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 المستخلص

 Bulk بوساطة تقانة تحميل انعزال المجاميع DNA متشخيص المبكر لمجنس في نخيل التمر باستخدام بعض تقانات تحميللاجريت الدراسة الحالية  

Segregent Analysis وأستخدام مؤشرات التضاعف العشوائي المتعدد الأشكال لسمسمة الدنا (RAPD) Randomly Amplified 

Polymorphic DNA   ومؤشرات التتابعات المتباينة المضاعفة المنشطرةCleaved Amplified Polymorphic Sequence  
(CAPS)،,وتفاعل البممرة المتسمسل المتشعبNested PCR  . أظيرت بادئات مؤشراتRAPD  المستعممة اختلافاً في إظيار نواتج البممرة، إذ أظير

عينة ( عنيا في Mفي نمط توزيع الحزم في حين أظيرت عشرة بادئات حزماً متباينة شكمياً  لعينة مجموعة الأصناف المذكرة ) تطبقاً شكمياً بادئا  50
 OPD10%.أعطى البادئ 6.54وبنسبة تباين  41عدد الحزم المتباينة منيا  كانحزمة  626كمي الحزم العدد  بمغ(. Fمجموعة الأصناف المؤنثة )

حزمة.  22 الا ( إذ لم يعط  %3.51الأقل كفاءة ) OPE04%(، في حين كان البادئ 18.85حزمة وكان الأعمى كفاءة ) 118أعمى عدد حزم بمغ 
( ولم تظير 85.71% أصناف مؤنثة من مجموع الأصناف السبعة المؤنثة )أي بنسبة  في ست اً قاعدي اً زوج 143ظيرت حزمة متباينة ذات وزن جزيئي 

مستوى مؤشرات  في جميع الأصناف المذكرة، وعد ذلك مؤشراً إيجابياً، وبذلك رشح ىذا البادئ ليكون مؤشراً مميزاً لجنس أصناف نخيل التمر العراقية عمى
RAPD.  مؤشرات أماCAPS  استعممت أنزيمات القطع الثلاثةBcl I وHpa II وRsa I  لقطع نواتج بممرة البادئOPD.10شارت النتائج الى . أ

استخدم  ،زوج قاعدي التي تحتوييا ستة عينات مؤنثة 143قطعت الحزمة ذات الوزن الجزيئي  اذ Bcl Iاستجابة نواتج تفاعل البممرة لمقطع بالانزيم
 أصناف مؤنثة، 6أصناف مذكرة و 5الموجودة في زوج قاعدي  180لقطع نواتج تفاعل البممرة وقطعت الحزمة ذات الوزن الجزيئي   HpaIIأنزيم القطع 

تعد النتائج أعلاه واعده في مجال تمييز  .الأصناف المؤنثة والمذكرةجميع الموجودة في زوج قاعدي  433وكذلك تم قطع الحزمة ذات الوزن الجزيئي 
 الجنس في نخيل التمر عمى المستوى الجزيئي. 

 Phoenix dactylifera ،البلمرة المتشعب، تفاعل RAPD ،CAPSتمييز الجنس،  الكلمات المفتاحية: 
 . ثالثمن أطروحة دكتوراه للباحث ال البحث مستل
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ABSTRACT: 
This study was conducted to investigate the early detection of date palm gender, the current study was conducted 

using some DNA markers technology using Bulk Segregant Analysis (BSA) and three molecular markers 

including Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPDs), and Cleaved Amplified Polymorphic Sequence 

(CAPS) and Nested PCR. Results showed that RAPD primers used cleared different banding pattern. Fifty 

primers showed monomorphic bands while ten showed polymorphic bands for the two balks Males (MB) and 

females (FM). These primers showed 626 total bands in which 41 of them was polymorphic (6.54% 

polymorphism). OPD.10 primer gave the highest number of bands reached 118 bands and was the highest 

efficiency (18.85%). While the primer OPE04 was least efficient (3.51%), giving only 22 bands. A band with 

molecular weight of 143 bp appeared in six females of the total seven female varieties (85.71%) and did not 

appear in all males suggesting a positive marker which could be consider a candidate region for gender in date 

palm. Results of CAPS markers using three restriction enzymes: Bcl I, Hpa II and RsaI to digest the PCR 

products of OPD.10 primer. Results indicated that not all enzymes were useful for cutting DNA of samples. Bcl I 

enzyme cut the band of 143 bp which appeared in six female samples, while Hpa II enzyme cut the band of 180 

bp in five males and six females. The former enzyme had also cut and the band of 433 bp in all female varieties. 

