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وم أخاذةلمنلمن طقللPythium aphanidermatumومج يئيلمبلضل   تلومفطرللومتن  ط

لمختلفعلمنلتربلمح لظعلومنجفلو شرفلوم  و  ع

ل

علي عاجل الحيدري
*
 

 -جامعة المثنى -كلية الزراعة-قسم وقاية النبات
 العراقجمهورية 
 

 مجيد متعب ديوان

 جمهورية  -جامعة الكوفة-كلية الزراعة-قسم وقاية النبات

 العراق

لوم  تخلصل

مم  يمرم محاف مة النجمش ا شمر     .Pythium sppشممل  الدراةمة عمزت ويصمايو ا مواط ال  مر  

والحسماوية والبراكيمة اجناس ف رية ماتل ة مم  منما ا الدراةمة و:مي ر احمر النجمش  5حيث يم عزت ويصايو 

 . 3102ولل ترة الرايعة لعام والحيدرية وخان الراع والمصاام والعباةية والمزرعة ا رشادية في الكوفة 

أظهممممممرت  تممممممالم ي اعممممممل البلمممممممرة المتسلسمممممممل ااةممممممتادام  و  البادلممممممات المتا ممممممو لل  مممممممر  

P.aphanidermatum ظهمممور حمممزم 0.5ركيمممز ويحليمممل  مممايم الهجمممرة الكهرااليمممة ااةمممتعمات ا جمممارو  ات %

( التممي يدكممد يصممايو ال  ممر A   B   C   D   E   F   G   H   I   J   K   Lللعممز ت  

P.aphanidermatum  .  أن جميمع البادلمات قمد ي اعلم  مممع وجمد مم   مايم الترحيمل الكهرامالي لهممرم ا كمارو

 الحُمزمالعمز ت حيمث ظهمرت امي  جميمع  و جم  كمل امادر ورافمي فمي التمييمز P. aphanidermatumعز ت 

أعتممدت يننيمة مدشمرات التفماعش مع جميع العز ت . % 011وانسبة  Polymorphic bandمتعددة الأشكات 

 DNAلتحديمد ا ممة  DNA( لسلسلة الحامض النووي مننمو  الأوكسمجي  RAPDالعصوالي متعدد الأشكات  

إلممى اراممع اادلممات التفمماعش  DNAإذ يممم يعممريض  P. aphanidermatum فنممي عصممر عزلممة ممم  النمموط 

 01حزممة حيمث ةمجل  020حيمث يمكنم  مم  إ تما  عمدد مم  الحمزم الم   P4و  P3و  P2و  P1العصوالي و:ي 

حزمممة فممي البممادر  91( وP2حزمممة فممي البممادر الممورافي الثمما ي   23( وP1حزمممة فممي للبممادر الممورافي الأوت  

 ( . P4رااع  حزمة في البادر الورافي ال 90( وP3الورافي الثالث  

 

   البادر الورافي PCRي اعل البلمرة المتسلسل    Pythium aphanidermatum وم ل  تلوم فت ح عل:

                                                           
 البحث جزء من اطروحة دكتوراه للباحث الاول  *
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Molecular identification for some Pythium aphanidermatum isolates 

from different fields of An-Najaf Al-Ashraf governorate 

*Ali Ajil Al-Haidery 

Department of plant protection-faculty of 

Agriculture-University of Al-Muthanna- 

Republic of Iraq 

Majeed Mete'b Dewan 

Department of plant protection-faculty of 

Agriculture-University of Kufa- Republic 

of Iraq 

Abstract 

 The aim of the study included the isolation and identification of Pythium 

species depend on phenotypic biotechnique on culture media and test it's 

pathogenicity and identification isolates of P. aphanidermatum by molecular test and 

genotype by using PCR technique from soils of some locations of Najaf province. 

Five fungal genera were isolated and identified from: Baher Al-Najaf, Al-Hasaweya, 

Al-Barakia, Al-Haiderya, Khan Al-Rube', Al-Mushkhab, Al-Abbassia and extension 

farm in Kufa/Al-Najaf for spring 2013.  

 The results of the polymerase chain reaction (PCR) by using a pair primers 

specialist for P.aphanidermatum and analyze the results of immigration electric using 

agarose concentration of 1.5% the appearance of bands of isolates A, B, C, D, E, F, G, 

H, I, J, K, L which ensure the identification of P.aphanidermatum . It turns out the 

result of the migration to the electric gel Agarose that all primers have interacted with 

isolates of P. aphanidermatum and succeeded each primers to identify all isolates 

where appeared polymorphic band and 100% with all of the isolates. Random 

Amplified Polymorphic DNA (RAPD) adopted to identify the fingerprint DNA of 

twelve isolates of P. aphanidermatum having been exposing DNA to four primers 

(P1, P2, P3 and P4) was able to produce a number of bands reached to 131 where 

recorded 18, 32, 40 and 41 bands in P1, P2, P3 and P4 primers respectively.  

