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 الإهداء                                             

 

                                             )ص(   محمد   سيدنا …    للعالمي   ورحمة   ومعلما    ة قدو   الل   أرسله   من   إل 

   .. والدتي   تفت   ول   بالدعاء   ولهجت   تأخذ   ول   أعطت   الت   والحنان   الحب   ينبوع ال  

   رحمه الل والدي    ..   والنفيس   الغال   وبذل   الصعاب   أجلي   من   تحمل   و   فخر سمه بكل  ا  ال من أحمل  

 واخواتي   اخوتي   . .   اجلي   من   قلوبهم   وخفقت   ازري   بهم   اشد    مَن   ال   

 ...   جهـدي   ثمـرة   أهدي 

 

 

 

 

 البـــاحـــث 



 ‌ث 

 تقدير وال شكر  ال 
والذي أنار لي عقلي ودربي أحمده حمداً كثيراً بسعة  ,  ر لي أمري الحمد لله رب العالمين الذي يس  

الخلق أجمعين محمد   آله وصحبه  عرشه وعدد خلقه، والصلاة والسلام على سيد  الأمين وعلى 

 أجمعين. 

لإتاحة    قسم علوم الحياةورئاسة    ،  التربية للعلوم الصرفة  أتقدم بالشكر والتقدير الى عمادة كلية

دراستي  لإكمال  لي  لالعليا    الفرصة  الجزيل  بالشكر  وأخص  كما  ال،  الباحث  اقدم لمشرفة   علمي 

يوسف     الدكتورة عايد  البحث  مرجع   ت كانالتي  و   شذى  فترة  الأول والأخير طيلة    خير   كانت و ي 

الدكتور   وبكل فخر واعتزاز أتقدم بعميق الشكر وعظيم التقدير الى  ،لرسالةا  هذه  ترصين  في  عون 

 على مده يد العون لي.  القرةغولي سلطان احمد  عمار

وزارة العلوم   / الزراعية البحوث  دائرة مختبر البايولوجيا الجزيئية/ منتسبي كل أشكر أن ويسعدني

بالتقدير والاحترام  واتقدم  ، اجراء التحليلات المختبرية في  لي  المساعدة همتقديمعلى  لتكنولوجياوا

المحترمين ، لتفضلهم بالموافقة على قبول مناقشة  وأعضائها لرئيس لجنة المناقشة  الوافرين

 .         القيمة الرسالة وابدائهم التوجيهات العلمية 

 البـــاحـــث                                                        



 ‌ج‌ 

 

 المشرف‌‌إقرار‌

خيل‌التمر‌‌ن‌‌اصناف‌‌لبعض‌‌الوراثي‌‌البعد‌‌تقديرأن إعداد هذه الرسالة الموسومة بـ )شهد  أ      
Phoenix dactylifera L.تقانة‌‌باستعمال‌‌العراق‌‌في‌‌المزروعة‌‌(RAPD))‌‌  قدم ها  التي 

في قسم علوم الحياة / كلية   نا( قد جرى تحت إشرافي‌مهند‌رشيد‌حسين‌الزيدطالب الماجستير )
علوم   في  الماجستير  درجة  نيل  متطلبات  من  جزء  وهي  ديالى  جامعة   / الصرفة  للعلوم  التربية 

‌.  نبات الحياة / علم ال 

     

 التوقيع :                                 

 شذى عايد يوسف د.المشرف : 

 باحث علمي اقدم   المرتبة العلمية :
 والتكنولوجيا  العلوم وزارة  /ةي الزراع البحوث  دائرة

 2014التاريخ :     /     / 

 

 

 توصية رئيس قسم علوم الحياة

 بناءً على التوصيات المتوافرة نرشح هذه الرسالة للمناقشة

                              

    التوقيع :                            

 الزبيدي جمعة  د. نجم عبداللهأ.م. الأسم : 

 رئيس قسم علوم الحياة 

 2014التاريخ :    /    / 
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‌

‌لغوي‌ال‌خبيرإقرار‌ال

 

أن  الموسومةاعداد    أشهد  الرسالة  التمر‌ن‌‌اصناف‌‌‌لبعض‌‌الوراثي‌‌البعد‌‌تقدير‌)   بـ    هذه  خيل‌
Phoenix dactylifera L.تقانة‌‌باستعمال‌‌العراق‌‌في‌‌‌المزروعة‌‌‌‌(RAPD)  )‌‌    التي قدمها