No response was noted when DNA was restricted with enzyme RsaI. The above results consider to be promising 

for gender detection in date palm.    
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 المقدمة

من النباتات المزىرة  .Phoenix dactylifera Lنخيل التمر 
المعمرة دائمة الخضرة أحادية الجنس ثنائية المسكن وحيدة 

جنسياً بالبذور أو  ىايتم إكثار  Monocotyledonالفمقة 
إن (. 2خضرياً بالفسائل أو بزراعة الأنسجة النباتية )

الانخفاض الكبير لأعداد النخيل والإنتاجية للأشجار فضلًا 
العراق  في Biodiversityعن الأضرار بالتنوع الأحيائي 

 Geneticوراثي  تدىور لأمر الذي أدى إلى حدوث ا

erosion  خيل التمر. ولتحقيق قفزة نوعية نمن  لعدة اصناف
في مجال التوسع في زراعة النخيل، ينبغي إيجاد مؤشرات 
وراثية ثابتة ودقيقة ومعتمدة يمكن استخداميا لغرض تحديد 

(. وتشير المصادر الى 3جنس البادرات الناتجة من البذور )
د من الباحثين بمحاولات لتحديد جنس البادرات في عد قيام 

 4)نيا ما كان معتمداً عمى الطرائق التقميدية مرحمة مبكرة م
باستخدام  يمبعض وقام  (01و 8و 7و 6)كما  الخمويةو  (5و

إن التطور السريع الذي (. 00و 3المؤشرات الكيموحيوية )
 Molecular Biologyحصل في مجال عمم الحياة الجزيئية

 Geneticوالنجاحات المستمرة التي حققتيا اليندسة الوراثية  

Engineering  بدءاً من عقد الثمانينيات وما تطور منو
 الطرائق بسرعة في عقد التسعينيات وما بعده قد وفرت 

المناسبـة لمتحمـيل الجـزيئي لممـادة الـوراثية فظيرت مؤشرات 
لذا التي يمكن أن تساعد في تحديد جنس النخيل  DNAالدنا 

م مؤشرات عمد الباحثون إلى استخدام طرائق جديدة باستخدا
 01و 8أكثر دقة وكفاءة توفيراً لمجيد والوقت لتمييز الجنس )

ىذه الدراسة إلى محاولة التشخيص  تيدف(. 03و 02و
 عن طريقالمبكر لجنس البادرات الناتجة من زراعة البذور 

 Bulk Segregentأستخدام تقانة تحميل انعزال المجاميع

Analysis (BSA)  ئية ىي باستخدام ثلاثة مؤشرات جزي
ئي المتعدد الأشكال لسمسمة مؤشرات التضاعف العشوا

 RAPD) Randomly Amplified Polymorphicالدنا

DNA  ) ومؤشرات التتابعات المتباينة المضاعفة
 Cleaved Amplified Polymorphicالمنشطرة

.Sequence (CAPS)    

 المواد وطرائق العمل: 

أبحاث النخيل قسم من التجارب في مختبرات وحدة  نفذ
جامعة بغداد فيما نفذ القسم الآخر  -والتمور في كمية الزراعة

جامعة باليرمو في  -كمية الزراعة -في قسم التقنات الأحيائية
 .إيطاليا

  :جمع العينات النباتية من الأشجار البالغة

إذ  جمعت العينات النباتية من الأشجار الذكرية والأنثوية،
من أشجار الأصناف الذكرية: و  السعفمن  جمعت عينات

غنامي أحمر وغنامي أخضر وخكري كريطمي وخكري 
 سميسمي وخكري عادي ورصاصي وغلامي. وكذلك من

الأصناف الأنثوية: برحي وتبرزل ومكتوم واشرسي وخستاوي 
من محطة البستنة التابعة واسطة عمران وخضراوي، وذلك 

الصنف الذكري زارة الزراعة عدا و  - لدائرة البستنة والغابات
رصاصي الذي أخذت عيناتو من أشجار مزروعة في بستان 

 -ئق في كمية الزراعةالنخيل التابع لقسم البستنة وىندسة الحدا
أخذت العينات من الموقع القريب من قمة رأس  جامعة بغداد

الخالية الغضة و ار الأوراق الحديثة يالنخمة مع مراعاة اخت
من الإصابات المرضية والحشرية. لفت العينات  مظيرياً 

، ووضعت في أكياس  Aluminum foilبرقائق الألمنيوم 
بلاستيكية وحفظت في الثمج، إذ نقمت بيذه الطريقة إلى 
المختبر. غسمت الأوراق بالماء المقطر لتنظيفيا من الأتربة 

 .ثم مسحت بقطن مغمس بالكحول لغرض تعقيميا

عينات الأشجار الذكرية يفو من استخلاص الدنا وتوص
 والأنثوية

من جميع العينات المذكورة  (DNA)عزلت المادة الوراثية 
 عمى طريقة رية والأنثوية في الفقرة السابقةللأصناف الذك