 

Keyword : Pythium aphanidermatum , polymerase chain reaction (PCR) , primers 

 

* Part of PhD dissertation of the first author. 
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لوم ق معل

إلممى  Pythium Pringshيعممود ال  ممر  

صممممش  Kingdom : Straminpilaمملكممممة 

 Pythialesريبة  Oomycetesال  ريات البيفية 

(   ويفمم :م ا الجمن  33و Pythiaceae  9عاللة 

 11منتصممرة فممي أ حممال العممالم     مموط 311اكثممر ممم  

(. ويوجممد ا ممواط :مم ا ال  ممر أممما مترممممة فممي 16و

التممرم او مال ممات ا  سممجة الميتممة أو الميمما  وكمم ل  

يوجممممد كمت  ممممل علممممى ماتلممممش النبايممممات الماليممممة 

وا رضية وال حالب المالية وال  ريمات وال نريمات 

( . ويعممممد اعممممض ا ممممواط ال  ممممر 01والرفنريممممات  

Pythium   مممم  المسممممببات المهممممة لمممممر  يع مممم

موت البمادرات حيمث ا مص ي مب العديمد مم  الب ور و

 (.1المحاصيل المهمة  

إن الا الو الم هرية والمجهرية  :مي  

إ  أن    Pythiumأةممماس يصمممايو أ مممواط ال  مممر 

:   ال رالا التصاي ية أصبح  غيمر كافيمة مما لمم 

يكممم  مدعوممممة امممال رالا الجزيميمممة المعتممممدة علمممى 

خ وصمما فممي ال  ريممات  DNAالحممامض النممووي 

ذات الأ:ميممة الكبيممرة إذ إن  تالجهمما دقينممة و  يتمم فر 

(   ويعمممممممد يننيمممممممة 30و 10امممممممالتليرات البيميمممممممة  

Polymerase Chain Reaction) PCR )

م  أ:م  P.aphanidermatumللكصش ع  ال  ر 

خ فمممي التصمممايو وذلممم   الت بينمممات المعتممممدة حاليممما

ات والأوةمما  للتلمماير العممالي لهمم ا ال  ممر فممي البيممم

يسمتادم فمي   RAPD-PCRالماتل ة  كما إن يننية 

يعريممش ويوصمميش الأ ممواط والسممر ت والتراكيممب 

الااصمة اال  ريمات الممرضممة للنبمات فممةن يننيمة المم  

RAPD   يصمممكل إمكا يمممة اعجاامممة عممم  الكثيمممر مممم

التسممما  ت المتعلنمممة اا مممو  العالمممل والمن نمممة 

ت   ودراةممة الجلرافيممة والنممدرة اعمراضممية للعممز 

احتماليمممة وجمممود يباينمممات ورافيمممة فمممي جمممن  معمممي  

ااةممممتادام اادلممممات عصمممموالية فممممي ي اعممممل التكبيممممر 

 ( .32و  15و 01و  4و RAPD  2العصوالي 

ل ل  يمحورت الدراةة فمي عمزت ويصمايو ال  مر 

P.aphanidermatum  المتواجمد فممي يمرم اعممض

الحنممموت الزراعيمممة فمممي محاف مممة النجمممش ا شمممر  

 .  PCR رينة ويصاي ها ااةتادام 

لوم او ل طروئقلومل لل

. اختيمممار المنممما ا المصممممولة االمس ممم   الميمممدا ي 0

 لمحاف ة النجش ا شر  ر  .Pythium spلل  ر 

يم اختيار عدة منا ا متنوعة في محاف مة  

النجممش ا شممر   و:ممي منمما ا  راعيممة ومسممتمرة 

ازراعمممة المحاصممميل والافمممر المتنوعمممة ال مممي ية 

 (. 0والصتوية   والمنا ا كما موضحة االجدوت  

ممممم   P. aphanidermatum. عمممزت ال  مممر 3

 المنا ا المدروةة ر 

اةمممتعمل  فممممار الايمممار كوةممم   بيعمممي  

 2عممز ت  نيممة لل  ممر   يممم عمممل  للح مموت علممى

 جمممممممممممممممممرو  فمممممممممممممممممي الثممممممممممممممممممرة اعمممممممممممممممممما 

ةم اواة ة مصر  معنمم االلهمب لكمل ممرة    2 – 3

وأخ  جزل مم  عينمة الترامة احمدود   مش غمرام أو 

متبنيممات  باييممة ووضممع داخممل الصمما فممي الثمممرة فممم 

وضمممع  الثممممار داخمممل أكيممماس مممم  البمممولي افيلمممي  

 المعنمممة ووضممع  فممي الحاضممنة فممي درجممة حممرارة

35±3º أيام ظهر  مو ف ري على ةم    2م   واعد

الثمرة . يم اخ  عينة م  اللزت ال  ري النامي على 

فمممار الايممار و نلهمما الممى ا بمماق اتممري حاويممة علممى 

. شا مم  العممز ت التااعممة  PSAالوةمم  اللمم الي 

لل  مر المعزولمة فمي :مم   الدراةمة امسماعدة ا ةممتاذ 

ى ال مم ات الممدكتور مجيممد متعممب ديمموان اعتمممادا علمم

 ( .Plaats-Niterink  01الت ني ية الواردة في 
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 ( المنا ا الزراعية المصمولة االمس  و وط المح وت المزروعة فيها0جدوت  

 pH EC المحاصيل التي يزرط فيها المن نة ت

0 

 يرم رملية

 الحيدرية 

  خان النو( 

 9.99 5.1   ااذ جان   ا ل   كرف    ريحان   كراث   ما ة

 9.25 9.1 كرف    ريحان   كراث   اندو    خان الراع  3

2 

 رمليةيراة مزيجية 

 الصوا ي 

  احر النجش(

 9.39 5.2 كرف    ريحان   فجل   رشاد   كراث

 5.52 9.1 كرف    فجل   ةلا   ريحان  الكوفة قرم البراكية  9

5 

  ينية

 0.19 9.3 شلب   شعير   حن ة  المصاام 

 0.12 9.9 شلب   شعير   حن ة العباةية  9

 9.1 5.1 كرف    ريحان   رشاد  الحساوية  مزيجية 1

 رملية  1

 المزرعة ا رشادية /

 الكوفة

 5.22 5.1 ااذ جان   خيار    ما ة 
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 .Pيعزيمممممممممممز يصمممممممممممايو ال  مممممممممممر . 2

aphanidermatum  ااةتعمات يننية ي اعل البلمرة

 Polymerase chain reactionالتسلسممملي 

(PCR) 

