانت اكػبر عػدد مػف الحػزـ المػتشكمة وراثيا فػي البادئ 
OPA-07 في حػيػف كػانت أقػؿ  29غػت وبم ʺايػضػا

مػتػواجػدة فػي البادئاف  ʺعػدد مػف الحػزـ المتشكمة وراثيا

OPA-01  وOPA-04  حػزمة، واتفقت  12وبػمغػت
(، إذ كػانت 2007) Chavanدراسػتنا مػع الباحػث 

% لمبادئ فػي حػيف بمغت نسػبة 100النػسبة المئػوية 
 ليذا البادئ.% 56.25التبػايف الوراثي فػي دراسػتنا 

 (.5وكػما مػبيف فػي جػدوؿ رقػـ )

 

( يوضح نتائج الترحيل الكهربائي بمادة الاكاروز 3شكل )
 OPA-01وباسـتعمال البـاديء PCR% لمنتج  2

 

( يوضح نتائج الترحيل الكهربائي بمادة الاكاروز 2شكل )
 OPA-02وباسـتعمال البـاديء PCR% لمنتج  2
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 بمادة الكهربائي الترحيل نتائج يوضح .(4شكل )

 OPA-03اديءـالب تعمالـسوبا PCR لمنتج%  3 الاكاروز

 

 

 

 

 

 بمادة الكهربائي الترحيل نتائج يوضح .(2شكل )

  OPA-04اديءـالب تعمالـسوبا PCR لمنتج%  3 الاكاروز

 

 

 

 

 

 الاكاروز بمادة الكهربائي الترحيل نتائج يوضح( 2شكل )

   OPA-05اديءـالب تعمالـسوبا PCR لمنتج%  3

 

 

 

 

 

 

 

 بمادة الكهربائي الترحيل نتائج يوضح .(2شكل )

  OPA-06اديءـالب تعمالـسوبا PCR لمنتج%  3 الاكاروز

 

 

 

 

 

 بمادة الكهربائي الترحيل نتائج يوضح .(8شكل )

  OPA-07اديءـالب تعمالـسوبا PCR لمنتج%  3 الاكاروز

 

 

 

 

 

 بمادة الكهربائي الترحيل نتائج يوضح .(2شكل )

  OPA-08اديءـالب تعمالـسوبا PCR لمنتج%  3 الاكاروز
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 بمادة الكهربائي الترحيل نتائج يوضح .(11شكل )

 OPA-09اديءـالب تعمالـسوبا PCR لمنتج%  3 الاكاروز

 

 

 

 

 

 بمادة الكهربائي الترحيل نتائج يوضح .(11شكل )

 OPA-10اديءـالب تعمالـسوبا PCR لمنتج%  3 الاكاروز

 

 

 

 

 

 بمادة الكهربائي الترحيل نتائج يوضح .(11شكل )

 OPA-10اديءـالب تعمالـسوبا PCR لمنتج%  3 الاكاروز

 

لجميع  ʺفيما يتعمؽ بعدد الحزـ المتشكمة وراثياو 
 1عمى العزلتيف  2فوقت العزلة البادئات، ت

تتميز في تباينيا  2وبذلؾ تكوف العزلة . 3و
كما مبيف في الشكؿ  عف بقية العزلات الوراثي

(13.) 
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 عزلات لجميع RAPD تقنية لبادئات الحزم حجم و وراثيا المتشكمة الحزم وعدد لمحزم الكمي العدد يوضح .(2) جدول
  .F. solani الفطر

 

 

 

 

  

 

 

 .الثلاثة F. solaniيوضح مخطط الشجرة الوراثية لعزلات الفطر  .(33)شكل 

 

الحزم  عذد الببدئبث ث

 الكلي

النسبت الوئويت  وراثيب  الحزم الوتشكلت  هذى حجن الحزم

هجووع  للتشكل الوراثي

 الحزم

 3عزلت  2عزلت  1عزلت 

1 OPA-01 12 100-700 7 3 1 3 58.33% 

2 OPA-02 16 100-1700 10 3 3 4 62.5 % 

3 OPA-03 16 150-1500 9 2 2 5 56.25 % 

4 OPA-04 12 100-1700 8 3 1 4 66.66 % 

5 OPA-05 15 100-2000 10 5 2 3 66.66 % 

6 OPA-06 16 100-1500 12 7 2 3 75% 

7 OPA-07 2. ˃100- ˂2000 23 8 9 6 79.31% 

5 OPA-08 14 100-1400 8 1 4 3 57.14% 

. OPA-09 1. 100-1500 10 2 3 5 52.63% 

10 OPA-10 20 100-700 11 4 2 5 55% 

11 OPA-11 23 100-2000 16 5 4 7 69.56% 

  45 33 43 124  1.2  الوجووع

Tree Diagram for 3 Variables

Single Linkage

Squared Euclidean distances

Linkage Distance

    VAR2

    VAR3

    VAR1

72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82
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Abstract. This study was carried out at genetic engineering lab, college of agriculture, Basrah university. 

Twenty four samples were analyzed by random amplified polymorphic DNA (RAPD) to investigate genetic 

similarity and diversity among and within three Fusarium solani represented in Basrah. three Fusarium 

solani isolates isolated from infected cucumber plants roots. Ten random primers were used to amplify DNA 

fragments in isolates. 11 primers (OPA-01 to OPA-11) generated bands and polymorphic DNA fragments in 

all tested isolates and reproducible bands. RAPD primers gave good results through the successful 

amplification of DNA for all Fusarium solani isolates, each primer succeeded in distinguishing between 

isolates, as appeared polymorphic and monomorphic bands. A total of 192 bands were obtained, 124 of them 

were polymorphic. The number of polymorphic bands in each isolate was found to be different and was 

higher in the third isolate than in first and  second (48, 43 and 33) bands, respectively. The primer OPA-07 

showed highly efficient in total number of bands (29), while less primers efficiency were OPA-01 and OPA-

04 gave the lowest number of bands (12). The number of polymorphic fragments per primer was 11.3. The 

size of amplification DNA fragments generated with the RAPD primers ranged from 0.1 to 2.0 kb. The 

probability of obtaining identical fingerprints was observed to be the lowest in primer OPA-03.  
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