Benito  الدنا قياس عممية توصيف  تضمنت. (15)وآخرون
. استعمل جياز قياس تركيز الدنا تركيزه وتقدير نقاوتو

Nanodrop-spectrophotometer  عمى الطول الموجي و
نانومتر. في حين تم تقدير نقاوة الدنا بحساب النسبة  260

 171و 151الموجيين  بين قراءتي الجياز عمى الطولين
 .نانوميتر

انعزال تقانة تحميل   بوساطةتمييز الجنس في النخيل 
 BSAالمجاميع 

 :الأشكالاستخدام مؤشرات التضاعف العشوائي المتعدد 

خفف محمول مستخمص الدنا من الفقرة السابقة بالماء المقطر 
المعقم وحسب التراكيز المحسوبة لمحصول عمى تركيز قدره 

عينات الدنا بعمل  حضرت نانوغرام لممايكرولتر. 41
تين من دنا العينات ىما مجموعة الأصناف مجموعتين رئيس
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 11المذكرة ومجموعة الأصناف المؤنثة وذلك بخمط 
مايكرولتر من محمول الدنا المستخمص لكل صنف مذكر 
وللأصناف السبعة وكذلك للأصناف المؤنثة السبعة لتكوين 

( Mمجموعة أصناف الذكور بالحرف )ل رمزو  محمولين فقط
حضرت ىذه (. Fولمجموعة أصناف الإناث بالحرف)

إذ  (.16وآخرون ) Williamsى التفاعلات استناداً إل
 ( المنتج من (Master Mix استعمل خميط التفاعل الرئيس

مجيزة من بادئ عشوائي  51. استعمل Bioneerشركة 
القواعد يبين البادئات العشوائية و  1والجدول  يانفسالشركة 

بمزج حضر خميط التفاعل النيائي  .النتروجينية المكونة ليا
. اختير البرنامج المناسب 0جدولكما في  أدناهالمكونات 

إذ تم  والذي اعتمد في جميع التفاعلات التضاعفية اللاحقة.
دقيقة عمى درجة  1: دورة واحدة لمدة وفق البرنامجالتفاعل 
دورة  31 مْ لممسخ الأولي لشريط الدنا، تمييا 83حرارة 

 81تضاعف تتضمن كل دورة دقيقة واحدة عمى درجة حرارة 
مْ لربط  25ودقيقة واحدة عمى درجة حرارة  مْ لمسخ القالب

مْ  61دقيقة عمى درجة حرارة  1البادئات بالدنا القالب و
لاستطالة البادئات المرتبطة مع دورة أخيرة واحدة للاستطالة 

مْ كدورة أخيرة 61دقائق وعمى درجة حرارة لمدة  6لمدة 
وحفظت  3للاستطالة النيائية ثم خفضت درجة الحرارة إلى 

الكيربائي اليلامي لفصل  أستخدم الترحيل ينات بالتبريد.الع
نواتج نواتج تفاعل سمسمة البوليميريز. حضر ىلام الاكاروز 

سم  /فولت 3بقدرة باتجاه القطب الموجب  ورحل 1%بتركيز 
 ص اليلام بوضعو في جياز ذو مصدرساعة فح 2-1وبعد 

نانومتر(  240عند الطول الموجي )فوق البنفسجية لأشعة ل
لرؤية حزم الدنا وصور اليلام باستخدام جياز التصوير 

(Gel documentation system ATTO, Japan.)  

 RAPDمكونات عينات تفاعل  . 1جدول 

 حسبت المعممات الآتية بأخذىا من صورة اليلام:

 عدد الحزم الكمية المنتجة من كل بادئ -أ

وحسبت من  Primer efficiencyكفاءة البادئ %  -ب
 :القانون

    
عدد الحزم الكمية التي أنتجيا البادئ

عدد الحزم الكمية لكل البادئات
  كفاءة البادئ 

 عدد الحزم المتشابية )المتماثمة(  -ج

 عدد الحزم ذات التعدد الشكمي )المتباينة(  -ه

 النسبة المئوية لمتعدد الشكمي وحسبت كالآتي: -د

    النسبة المئوية لمتباين
عدد الحزم ذات التعدد الشكمي المنتجة من البادي

عدد الحزم المنتجةالكمية من البادي
  

 :شخيصية لمبادي وىذه حسبت كالآتيالقوة الت

    القوة التشخيصية لمبادئ 
عدد الحزم ذات التعدد الشكمي المنتجة من البادي

عدد الحزم ذات التعدد الشكمي المنتجة من كل البادئات
  

 قيد الدراسةإيجاد التباينات الجزيئية بين أصناف النخيل 
 RAPDبأستخدام مؤشرات الدنا 

نتخبت البادئات التي أعطت حزماً متباينة مميزة لمجموعة أ
كن باستخدام عينات الدنا ول PCRدون الأخرى ويعاد تفاعل 