يمم ين يم  :م   الدراةمة فمي ماتبمر التنا مات  

الحيويممة فممي قسممم الثممروة الحيوا يممة/ كليممة الزراعممة/ 

 جامعة الناةم الافرال . 

 DNA.  رينة اةتار  9

عزلمممممممة مممممممم  ال  مممممممر  03يمممممممم يننيمممممممة  

P.aphanidermatum  وذلمم  اتنميتهمما فممي أ بمماق

أيمام    1. لممدة P.D.Aاتري يحوي الوة  اللم الي 

قص   مستعمرات ال  ر ااةتادام ش رة معنمة مم  

 511 -011دون أخ  أي كمية م  الأكمار واخم  مم  

مللم غمزت ف مري   وضمع  فمي أ اايمب ما  مة 

يحمم  ظممرو   Eppendrof tubeلهمم ا اللممر  

 معنمة . 

 91المجمممدة لمممدة  وضممع  العممز ت فممي 

  يممم :ممرس  3± م 33º-ةمماعة عنممد درجممة حممرارة 

 micro pestleالعينات في داخل الأ اايب اوةما ة 

( . واةممتعمل  عممدة ا ةممتار  0دقممالا   5لمممدة 

 BioBasic)لالمجهمممممممممزة مممممممممم  شمممممممممركة

Incorporation/Korea)  و:ممي عممدة متا  ممة

 م  ال  ريات.  genomic DNAلعزت 

 PCRالمحاليل والمواد المستعملة في يننية . 5

مجهز م  شركة  TE bufferمحلوت  .0

Promega  . الأمريكية 

المبينممممة يتااعهمممما فممممي  primersالبادلممممات  .3

 . Bioneer( والمجهزة م  شركة 3الجدوت  

9 .Ladder  المسممممممتادم فممممممي الدراةممممممةMarker 

DNA 

مممممزدو   DNAق عممممة  02ممممم   Ladderيتكممممون 

( مممم  شمممركة bp  اقاعمممد ا وجممم 51الامممي  احجمممم 

Promega/USA  . 

. المحاليممل والمممواد المسممتعملة فممي عمليممة الترحيممل 1

 الكهراالي 

 Electrophoresisيممم اجممرال الترحيممل الكهراممالي 

خ لممممممما ذكممممممر   ااةممممممتعمات :ممممممرم ا كممممممارو  وفنمممممما

Sambrook   و04وآخممممممممممممرون )Sambrook  و

Russell  31 ) للكصممش عمم   مموايمPCR  المممواد  

 ة رالمستعمل

مجهممز ممم  شممركة  TBE solutionمحلمموت  .0

Promega الأمريكية 

 Norgenممم  شممركة  Agaroseا كممارو   .3

Biotechnology   

2. Ladder DNA bp 51  مجهممممز ممممم  شممممركة

Promega 

 .P. التمييممممممممز اممممممممي  عممممممممز ت ال  ممممممممر 1

aphanidermatum  ا رينمممممممةRandom 

Amplified Polymorphic DNA (RAPD) 

المستعملة في يصمايو ال  مر   بن  العمليات ذايها

P.aphanidermatum  للتمييمممممز امممممي  العمممممز ت

ممممممع اعمممممض التلييمممممرات . فنمممممد  RAPDا رينمممممة 

 ( 9اةتعمل  اادلات عصوالية موضحة في الجدوت  

 TBEملممح حممو  الترحيممل الكهراممالي امحلمموت 

solution  االمممممال المن ممممر حتممممى 01الما ممممش %

ملم را  الن ب السالب قمرم  2غُ يَ الهرم امندار 

 11ح ر الهرم وصل التيمار الكهرامالي علمى درجمة 

volt  لمممدة ةمماعة .  نممل الهممرم إلممى وحممدة الت مموير

 -.U.Vعلمممممممى الأشمممممممعة فممممممموق البن سمممممممجية 

transilluminator   لمرح ممة الحممزم النايجممة ممم

ةما ة الكماميرا المحمولمة صورت او DNAيرحيل 

 فوق وحدة الأشعة فوق البن سجية .
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(لومبروي روتلوم  تل لعللإثب تلتشخ صلومفطرل5ج   ل) P .aphanidermatum 

 P.a البادلان Nucleotide Sequence النايم

163 bp 5'CTGTTCTTTCCTTGAGGTG 3' Forward Specific primers 

5'GCGCGTTGTTCACAATAAATTGC 3' Reverse 

 

 . PCRفي جها   P.aphanidermatum( لت كيد يصايو ال  ر 2ادخل البر امم الموض  في الجدوت  

 P.aphanidermatumتشخ صلومفطرل(لومبرن مجلوم  تل للليلتأك  ل3ج   ل)