حَ    ,( قد تمت مراجعتها من الناحية اللغويةمهند‌رشيد‌حسين‌الزيدي‌‌  الماجستير )  طالب  وصُح 
وبذلك أصبحت الرسالة مؤهلة للمناقشة بقدر تعلق الأمر    ,  ما ورد فيها من أخطاء لغوية وتعبيرية 

 بسلامة الأسلوب وصحة التعبير. 
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 ‌خ‌ 

 

‌

‌إقرار‌المقوم‌العلمي‌

‌

أن  بـ    اعداد   أشُهد  الموسومة  الرسالة  التمر‌‌ن‌‌اصناف‌‌‌لبعض‌‌الوراثي‌‌البعد‌‌تقدير)  هذه  خيل‌

Phoenix dactylifera L.تقانة‌‌باستعمال‌‌العراق‌‌في‌‌‌المزروعة‌‌‌‌(RAPD)‌‌)‌‌    التي قدمها

)  طالب  الزيدي‌‌‌‌الماجستير  العلمية  (مهند‌رشيد‌حسين‌ الناحية  تمت مراجعتها من  وبذلك   قد 

 . أصبحت الرسالة مؤهلة للمناقشة
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‌لجنة‌المناقشة‌إقرار‌

‌‌البعد‌‌‌تقدير  الموسومة بـ )  على هذه الرسالة اطلعناأننا    أعضاء لجنة المناقشة  و   رئيس   نشهد نحن
التمر‌‌ن‌‌‌اصناف‌‌لبعض‌‌الوراثي ‌‌العراق‌‌‌في‌‌المزروعة‌‌.Phoenix dactylifera Lخيل‌

الزيدي‌‌)  الطالب   ناقشنا  وقد   ‌‌((RAPD)‌‌تقانة‌‌تعمالباس محت  (مهند‌رشيد‌حسين‌ وياتها  في 
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 المشرف عضو اللجنة عضو اللجنة                                           
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 ‌ص 

Genus : Phoenix 

Species : dactylifera 

ة  ييشير الى الاسم القديم لمدينة فينيق    Phoenix( ان اسم الجنس فينيكس  2011ذكر ابراهيم ) 
انتش التمر،التي  نخيل  زراعة  فيها  داكتيليفرا  اما    رت  النوع  الاسم  في   dactyliferaاسم  عني 

 .  tree Fingers bearing  الاغريقي للشجرة حاملة الاصابع

‌Original Habitat of The Date Palm  ‌‌‌الموطن‌الاصلي‌لنخيل‌التمر‌‌-‌‌2–‌2

لكن على الاغلب ان    ته  أ ان اراء المؤرخين والكتاب كثيرة ومختلفة حول اصل نخيل التمر ونش
او    (Limoges  ،2014  و    Jassim)بلاد مابين النهرين    الاصلي لنخلة التمر هو     الموطن  

في الحضارات التي قامت على    النخلة  عرفت (، كما El-Shafie  ،2012)       في غرب الهند  
العربية   )  اشار  اذ الارض  نخالى  (  1991مطر  ب  لةان  في  معروفة  كانت  بحوالي   التمر  ابل 

النقوش   4000 من  الكثير  على  عثر  حيث  العراق  جنوب  في  اور  مدينة  في  الميلاد  قبل  سنة 
، كما ان امتداد زراعة النخيل حول منطقة الخليج العربي منذ  هامدى قدمعلى  السومرية التي تدل 

المنطقة.   تلك  في  تأصلت  التمر  نخلة  ان  على  اخر  دليل  العصور  زراعة  تلك  اصل  عن  اما 
النخيل في مصر فان الحفريات الموجودة على تماثيل مصر تبين ان اول من زرع نخيل التمر  

  ، اما بالنسبة لاصل وأعاليه    مصر  بيا والذين استقروا في وسطتية من ليلآفي مصر هم الاقوام ا
ال القديمة ان  اكثر المتحجرات  فقد اظهرت  العالم  البقاع الاخرى من  الى النخيل في  يعود  نخيل 

الجوارسيالع المخطوطات   إذ   صر  بعض  النخيل   وجدت  دول   عن  بعض  في  الفحم  مناجم  في 
وبعض الاماكن من امريكا الشمالية )العكيدي،   ،  وبلجيكا،  والمانيا  ،    وانكلترا  ،  اوربا مثل فرنسا  

2010). 