نواتج التفاعل  إناث كل عمى انفراد وترحل ذكور وسبع لسبع
% لفصل الحزم الناتجة ويتم 0بتركيز  عمى ىلام الاكاروز

تصبيغ اليلام بصبغة بروميد الاثيديوم ويتم إظيار الحزم 
 Gelباستخدام الأشعة فوق البنفسجية باستخدام جياز 

documentation system   وتصوير اليلام يتم بعدىا عمل
لغياب الحزمة  1و  0 مصفوفة ويرمز لوجود الحزمة بالعدد 

اينة للأصناف، وأستخدم البرنامج الحسوبي لبيان الحزم المتب
Photo capture الجزيئية لمحزم. لحساب الأوزان 

نشطرة استخدام مؤشرات التتابعات المتباينة المضاعفة الم
 (CAPs)لتمييز المبكر لجنس النخيل

الذي أعطى أعمى نسبة للارتباط  OPD10أستُعمل البادئ 
للأصناف الأربعة عشر المذكرة  PCRبالجنس وأجري تفاعل 

والمؤنثة لمحصول عمى ناتج التضاعف. أخذت نواتج 
التضاعف وأضيف إلييا أنزيمات قطع لكل صنف من 

 ةاستخدمت ثلاثالأصناف الأربعة عشر المذكرة والمؤنثة. 
 Hpa IIو Bcl Iوىي  Restriction Enzymeأنزيمات 

أنزيم القطع  .Promegaشركة  جة منالمنت Rsa Iو
Restriction Enzyme Bcl I  ومصدر ىذا الأنزيم ىو

ودرجة الحرارة المثمى لعمل  Bacillus caldolylicusبكتريا 
% من فعاليتو عمى درجة حرارة 41-11مْ ويظير  41الأنزيم 

ومصدر ىذا الأنزيم ىو بكتريا  HpaIIمْ، وأنزيم القطع 26
Haemopilus parainfluenzae  رة المثمى درجة الحراو

 ىذا مصدر Rsa Iمْ، وأنزيم القطع 26لعمل الأنزيم ىي 

 انًكىَبث

حجى انعيُت 

انىاحذة 

 )يبيكزونتز(

 انتزكيش انُهبئي

  12 يبء يقطز

 1X 5 خهيط انتفبعم انزئيس 

 بيكىيىل 10 1 انببدئ

 َبَىغزاو100 2 انذَب انقبنب نهعيُبث

  20 انحجى انُهبئي نهعيُت
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 Rhodopseudomonas Haeroidesالأنزيم ىو بكتريا 
 0 أخذ .مْ 26الحرارة المثمى لعمل الأنزيم حرارة ودرجة 

الذي  PCRمايكرولتر من الدنا الذي تم تضخيمو بجياز 
 0562وأضيف لو  RAPDيمثل نواتج تفاعل مؤشرات 
مايكرولتر من  1لأيوني ولمايكرولتر من الماء المعقم ا

المحمول  مايكرولتر من 161و RE 10Xالمحمول الدارئ 
مايكروغرام/مايكرولتر )مرفقات مع الأنزيم(   BAS الدارئ

 1وضعت عدة ثواني بجياز الطرد المركزي ثم اضيف 
أنزيم القطع. وضعت العينات في جياز من مايكرولتر 

الحراري لغرض تحضينيا حسب درجة الحرارة  المبممر
 2 وىوالمناسبة لتحضين كل مجموعة والوقت المناسب 

 54ساعات، كما وضعت كل مجموعة عمى درجة حرارة 

مْ لإيقاف عمل الأنزيم ولمحفاظ عمى العينات من التمف، 
ثم صبغ اليلام % 0ت النواتج عمى ىلام الاكاروز رحم

يرت الحزم باستخدام الأشعة فوق بصبغة بروميد الاثيديوم. أظ
 Gel documentationالبنفسجية وباستخدام جياز 

system  وصور اليلام كما ورد سابقاً. حممت صورة اليلام
لينتج  soft ware،Photo Captureبالبرنامج الحاسوبي 

عنو الأوزان الجزيئية لمحزم الموجودة في اليلام. أخذت 
 ثمتوللأنزيمات الثلاث، وم البيانات لكل أنزيم قطع و تقييد

لغيابيا، وأدرجت  1لوجود الحزمة، و 0البيانات بإعطاء رقم 
في جدول قبل وبعد القطع الأنزيمي وحسب الأوزان الجزيئية 

 PASTلمحزم الناتجة أستخدم البرنامج الحاسوبي 

software  .  