 عدد الدورات المرحلة الدرجة الحرارية المدة

3min 45 ºم Initial Denaturation 1 cycle 

1 min 45 ºم Denaturation 

35 cycles 1 min 91ºم Annealing 

2 min 13 ºم Extension 

10 min 13 ºم Final Extension 1 cycle 

 

م º 45دقالا عند درجة حرارة  5اعد إدخات البر امم أع ي الجها  يحفي  لمدة  (  Asano  2حسب ما ذكر  
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ل(RAPD)(لومب  ئ تلوملشاوئ علوم  تل لعلليل4ج   ل)

Nucleotide Sequence رمز البادر 

5'- GGGCGCCTAG -3' P1 

5'- CACGGCGAGT- 3' P2 

5'- CGCGTTCCTG - 3' P3 

5' - AAGCCTCGTC -3' P4 

 

 .  PCR( في جها  5وادخل البر امم الموصو  في الجدوت   (5 يم حل البادلات حسب ما ذكر في ال نرة 

 

ل(8)لKumarح بلومطريقعلوم اصالعلمنلقبلللRAPD طريقعللPythium aphanidermatum(لومبرن مجلوم  تل للملت    ل  نل   تلومفطرل2ج   ل)

 عدد الدورات اللر  م  العملية  الدرجة الحرارية الوق 

4 min 49 ºم Initial Denaturation 1 cycle 

1 min 49 ºم Denaturation 

30 cycles 2 min 34 ºم Annealing 

2 min 13 ºم Extension  

1 min 13 ºم Final Extention 1 cycle 
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لومنت ئجل وم ن قشعل

 Polymerase Chain. ي اعل البلمرة المتسلسل 0

Reaction  PCR ) 

عزلممممة لل  ممممر  03يممممم اختيممممار   

P.aphanidermatum   اعممد يصاي ممها م هريمما خ

و:   العز ت يمثل منا ا الدراةة الثما يمة و:مي ر 

(  J and K(  الحسماوية  C and Gاحمر النجمش  

(  خان D and L(  الحيدرية  F and Hالبراكية  

( Bالعباةمممممممممية  (  A(  المصمممممممماام  Eالراممممممممع  

 (.  I  وا رشادية

أظهممرت  تممالم ي اعممل البلمممرة المتسلسممل ااةممتادام 

 و  البادلممممممممممممممممات المتا ممممممممممممممممو لل  ممممممممممممممممر 

P.aphanidermatum  ويحليمممممل  مممممايم الهجمممممرة

 %0.5الكهرااليمممة ااةمممتعمات ا جمممارو  اتركيمممز 

   A   B   C   D   E   Fظهور حمزم للعمز ت  

G   H   I   J   K   Lيو ( التمممممي يدكمممممد يصممممما

( إذ 0صمممممممورة   P.aphanidermatumال  مممممممر 

و: ا :مو الحجمم المتوقمع الم ي bp 092كا   احجم 

لل  ممر  DNAينتجممص :مم ا الممزو  ممم  البادلممات مممع 

P.aphanidermatum . 

 

 

Ladder   A           B          C          D           E           F          G           H          I           J           K           L  

لعز ت لل  ر  (  ايم الترحيل الكهراالي على :رم ا كارو 1صورة   P.aphanidermatum  

(A   B   C   D   E   F   G   H   I   J   K   L)  
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يوصممل اليممص كثيممر ممم  ان :مم   النتيجممة مت نممة مممع ممما 

 البمممماحثي  ممممم  يا ممممو البادلممممات حيممممث صمممممم

امممادر فمممي يكبيمممر لمن نمممة ( 33وآخمممرون  Wang 

Internal Transcribed Spacer   ITS1 و:ي )

rDNAالمن نة الداخلية لم    موط مم  ال  مر  29لم   

Pythium واختبمممر يا مممو :ممم   البادلمممات فمممي .

ITS2المن نتممممممممممي   أو   ITS4 فممممممممممي   Forward 

Reverseو حيمممث ح مممل البممماحثون علمممى خمممم   

ا مممواط متا  مممة مممم  البادلمممات أمممما البنيمممة كا ممم  

Pythiumمتباينممة فممي يا  ممها   ممواط  وح ممل  

علممممممممممممممى كصممممممممممممممش متا ممممممممممممممو لل  ممممممممممممممر 

P.aphanidermatum   .  

( ان 3111وآخمممممممرون   Alsaadiووجمممممممد          

قد يم عزلص م  كل  P. aphanidermatumال  ر 

فممي عمممان  اقعمممو 02مواقممع دراةممتص البممال  عممدد:ا 

عزلمممة  41% مممم  مجمممموط 19حيمممث شمممكل  سمممبة 

Pythium  اينمممما شمممكلر ال  مممر  P. spinosum 

وان جميع عمز ت ال  مر مواقع.  1% م  33 سبة 

P. aphanidermatum  كا مممم  متصممممااهة قممممد

. وح ممل  PCR% عنممد يصاي ممها اواةمم ة 011

Lodhi  12 اممممي  011-44( ان :نمممماا ي ممممااا %

عنممممد  P. aphanidermatumعممممز ت ال  ممممر 

منار تهممما ممممع العزلمممة الموجمممودة فمممي البنممم  الجينمممي 

 .  ITS 1 and 2ااةتادام اادلات لمن نتي 

. التفممماعش العصممموالي متعمممدد الأشمممكات لعمممز ت 3

ااةمممتعمات اادلمممات  P.aphanidermatumال  مممر 

 Random Amplifiedعصمممممممموالية 

Polymorphic DNA (RAPD)  