 Importance of Date Plamنخيل‌التمر‌همية‌‌أ‌-‌‌2‌-‌3

عالية نظرا" لاستعمالها في العديد من الصناعات ذات القيمة الاقتصادية    اقتصاديةقيمة    للنخيل
كصناعة الدبس والخل بالاضافة الى استعمال السيقان والاوراق في كثير من الاعمال الانشائية  

متها الغذائية العالية لكونها غنية بالكاربوهيدات والتي التمور بقي  تتميزكما    ،والصناعات اليدوية
الى   نسبتها  والالياف    (  2012  خرون،آ و   El-Sharnouby)         %80تصل  والبروتينات 



 ‌ض 

والمعادن   تتضمن    اذ   ،(2010،  آخرون و   Shakya؛    2012،  آخرون و    Dada) والفيتامينات 
)حسن،   والفسفور  والصوديوم  والمغنسيوم  والحديد  والكالسيوم  دراسة    . (2007البوتاسيوم  وفي 

تلك ) الدبس ( يم        ( اظهرت ان عصير التمر المركز2012)  وآخرون   Al-Shoaibiاجراها   
للكبد وقد يرجع ذلك الى محتواه من الفينولات التي اكتشف    يعد  وقائيا"و فعالية مضادة للاكسدة  

للاكسدة. مضادة  فعالية  تمتلك  اوراق Abuelgassim  (2010وجد  كما    انها  مستخلص  ان   )
  .السكر وكذلك فرط الدهون مرض النخيل يمتلك فعالية وقائية ضد 

‌ General Characteristics of Date Palmالصفات‌العامة‌لنخيل‌التمر‌‌‌-2-‌4

الجذور التي   ومنها صفات رغم تعدد اصناف النخيل الا انها تشترك في الكثير من الصفات     
انها تتجدد باستمرار طوال فترة حياة النخلة    كمامتعددة ولا تتغلظ مع عمر النبات    وصفهاتمتاز ب

افقية   بصورة  التربة  في  تنتشر  ومقاومة    النخلة  ساعد ي  مما  ةعمودي و حيث  منتصبة  جعلها  على 
الرياح.   التمر  لحركة  النخلة    25-15يتراوح طول نخلة  ألياف    Trunkمتراً، ويتألف جذع  من 
في صنع الرقائق الخشبية    عملالتي ممكن أن تستو   Strong Cellulose Fibersسليلوزية قوية  

Amer) ،  1994)  نادرة وعوامل عديدة  ب  النخلة . كما تمتاز سيادة قمية واضحة الا في حالات 
ورق تمتاز  التبرزل.  كصنف  معين  بصنف  المرتبط  الوراثي  )السعفة( كالعامل  الكاملة  النخيل  ة 

الى    وصفهاب عمرها  يصل  ريشية  صبغة    6مركبة  وتفقد  نشاطها  يتوقف  ذلك  بعد  سنوات 
  الكلوروفيل ومن ثم تجف ولكنها تبقى متصلة بالجذع وبذلك تحتاج الى تدخل الانسان لازالتها 

ورقة تقريبا"    13ورقة فوق اخرى الا بعد    لا تتطابقس النخلة  أكما ان نظام توزيع الاوراق في ر 
تختلف ثمار نخيل التمر من حيث الشكل واللون والحجم    .وهذا يقلل من تظليل الاوراق لبعضها

تترتب الثمار على سنيبلات  و   يدرات من صنف لاخرونسبة المواد المعدنية والسكريات والكاربوه
Spikelets    كل سنيبلة  و مفردة  60-20تحمل  على     ،  ثمرة  السنيبلات  هذه    حامل وتلتصق 

اذ  Bunchعذق  اللتُشكل    Central Stalkمركزي   يقارب  ،  ما  نخلة   عذقاً   30-5تحمل كل 

(Ahmed   ، ثمرة  ويقسم    (.1995وآخرون  الىتطور  )و   عدة    مراحل  النخيل  مرحلة 1هي    )
مرحلة الثمار العاقدة الصغيرة وتكون ذات لون كريمي بخطوط افقية خضراء تمتد من    -الحبابوك

التلقيح، )  5  -4 الجمري 2اسابيع بعد  لونها    -( مرحلة  الثمرة ويكون  لنمو  الثانية  المرحلة  وهي 
 ( المذاق،  وعفصة  )الخلال(  3اخضرا"  البسر  مرحلة  با  -(  الثمرة  تلون  او  مرحلة  الاحمر  للون 