 ( والقواعد النتروجينة المكونة لياRAPDالبادئات العشوائية ) . 2جدول 

  

 ( وانقىاعذ انُتزوجيُت انًكىَت نهب.RAPDانببدئبث انعشىائيت )  2جذول 

-----`<3تسهسم انقىاعذ انُتزوجيُيت

5` 

 تسهسم انقىاعذ انُتزوجيُيت انتسهسم اسى انببدئ

3>`-----5` 

 انتسهسم اسى انببدئ

CTGGGGCTGA OP I-13 31. GGGTAACGCC OP A-10 1. 

CCTAGTCGAG OPK-18 32. CAATCGCCGT OP A-12 2. 

GGCATGACCT OP L-01 33. TCGGCGATAG OP A-13 3. 

GACTGCACAC OP L-04 34. GGTGACGCAG OP B-07 4. 

TGGTGGACCA OP L-20 35. GGAGGGTGTT OP B-15 5. 

CTGGGCAACT OP M-06 36. CCACAGCAGT OP B-18 6. 

TCTGTTCCCC OP M-08 37. TTCGAGCCAG OP C-01 7. 

GTAACCAGCC OP M-16 38. GTCCCGACGA OP C-07 8. 

CCTTCAGGCA OP M-19 39. CTCACCGTCC OP C-09 9. 

ACTGAACGCC OP N-05 40. AAGCCTCGTC OP C-13 10. 

TCGCCGCAAA OP N-11 41. GACGGATCAG OP C-15 11. 

CATTGGGGAG OP N-17 42. TGAGCGGACA OP D-05 12. 

ACATCGCCCA OP P-08 43. TTGGCACGGG OP D-07 13. 

GTGGTCCGCA OP P-09 44. GTGTGCCCCA OP D-08 14. 

AAGGGCGAGT OP P-12 45. GGTCTACACC OP D-10 15. 

CCAGCCGAAC OP P-14 46. ACCCGGTCAC OP D-20 16. 

GGCTTGGCCT OP P-18 47. GTGACATGCC OP E-04 17. 

GACCCTAGTC OP P-20 48. AGATGCAGCC OP E-07 18. 

GGACGACAAG OP R-13 49. CACCAGGTGA OPE-10 19. 

GGCTTTGCCA OP R-18 50. CCCGATTCGG OP E-13 20. 

AACGGCGACA OP T-08 51. GAGGATCCCT OP F-02 21. 

GGTGAACGCT OP T-16 52. GAGGATCCCT OP F-06 22. 

GTCCGGAGTG OP W-03 53. GGAAGCTTGG OP F-10 23. 

GTGACCGAGT OP W-09 54. ACGGTACCAG OP F-12 24. 

TCGCATCCCT OP W-10 55. TGCTGCAGGT OP F-14 25. 

CTGATGCGTG OP W-11 56. GTGCCTAACC OP G-06 26. 

CACAGCGACA OP W-13 57. GAACCTGCGG OP G-07 27. 

CCGCTACCGA OP X-04 58. TCACGTCCAC OP G-08 28. 

GGAGCCTCAG OP X-11 59. AAGGCGGCAG OP I-06 29. 

GACACGGACC OP X-17 60. ACATGCCGTG OP I-11 30. 



 خيز الله وآخزوٌ                                                                        2017/ 48 (5) 1205 :-1197 –يجهت انعهىو انشراعيت انعزاقيت 

1201 

  Elution and Purification ofعزل وتنقية الدنا
DNA  أجري تفاعلRAPD  في جياز المبممر الحراري
PCR  وباستخدام البادئOPD10  لمعينات الأربعة عشر

وبعد ترحيل الدنا المذكرة والمؤنثة حسب ما ورد ذكره سابقاً، 
 مميزةوجدت حزمة لميلام الناتج في جياز الترحيل الكيربائي 

(Specific band في الأصناف المؤنثة، وضع اليلام عمى )
المفتوح من الأعمى  جياز مصدر الأشعة فوق البنفسجية

وقطعت قطعة اليلام التي تحتوي عمى الحزمة المميزة 
باستخدام شفرة معقمة وضعت ىذه القطعة في أنبوب صغير 
بعد ذلك تم عزل وتنقية لمدنا التي تحتويو تمك القطعة من 

 اليلام.  
 Nested Polymeraseشعبتفاعل البممرة المتسمسل المت

Chain Reaction: 
تفاعل البممرة  ئج المستحصل عمييا، أُجريلتأكيد النتا

الناتج من عممية بعد عزل وتنقية الدنا . المتسمسل المتشعب
أخذ الدنا  OPD10باستخدام البادئ  RAPDالبممرة الأولى 