الكهراممممالي لهممممرم  ايفممم  ممممم   ممممايم الترحيمممل     

أن جميع البادلات قمد ي اعلم  ممع عمز ت ا كارو  

P. aphanidermatum  و جمم  كممل اممادر ورافممي

 الن معاي  جميمع العمز ت حيمث ظهمرت  في التمييز

وانسمممبة  Polymorphic bandمتعممددة الأشممكات 

أعتممممممدت يننيمممممة ممممممع جميمممممع العمممممز ت . % 011

مدشممممرات التفمممماعش العصمممموالي متعممممدد الأشممممكات 

 RAPD  لسلسممممملة الحمممممامض النمممممووي مننمممممو )

 فنمممي  DNAلتحديمممد ا ممممة  DNAالأوكسمممجي  

 P. aphanidermatumعصر عمز ت مم  النموط 

إلممى اراممع اادلممات التفمماعش  DNAإذ يممم يعممريض 

حيث يمكن   P4و  P3و  P2و  P1العصوالي و:ي 

حزمة وقد ةجل   020م  إ تا  عدد م  الحزم ال  

 P2و  P1للبادلممماتاالنسمممبة  RAPD تمممالم يحليمممل 

ااععتممماد علممى وجممود الحممزم أو غيااهمما  P4و P3و

 وأعداد:ا وأو ا ها الجزيمية وكا   االصكل التالي ر

  P1البادر الورافي الأوت  3-0

الممم  عمممدد الحمممزم النايجمممة مممم  الترحيمممل  

الكهراالي لهرم ا كارو  عند اريبما  البمادر الأوت 

   A   B   C   D   E   F العمممز ت  DNAممممع 

G   H   I   J   K   L) 01   حزمممة يو عمم  اممي

و  Bو  Aعدم اريبما  البمادر ممع كمل مم  العمز ت 

C  وD  وF  وK  وحزمممة واحممدة للعممز تL وJ  و

I  وأراع حمزم للعزلمةE  و خمم  حمزم للعزلمةH  و

. فيممما يممراو  الممو ن الجزيمممي  Gةممتة حممزم للعزلممة 

 bp 359.113للحممزم النايجممة ممم  :مم ا البممادر اممي  

 Eعالممممد للعزلممممة  bp 149.999و  Iعالممممد للعزلممممة 

 ( . 9( و الجدوت  3الموض  في ال ورة  
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لP.aphanidermatum   تلومفطرللDNAمـلللRAPD(لن تجلتف  للومـ5)لصا ة

لladderل=لMلم لومل  تلح ثلأنلP1  ستخ و لومب  ئلوما وثيل

 

( :ناا اختر  واض  اي  الأو ان الجزيمية لجميع الحزم النايجة م  اريبا  البمادر 9 جد م  الجدوت   

 .  P.aphanidermatumالأوت مع عز ت ال  ر 

 

يمم ينييمهما عم   إن العرقمات امي  العمز ت 

 ريمما يحليممل مجموعممة ممم  البيا ممات اةممتنادا إلممى 

( حيمممث يمممم إ صمممال 0م ممم وفة التصمممااص فمممي شمممكل  

Dendrogram  اواةمممم ة  ممممرق يحليممممل يسممممتعمل

ااعةممتعا ة  UV. I Band soft wareار ممامم 

( واةممتنادا إلممى النتممالم UPGMAامعادلممة النيمماس  

ن التي ح ل عليهما مم  ي بيما البمادر الأوت وجمد أ

جميمممع العمممز ت ممكممم  وضمممعها اممم راع مجممماميع ر 

إذ اللممم   Jو   Iالمجموعمممة الأولمممى يمثمممل العمممزلتي  

%   والمجموعمممة الثا يمممة 011 سممبة التصمممااص اينهمممما 

حيمممث كا مم   سممبة التصمممااص  Hو  Gيمثممل العممزلتي  

%   والمجموعممممة الثالثممممة يمثممممل درجممممة 41اينهممممما 

قد الل  مع المجموعة الثا ية و Eالتصااص اي  العزلة 

%   والمجموعة الرااعة يمثل درجة التصااص امي  15

 % . 91والمجموعة الثالثة والتي الل   Lالعزلة 

 P2البادر الورافي الثا ي  3-3

الممم  عمممدد الحمممزم النايجمممة مممم  الترحيمممل  

الكهراالي علمى :مرم ا كمارو  عنمد اريبما  البمادر 

 A   B   C   D   E للعممز ت  DNAالثمما ي مممع 

  F   G   H   I   J   K   L) 23   حزمة يو ع

وحزمة  Kو  Aاي  عدم اريبا  البادر مع العزلتي  

 Jو  Lو حزمتان لكل م  العز ت  Dواحدة للعزلة 

 Gوأراع حزم للعزلمة  Fوفرث حزم للعزلة  Bو Iو

وةمم  حممزم للعزلممة  Cو  Hوخممم  حممزم للعممزلتي  

E  فيممما يممراو  الممو ن الجزيمممي للحممزم النايجممة ممم  

 Hو  Eعالمد للعمزلتي   bp 933.20: ا البادر اي  

الموضممممم  فمممممي  Cعالمممممد للعزلمممممة  bp 413.19و 

 ( .1( و الجدوت  2ال ورة  
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لP1 ومن تجعلمنلوستل   لومب  ئللP.aphanidermatumمل  تلومفطرللDNA(لأ زونلومح  ل)ز جلق   ي(لملح مضلومنا يل6ج   ل)