 ‌ط 

الاشقر،ضالاخ او  الرطب  4)  ر  مرحلة  الى و   -(  البسر  من  وتحولها  الثمرة  نضج  مرحلة  هي 
( الثمرة،  طرف  في  طرية  نقط  على شكل  يظهر  الذي  التمر 5الارطاب  مرحلة  مرحلة وهي    -( 

 (.   2009تتخذ الثمرة اللون المميز للصنف  )ابراهيم،  اذ النضج النهائي 

‌‌لاصناف‌نخيل‌التمر‌الداخلة‌في‌الدراسة‌‌الصفات‌الخضرية‌والثمرية‌-2‌-5

Characteristics Vegetative and Fruiting of Date Palm Varieties  in 

this Study     1-   الخستاوي 

  ويكون قليل الانحناء  و السعف اخضر اللون  و يتميز هذا الصنف بكون الجذع متوسط الضخامة،  
اما    ،ون الثمرة في مرحلة الخلال )البسر( اصفر الى مشمشيول  "مستطيلا  ا"شكل الثمرة بيضوي

التمر مرحلة  الثمرة  في  لون  طرية   .احمر  فيكون  الثمرة  تكون  اذ  السمك  متوسطة  الثمرة   قشرة 
هذا الصنف القدرة على تحمل  لكغم، كما ان    140  -100  بينانتاجية نخلة الخستاوي    وتتراوح
 .(2013والصقيع )العكيدي،  ،والرطوبة ،الملوحة

 

 الاشرسي   -2

. لون  ا"بيضويفيكون  شكل الثمرة    امالون السعف اخضر كثير الاشواك  و   ا"يكون الجذع ضخم
)البسر(   الخلال  مرحلة  في  التمر  يكون  الثمار  مرحلة  وفي  وزن  يو   ا" برتقالييكون  اصفر  تراوح 

)غالب،  11  –  8بين  الثمرة   الان  كما    ،(2008  غم  الملوحة  تحمل  على  القدرة    ، عاليةلها 
 والصقيع.  ،والجفاف

 بربن    -3

الثمرة  و   ا" مقلوب ا"شكل الثمرة بيضوي ويظهر  ،  ا"وسميك  " السعف يكون طويلاو   ا"يكون الجذع ضخم 
التمر   مرحلة  لون  في  ذات  اسود  تكون  الى  غامق  وزنهابني  بين  في  اما  . غم  15-  12تراوح 

 (. 2013)العكيدي،  القدرة على تحمل الملوحة والجفاف وغير حساس للرطوبة صنف البربن له

 سكري  -4



 ‌ظ 

  . ا"من الوسط وضعيف  نيا"منح  ا" ومتباعد فيكون  السعف  اما    س هرمي طويل،أالجذع ضعيف والر 
الرطب  تكون   قليلا" وفي مرحلة  الوسط  منتفخة  اهليجية  الخلال صفراء  تكون الثمار في مرحلة 

 .(2009  لين جدا"  )حسين،وذات قوام  عسلي غامقذات لون 

 ادة سع  -5

شكل   .متوسط الضخامةفيكون  الجذع  اما    السعف اخضر اللون،و س متناظر  أنخلة سعادة ذات ر 
في مرحلة    احمر مسمرو في مرحلة الخلال ومرحلة الرطب    احمرلون    ووذ الثمرة اهليجي متطاول  

 (.2013 مقاوم للجفاف ومتوسط التحمل للملوحة )العكيدي،الصنف  التمر.

 اصابع العروس  -6

   4.49  –  4ويتراوح طول الثمرة    "مستطيلا  ا"شكل الثمرة محدبو الى حد ما     ا"يكون الجذع ضخم
بين  في   هاقطر اما  سم   ما  مائلا    .سم  2.24  و  2تراوح  الثمري  العذق  لون  اللون   "يكون  الى 

 ( .2008 البرتقالي )غالب،

 

 شتوي   - 7

ضخم   النخلة  اخضرو جذع  الانحناء  اللون   السعف  م  .قليل  الثمرة  و شكل  محدب  تراوح  يستطيل 
هذا   تميز ثمارت اصفر مائل الى البرتقالي و ذو لون  العذق الثمري  و    ،سم   4.5 –  3.5 بين  هاطول

 في مرحلة النضج.  هاخر أت بالصنف 

 زهدي    - 8

بيضوي   الثمرة  شكل  مستقيم،  منتظم  اخضر  السعف  جافة،  تكون  الثمرة  و لون    ها لوناما  نصف 
اصفر    فيكون  التمر  مرحلة  وفي  اصفر  الخلال  مرحلة  الثمري    –في  العذق  لون  ويكون  بني، 
انتاجية نخلة صنف الزهدي   غم،  اما   8.5  –  7.8. يتراوح وزن الثمرة بين  الى الاصفر  "مائلا

 ،غالب )  صنف الزهدي من اكثر الاصناف المتحملة للصقيع  د  ويع  ،كغم   140  –  90فتكون بين 
2008.) 