باستخدام البادئ   RAPDالناتج وأجري لو تفاعل 
OPD.10  لممرة الثانية وبذلك يصبح تفاعل بممرة متسمسل

. أجري Nمتشعب، رمز لعينة الدنا المتشعب بالحرف 
بعد انتياء التفاعل، أخرجت العينات  التفاعل كما مر سابقاً.
ورحمت كيربائياً  Thermocyclerالمتشعبة من جياز 

باليلام ثم صبغت ببروميد الأثيديوم ووضعت في جياز 
 .لصورالتصوير وأخذت ا

 النتائج والمناقشة 
 Bulks (BSA) نتائج تحميل انعزال المجاميع 

segregant analysis  باستخدام مؤشراتRAPD 
ظيرت البادئات المستعممة اختلافاً في إظيار نواتج البممرة، أ

بادئاً تشابياً في نمط توزيع الحزم وكانت ىذه  41إذ أظير
في حين  (Monomorphic bands)الحزم متطابقة شكمياً 
، OPA.12 ،OPB.07 ،OPC.09أظيرت البادئات 

OPC.13 ،OPD.10 ،OPD.20 ،OPE.04 ،
OPK.18 ،OPN.17 ،OPX.04  حزماً متباينة

(Polymorphic bands)  أو تسمى متعددة الأشكال لعينة
( عنيا في عينة مجموعة MBمجموعة الأصناف المذكرة )

 (.FBالأصناف المؤنثة )
 

 
 PCRالمتسمسل الترحيل الكيربائي لتفاعل البممرة نواتج .1 شكل

بادئات  9نخيل التمر باستعمال FB وأناثMB لمجموعتي الذكور
 :دليل الأوزن القياسيL تظير تطابقاً شكمياً  RAPDلمؤشرات

(100bp DNA Ladder) . 
 

 
 PCRنواتج الترحيل الكيربائي لتفاعل البممرة المتسمسل  2ل شك

ناث Mلمجموعتي ذكور بادئات  9 نخيل التمر باستعمال F وا 
 و  OPC.13 تظير تعدداً شكمياً لمبادئين RAPD لمؤشرات 

OPD.20   L: 100) دليل الأوزان القياسي لمدنا pb DNA 

Ladder) . 
 لتمييز جنس أصناف النخيل RAPDنتائج تحميل مؤشرات 

استخدمت البادئات التي اظيرت نواتج تفاعميا المتسمسل 
حزما متباينة من التجربة السابقة في دراسة إمكانية التمييز 

صنف عمى بين الأصناف الذكرية والانثوية لنخيل التمر وكل 
بعض المعممات الخاصة بنتائج   2 . يبين الجدول ةحد

تفاعل البممرة المتسمسل الخاص بالبادئات العشرة التي أظيرت 
تبايناً شكمياً في التمييز بين مجموعتين عينات الذكور عن 

. يلاحظ من نتائج  1 والشكل   0 ينالإناث كما في الشكم
وكانت عدد الحزم  515الجدول أن عدد الحزم الكمية بمغ 

%. أعطى 5643حزمة وبنسبة تباين بمغت  30المتباينة منيا 
حزمة وكان  007أعمى عدد حزم بمغ OPD10 البادئ 
 OPE04%(. في حين كان البادئ 07674كفاءة(الأعمى

رغم من حزمة. وبال 11إذ لم يعط غير )%2640(الأقل كفاءة 
ذلك يلاحظ أن ىذا البادئ أعطى أعمى نسبة لمتباين 

 C13   E07   C07  B18  D20 D07 A13  A10   A12 

2000 
 

500 
400 
300 
200 
100 

         L  M F M F M F M F M F M F M F M F M F         
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%في حين 01608ىا% وبقوة تشخيصية قدر 22.72بمغت
مئوية لمتباين  أقل نسبةOPD20 أعطى البادئ 

% وأعطى البادئ 6620وبقوة تشخيصية بمغت  3.29%كانت

OPD10 و اعطى 03652أعمى قوة تشخيصية بمغت%
 %. 3676اقل قوة تشخيصية بمغت  OPB07البادئ 

مع أوزانيا الجزيئية OPD.10الحزم الناتجة من تضاعف دنا عينات النخيل الذكرية والأنثوية باستعمال البادئ  . 3 جدول 

تمييز الجنس للأصناف الذكرية والانثوية باستخدام البادئ 
OPD10 

 في الجدول الموضحة OPD10أظيرت نتائج بممرة البادئ 
حزمة، أي بمعدل  007من الحزم الكمية بمغت  اً عدد  2