A B C D E F G H I J K L M 

    796.664  792.212 793.326     800 

    773.159  773.159 774.289    775.418  

    744.204  736.99 734.557      

    704.018  695.513 696.597     700 

            600 

            500 

      482.857 477.205      

            450 

      395.034      400 

            350 

            300 

        254.802 259.666   250 

            200 

            150 

            100 

            50 
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 P1ااةتعمات البادر الأوت  P.aphanidermatum( درجة التصااص الورافي اي  عز ت ال  ر 0شكل  

 

 

 (  ايم الترحيل الكهراالي لهرم ا كارو  عند ي بيا البادر الثا ي2صورة  
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لP2 ومن تجعلمنلوستل   لومب  ئللP.aphanidermatumمل  تلومفطرللDNA(لو  زونلومج يئ علملح  ل)ز جلق   ي(لملح مضلومنا يل7ج   ل)

Lane 

A Lane   B Lane   C Lane   D 

Lane 

E 

Lane 

F Lane   G Lane   H Lane   I Lane   J Lane   K Lane   L Lane   M 

  982.86 978.88        973.91  

            901.47 

            857.36 

    812.94        812.94 

            785.32 

    758.01   767.54     753.22 

 731.67   726.89   731.67     722.33 

             

  713.77   700.58       700.78 

            682.47 

      664.23      664.23 

  655.17  641.68        641.62 

      623.02 605.41    610.32 623.02 

  570.11    578.19      578.19 

 529.76        547.21    

  502.22  493.54 502.31   507.48 511.14    

     448.64 466.43 471.26      

    422.31   422.31 417.45    404.81 
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( المتح مممل 3اينممم  النتمممالم فمممي الصمممكل   

حسمممممب ار مممممامم  P2عليهممممما مممممم  البمممممادر الثممممما ي 

 UPGMA حيث أمك  وضع عمز ت ال  مر فمي )

 Bفمان مجاميعر المجموعة الأولى يمثل  امالعزلتي  

%   المجموعمة 31والل   سبة التصااص اينهمما  Hو 

والل   سمبة التصمااص  Eو  Cالثا ية يمثل  االعزلتي  

 F%   المجموعممة الثالثممة يمثلمم  االعزلممة 55اينهممما

% 51والمجموعة الثا ية والل   سبة التصااص اينهما 

والمجموعممة  G  المجموعممة الرااعممة يمثلمم  االعزلممة 

%   المجموعة 99الثالثة والل   سبة التصااص اينهما 

واللممم   سمممبة  Lو  Dالاامسمممة يمثلممم  امممالعزلتي  

ة يمثلمم  %   المجموعممة السادةمم91التصممااص اينهممما 

االمجموعتي  الرااعة والاامسة والل   سبة التصمااص 

 I%   المجموعة السااعة يمثل  االعزلتي  21اينهما 

%   المجموعممة 51وكا م   سممبة التصممااص اينهممما  Jو 

الثامنممممة يمثلمممم  اممممالمجموعتي  السادةممممة والسممممااعة 

 % .34والل   سبة التصااص اينهما 

 

 P2عند اةتعمات البادر الثا ي  P.aphanidermatum( درجة التصااص الورافي اي  عز ت ال  ر 3شكل  

 

 P3البادر الورافي الثالث  3-2

عند اةتعمات البادر الثالث ال  عدد الحمزم  

حزممممة يو عممم  امممي  عمممدم اريبممما  البمممادر ممممع  91

   Jممممة واحمممدة للعزلمممة وحز Kو  Fو  Aالعمممز ت 

 Iو  H  فمممرث حمممزم للعمممزلتي   Lحزمتمممان للعزلمممة 

   B  وخممم  حممزم للعزلممة  Dوأراممع حممزم للعزلممة 

 E  وفمان حزم للعزلة  Gو  Cوةبع حزم للعزلتي  

 bp 251.19  يممراو  الممو ن الجزيمممي للحممزم اممي  

 Gعالممممد للعزلممممة  bp 142.19و  Cعالممممد للعزلممممة 

 (. 1( وجدوت  9صورة  
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 (  ايم الترحيل الكهراالي لهرم ا كارو  عند ي بيا البادر الثالث9صورة  

( ويحليممل النتممالم المتح مممل 2ايفمم  ممم  الصممكل  

عليهمما ممم  اةممتعمات البممادر الثالممث اواةمم ة  ممرق 

 UV. I Band soft wareيحليمل يسمتعمل ار مامم 

( حيث أمكم  UPGMAااعةتعا ة امعادلة النياس  

وضممع عممز ت ال  ممر فممي خممم  مجمماميع رليسممة ر 

واللمم   Cو  Bالمجموعممة الأولممى يمثلمم  اممالعزلتي  

%   المجموعة الثا ية يمثلم  91 سبة التصااص اينهما 

 %  51والل   سبة التصااص اينهما  Gو  Eاالعزلتي  

والل   Lو  H  والمجموعة الثالثة يمثل  االعزلتي  

%   والمجموعمممة الرااعمممة 11 سمممبة التصمممااص اينهمممما

واللم   سمبة التصمااص اينهمما  Iو  Dيمثل  امالعزلتي  

 J%   والمجموعممممممة الاامسممممممة اممممممي  العزلممممممة 11

والمجموعمممة الرااعمممة واللممم   سمممبة التصمممااص اينهمممما 

ة ا ولمى %   وكا    سبة التصااص امي  المجموعم93

%   وامممي  المجموعمممة الثا يمممة والثالثمممة 22والثا يمممة 

%   والمجموعممة الاامسممة مممع المجمماميع السمماانة 92

 % كما موض  في الصكل .5

 P4البادر الورافي الرااع  3-9

عند اةتعمات البادر الرااع ال  عدد الحمزم  

 90النايجة م  اريبا  : ا البادر مع عز ت ال  مر 

م اريبا  البمادر ممع العمز ت حزمة يو ع  اي  عد

A  وB  وF  وI  وK  وحزمممممة واحممممدة للعزلممممةL  

   D  وأرامممع حمممزم للعزلمممة Jفمممرث حمممزم للعزلمممة 

   H  وفمممان حممزم للعزلممة  Eوخممم  حممزم للعزلممة 

حزممة للعزلمة  ة  واحدى عصر Cويسع حزم للعزلة 

G   209.91  يراو  الو ن الجزيمي للحزم اي bp 

 Hعالممممد للعزلممممة  bp 735.63و  Eعالممممد للعزلممممة 

 ( . 4( جدوت  5صورة  

( ويحليمممل النتمممالم 9ايفممم  مممم  الصمممكل   

المتح ل عليها م  اةتعمات البادر الراامع اواةم ة 

 UV. I Band ممرق يحليممل يسممتعمل ار ممامم 

software  ااعةممممممممممممتعا ة امعادلممممممممممممة النيمممممممممممماس

 UPGMAال  مر فمي  ( حيث أمك  وضع عمز ت

خممم  مجمماميع رليسممة ر المجموعممة الأولممى يمثلمم  

% 95والل   سبة التصااص اينهمما  Hو  Gاالعزلتي  

والمجموعمة  C  المجموعة الثا ية يمثلم  امالعزلتي  

%   91ا ولمممممى واللممممم   سمممممبة التصمممممااص اينهمممممما 

والمجموعمممة  Jوالمجموعمممة الثالثمممة يمثلممم  االعزلمممة 

%   51نهممممممما الثا يممممممة واللمممممم   سممممممبة التصممممممااص اي
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 P3والنايجة م  اةتعمات البادر  P.aphanidermatumلعز ت ال  ر  DNA( ا و ان الجزيمية للحزم   و  قاعدي( للحامض النووي 1جدوت  

Lane 

A Lane   B Lane   C Lane   D Lane   E Lane   F Lane   G Lane   H Lane   I Lane   J Lane   K Lane   L Lane   M 

                        964.24 

                        911.25 

                        865.33 

                        827.06 

            793.86 791.77         803.66 

    736.45                   753.19 

        714.53   716.83           718.21 

    686.13       692.34   692.31       692.71 

  670.23   676.32     660.43           664.42 

  640.21 652.81                   636.18 

  622.53     614.61   610.21 628.2       624.14   

  590.41     588.22   584.68           600.32 

  571.33 565.38                     

    521.62 513.45 535.01                 

    501.61             501.17       

    475.72   487.63   487.63 458.81       477.03   

      461.29         467.21         

        437.51               435.16 

      400.21 400.21       406.14         

    350.04                     
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 P3عند اةتعمات البادر الثالث  P.aphanidermatum( درجة التصااص الورافي اي  عز ت ال  ر 2شكل  

 

 

 

 عند ي بيا البادر الرااع (  ايم الترحيل الكهراالي لهرم ا كارو 5صورة  
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 P3والنايجة م  اةتعمات البادر  P.aphanidermatumلعز ت ال  ر  DNA( ا و ان الجزيمية للحزم   و  قاعدي( للحامض النووي 4جدوت  

Lane   A Lane   B Lane   C Lane   D Lane   E Lane   F Lane   G Lane   H Lane   I Lane   J Lane   K Lane   L Lane   M 

                        926.66 

                        871.39 

                        836.58 

                        796.36 

                        758.48 

            735.18 735.63         730.11 

                        701.38 

    682.36       675.48 679.27         682.23 

                        664.82 

                        645.46 

      633.24                 622.65 

    597.69       611.37     595.67       

    565.48       571.59             

            550.39 548.41         554.36 

    527.18                 514.43   

    497.82 491.53       510.6           

    478.54 469.23 480.16   480.16     480.16       

    448.23   446.91   442.64 456.27           

    418.15       423.44 425.62   423.34       

      397.54 399.76   397.12 389.4         399.11 

    357.21         367.69           

        344.56   344.61             

        316.68   327.32             



 
 
 
 
 

.                                5102وملةةةةةةةةةةة  لو   للللللللللللللللللمجلةةةةةةةةةةةعلوم الةةةةةةةةةةةعلملللةةةةةةةةةةةا لوم  و  ةةةةةةةةةةةعلوم جلةةةةةةةةةةة لوم ةةةةةةةةةةة   ل
                                            . 