حزم وعدد من  6وكان عدد الحزم المتباينة  ،حزمة 7633
( 3أظير الجدول )و  حزمة، 112الحزم المتشابية بمغ عددىا

زوج قاعدي وأقل  705كانت  أن أعمى قيمة وزن جزيئي لمحزم
وكانت أعمى  ،اً قاعدي اُ زوج 032وزن جزيئي لمحزمة بمغت 

نسبة تضاعف ىي لمصنف غنامي أخضر وخكري عادي 
حزم  10ومكتوم وتبرزل وخستاوي وأسطة عمران، إذ بمغت 

 5لمصنف خضراوي إذ بمغت  لكل منيما،وأقل نسبة تضاعف
إن ظيور حزمة متباينة .(2حزم، كما في الشكل )

polymorphic bands  اً زوج 032ذات الوزن الجزيئي 
في ستة أصناف مؤنثة من مجموع الأصناف السبعة  اً قاعدي

( وغيابيا في جميع الأصناف 85.71 %المؤنثة )أي بنسبة
بادئ ليكون المذكرة عد مؤشراً إيجابياً وبذلك رشح ىذا ال

مؤشراًمميزاً لجنس أصناف نخيل التمر العراقية عمى مستوى 
. وىذه النتيجة تتفق مع النتيجة التي RAPDمؤشرات 

( بحثيم إذ أظير 03وآخرون ) Younisتوصمت إلييا 
حزماً متباينة في الأصناف المؤنثة لم  OPD.10البادئ 

 RAPDتظير في الأصناف المذكرة. بينت نتائج تفاعلات 
اختلافات في عدد الحزم المضاعفة وأحجاميا الجزئية 
باختلاف البادئ المستخدم والناتجة من الاختلاف في عدد 

المواقع المكممة لذلك البادئ في جينوم النبات وبادئات أخرى 
لم تعط نتائج كاممة عند استخداميا، إذ يلاحظ فقدان الحزم 

 RAPDفي بعض العينات قيد الدراسة عند تطبيق مؤشرات 
وذلك بسبب غياب المواقع المكممة لتسمسلات تمك البادئات 
في جينوم نخمة التمر. وأن ظيور ىذه الحزم المتباينة أو 
غيابيا المستخدمة في مواقع محددة يعود إلى اختلاف في 
ترتيب القواعد، إذ أن مواقع ارتباط البادئات المستخدمة 

دروسة، لذا فإن الأفراد الم ومجين منتشرة بشكل عشوائي عمى 
حدوث أي تغيير في تسمسل النتيوكميوتيدات نتيجة الإضافة 

Insertion أو الحذف ،Deletion أو إعادة ترتيب ،
Rearrangement  الأفراد  جينوم لمنيوكميوتيدات في

المدروسة لأي سبب كان كالتغيرات في الييئة الكروموسومية 
Karyotyping change  أو الطفرات النقطيةPoint 

mutation  أو الارتباط أو العبور الجسميSomatic 

crossing overأو بممرة الدنا ،DNA Amplification ،
أو وجود ما يعرف بالجينات  DNA Methylationأو مثيمة

التغيير في دنا أو    Transposable elements القافزة
إذ أن  ،Change in organelles DNA (17) العضيات

أكثر من ىذه التغيرات سوف يسبب تغييراً في  حدوث واحد أو
 مواقع الارتباط بالبادئ، ومن ثم يتغير حجم القطعة
 المتضاعفة مما يؤدي إلى ظيور ىذه الحزم المتباينة، أو

 . غيابيا في مواقع محددة عمى اليلام

 الأصُبف انًذكزة الأصُبف انًؤَثت
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0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 816 

0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 734 

0 0 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 0 650 

0 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 522 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 433 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 320 

0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 282 

1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 253 

1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 0 1 0 180 

0 1 0 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1 154 

1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 143 
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 RAPDأعداد الحزم الكمية والمتباينة وكفاءة البادئات والقوة التشخيصية الناتجة من تفاعل بممرة عشرة بادئات   4 جدول 
 صنفاً من الاصناف الذكرية والأنثوية لنخيل التمر 14المستخدمة لمتمييز بين

نتائج مؤشرات التتابعات المتباينة المضاعفة المنشطرة 
(CAPS) : رشح البادئOPD10  ليستعمل في تفاعل

CAPSلمؤنثة، ، تم عمل تفاعل البممرة لمعينات المذكرة وا
( Restriction Enzymeالتقييد )استعممت أنزيمات القطع و 

 ،لقطع نواتج التفاعل Rsa Iو Hpa IIو Bcl Iالثلاثة وىي 
الى أستجابة ىذه  3لشكل  النتائج الموضحة في اتشير 

اذ قطعت الحزمة ذات الوزن  Bcl Iالنواتج لمقطع بالانزيم
 ،مؤنثة التي تحتوييا ستة عينات اً قاعدي اً زوج 032الجزيئي 

وآخرون  Al-Mahmoudوتتفق ىذه النتيجة مع ما اوضحتو 
 .نفسو العملب مالذي قا Bcl I( باستخدام أنزيم القطع 07)

 

الترحيل الكيربائي اليلامي لنواتج تفاعل بممرة سبعة   3 الشكل 
( باستعمال 14-8( وسبعة عينات مؤنثة )7-1عينات مذكرة)

 pb 100) : دليل الأوزان القياسي لمدناOPD10، Lالبادئ 

DNA Ladder). 

ليضم نواتج تفاعل البممرة  HpaIIاستخدم أنزيم التقييد 
 وتشير النتائج الموضحة في  OPD10باستعمال البادئ 

إلى أن الحزمة ذات الوزن الجزيئي زوج قاعدي  4الشكل
أصناف مؤنثة قد قطعت  5أصناف مذكرة و 3الموجودة في 

 الجزيئي كما تم  قطعت الحزم ذات الوزن
 اً قاعدي اً زوج 705،  623،  171،322،211،411،541

 الموجودة في الأصناف 

 
-Alوىذه النتيجة تتفق مع ما وضحتو  ،المؤنثة والمذكرة

Mahmoud ( التي حصمت قطع لمحزمة 07وآخرون )071 
 الموجودة في الأصناف المؤنثةعند استخدام اً قاعدي اً زوج

باستخدام البادئ  PCR. أجري تفاعل HpaIIالأنزيم 
OPD10  وعند استعمال أنزيم التقييدRsaI،  لم يظير أي

استجابة لمعينات لمقطع بيذا الأنزيم وىذا يؤيد ما أوضحتو 
Al-Mahmoud ( من عدم استجابة عينات 07وآخرون )

 Rasتي تم بممرتيا  لمقطع بأنزيم القطع والتقييد نخيل التمر ال

I.  

 
الترحيل الكيربائي اليلامي لنواتج تفاعل البممرة لسبعة  . 5الشكل 

( 14-8( وسبعة أصناف مؤنثةالعينات)7-1أصناف مذكرةالعينات )
قبل القطع بالأنزيم وبعد القطع بالأنزيم  OPD.10باستخدام البادئ 

HpaII L 100 القياسي لمدنا:دليل الأوزان bp DNA) Ladder). 

نهقىة انتشخيصيت   

 نهببدئ

عذد انحشو  انُسبت انًئىيت نهتببيٍ

 انًتببيُت

عذد انحشو 

 انًتشببهت

انُسبت انًئىيت 

 نكفبءة انببدئ

 ث اسى انببدئ عذد انحشو انكهيت

9.75 5.56 4 68 11.50 72 OPA12 1 

 4.87  3.33 2 58 9.58 60 OPB07 2 

 12.19 11.36 5 39 7.03 44 OPC09 3 

9.75  4.59      4 83 13.90 87 OPC13 4 

14. 63 5.08 6 112  18.85  118 OPD10 5 

7.31 3.29 3 88 14.54 91 OPD20 6 

12.19  22.72     5 17 3.51 22 OPE04 7 

12.19  14.70  5 29 5.43 34 OPK18 8 

2.19 7.57 5 61 10.54 66 OPN17 9 

4.87 6.25 2 30 5.11 32 OPX04 10 

  انًجًىع 626 - 585  41  -

  انًعذل 62.6 -  4.1  46.5 -

1000 
 

750 
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 بعد القطع بالأنزيم                    قبل القطع بالأنزيم                        
     123 4567 8910 11 12 13 14L 
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 نتائج تفاعل البممرة المتسمسل المتشعب
وذات  المتسمسل المتشعب لمحزمة المميزةأجري تفاعل البممرة 

من العينات الأنثوية  التعدد الشكمي التي ظيرت في  دنا ست
 خستاويناف برحي وتبرزل ومكتوم واشرسي و التي تمثل الأص

وخضراوي عدا الصنف أسطة عمران الذي لم تظير فيو ىذه 
الحزمة وبعد أجراء الترحيل الكيربائي وبأستخدام البرنامج 

ظير أن الوزن الجزيئي لمعينة  Photo  capture الحاسوبي 
 . 5 زوجاً قاعدياً كما في الشكل 032ىو N المتشعبة 

 
 للأصناف المتشعبة بممرة لنواتج الكيربائي الترحيل  .6 شكل

 100 لمدنا القياسي الأوزان دليل يمثل: L السبعة المؤنثة
bpDNA Ladder 
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