003 

 

 

 

 عز ت ال  ر  DNAالمستعملة في يرحيل  ( يبي  قيم اللدر9صورة  

P. aphanidermatum 
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 P4عند اةتعمات البادر الرااع  P.aphanidermatum( درجة التصااص الورافي اي  عز ت ال  ر 9شكل  

 

واللم   Eو  Dوالمجموعة الرااعة يمثل  االعزلتي  

%   والمجموعممة الاامسممة 51 سممبة التصممااص اينهممما 

والمجاميع الساانة والل   سبة التصااص  Lاي  العزلة 

%   وكا م   سمبة التصمااص امي  المجموعمة 31اينهما 

 %   كما موض  في الصكل .21الرااعة والثالثة 

اشارت النتمالم ان البمادر ا وت لمم يمريب   

والبممممممادر  Kو  Fو  Dو  Cو  Bو  Aاممممممالعز ت 

والبادر الثالث لمم  Kو  Aالثا ي لم يريب  االعزلتي  

والبمممادر الراامممع لمممم  Kو  Fو  Aيمممريب  امممالعز ت 

  وقممد وجممد  Kو  Iو  Fو  Bو  Aيممريب  اممالعز ت 

لممم يريب مما امماي ممم  البادلممات  Kو  Aأن العممزلتي  

 المستعملة في الدراةة . 

أفبت   تالم التحليمل الجزيممي وجمود يبماي   

 P.aphanidermatumورافي اي  عز ت ال  مر 

وأن :ممم ا التبممماي  امممي  العمممز ت يمممدت علمممى وجمممود 

اخترفات حنينية على المستوى الجيني اي  العز ت 

  وأيفا يدت على أن التنوط الكبير ياتلش ااختر  

العالمممل المعمممزوت منمممص وال مممرو  البيميمممة والموقمممع 

 الجلرافي .

( وضممع P2وجممد كمم ل  أن البممادر الثمما ي   

و  P3و  P1العممز ت فمممي فمممان مجممماميع اامممر   

P4 التمممي كا ممم   ارامممع و خمممم  و خمممم ( علمممى )

عنممد  P2التمموالي مممما يصممير إلممى أففمملية إةممتعمات 

 P.aphanidermatumالتمييز اي  عز ت ال  ر 

 . 

يبممماي   (Klemsdal  9و Herreroوجمممد  

عزلة م  ال  ر  31ورافي قليل في عينة مكو ة م  

P. aphanidermatum  مم  يسمعة دوت ااةمتادام

وكمممم ل   RAPDفرفممممة اادلممممات ااةممممتادام يننيممممة 

Garzón  5 عزلة  35( ال ي  وجدوا يباي  قليل في

 .  AFLPااةادام يننية  Pythiumم  ال  ر 

وآخممرون  Zadehوكممما جممال عنممد دراةممة  

 .Pعزلمممممة مممممم  ال  مممممر  09يو ( لتصممممما32 

aphanidermatum  جمعمم  ممم  منمما ا ماتل ممة

لصممايو  RAPDاةممتادم  فيهمما يننيممة ممم  ايممران 
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ال  ر ع  ااقي العز ت ال  ريمة ااةمتادام امادلات 

OPB-08   OPA-15 وOPA-03  32 . ) 

يمكنمما ممم  يوصمميش  RAPDو PCRإن ي ماعلي المم  

 P.ultimumو P. aphanidermatumال  مري  

خ :ممم   التننيمممة يسمممتادم ( 32و 30و 15و 10  وأيفممما

في يعريش ويوصيش الأ واط والسر ت والتراكيب 

الااصة اال  ريات الممرضمة للنبمات وفمي حالمة الم  

P. aphanidermatum   فممةن يننيممة الممRAPD 

يصكل إمكا ية اعجااة ع  العديد م  الأةملة المتعلنة 

 اا ممممو  العالممممل والمن نممممة الجلرافيممممة والنممممدرة

اعمراضممية للعممز ت   ويممم دراةممة احتماليممة وجممود 

عمم   ريمما  Pythiumيباينممات ورافيممة فممي جممن  

اةممتادام اادلممات عصمموالية عامممة فممي ي اعممل التكبيممر 

 ( . 32و 15و 01و 9و RAPD  3العصوالي 

( :ممو الأةمملوم PCRان ي اعممل البلمممرة   

الأكثممر أ:ميممة وحساةممية المتمموفر حاليمما للكصممش عمم  

مسممببات الأمممرا  النباييممة . والمم ي يسممم  اتفممايم 

المريممي  ممم  النسممس ممم  يسلسممل الحمممض النممووي 

واةمممت التص فمممي درجمممات حمممرارة ماتل مممة ااةمممتادام 

Oligonucleotide   محمممددةdNTPsو )Taq 

DNA  13 ويم يفايم الحمض النووي وصمور .)

اعممد  agaroseواةمم ة الترحيممل الكهراممالي لهممرم ا

و:مممي  Ethedium bromideي مممبيلص ا مممبلة 

الجزيل ال ي لص الندرة علمى ا ريبما  فمي الحممض 

 DNA(. ان وجمود حمزم مم  14النووي المزدو   

الاا  امالحجم المتوقمع يمدت علمى وجمود المممر  

المسممتهد  فممي العينممة المممراد فح ممها . والتنممدم فممي 

يسمممممم  اسمممممرعة الكصمممممش المممممدقيا  PCRأةممممماليب 

( . وقد حمدد الحجمم المتوقمع 32لمسببات الأمرا   

للحزم النايجة م  خمرت منار تمص انميم اللمدر كمما فمي 

 ( . 9ال ورة  
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