 ‌ع 

 هير السلي  ن  - 9

الضخامة،    )البسر( اصفر او الجذع متوسط  الخلال  الثمرة في مرحلة  لون  متباعد،  قائم  لسعف 
الصنف    .غم   7  -  4يتراوح وزن الثمرة مابين    .مائل الى البرتقالي وفي مرحلة التمر بني غامق

 مقاوم للجفاف ومتوسط التحمل للملوحة.

‌ Phenotypic  Diversityالمظهري‌‌‌التنوع‌-‌‌6–‌2

إن مظهر أي صفة هو المحصلة النهائية للتركيب الوراثي والتأثير البيئي والتداخل بينهما وهو ما  
تسمى   للنباتات  المظهرية  الإشكال  في  الاختلافات  وان  المظهري  الشكل  عليه    التنوع بـ)  يطلق 

المؤشرات المظهرية الطريقة الأقل تعقيدا    عمالاست  يعد .  Phenotypic  Diversity  (المظهري 
بين   النخيلللتمييز  علىوبالا   اصناف  المظهرية  التنوع  عتماد  الأزهارفي  ات   ، والثمار  ،لون 

 .(  2012  )عبد الواحد وعاتي،  وطبيعة النمو الخضري   ،وتوزيعها  ،الأوراق  وشكل  ،الساق  ارتفاعو 
ان لبعض المزارعين خبرة طويلة في مجال تشخيص الأصناف بالاعتماد على الصفات  وبالرغم  

الا   الخضري  للنمو  اشاروا  المظهرية  الباحثين  من  العديد  عن  ان  الاصناف  تمييز  صعوبة  الى 
الثمار وجود  وبدون  المظهرية  بالظروف    ،طريق صفاتها  تتأثر  الخضري  النمو  ان صفات  كون 

الخدمة   وعمليات  المحيطة  الخارجي  (1998  وآخرون,    Sedra)البيئية  المظهر  يختلف  إذ   ،
 .باختلاف ظروف النمو الخارجيةنفسه لنبات ل

  Genetic  Diversity ‌‌الوراثي‌عالتنو‌‌-‌‌2‌-‌7

من اختلافها في التركيب الوراثي عند زراعتها    ةهو اختلاف صفات النباتات الناتج الوراثي  التنوع
وآخرون، الغفور  )عبد  نفسها  البيئة  تقييم    .(2011  في  يتم    التنوع ان  المجتمعات  بين  الوراثي 

ب في المختبر مثل تحليل    عملات الجزيئية والتي تستين ف التقمختل  استعمالبشكل روتيني وذلك 
النووي  دراسBarrow1998 (وجد    . DNA))  الدنا  الحامض  خلال  من  من    ته (  عدد  على 

  فيما بينها، من الاصناف لا تظهر تباينات مظهرية واضحة    ا"اصناف نخيل التمر ان هنالك عدد 
  Geneticر الوراثي  المؤش  ويعد   .الاصنافتلك  الا ان هنالك تباينات وراثية كبيرة ظهرت بين  

Marker    الدنا مؤشرات  يمكن    DNA Markersومنها  مميزة  التوصيف استعمالصفة  في  ها 
حالة  الوراثي   في  الحال  هو  كما  بينها  فيما  الاصناف  المظهرية  استعمالوتمييز   ،المؤشرات 



 ‌غ 

الانزيمية والخلوية  ،والمؤشرات  البروتينية  المادة والمؤشرات  هو  الدنا  فان  معروف  هو  وكما   ،
بعكس     Stabilityالوراثية المستقرة التي لا تتأثر بالبيئة لذا امتازت هذه المؤشرات بالاستقرارية  

. فضلا  (1993وآخرون،   Weigand)  المؤشرات الاخرى التي تتأثر بشكل كبير بالظروف البيئية
التي يمكن  ات الوراثية على مستوى الدنا و التنوعكشف عن  امكانية الالدنا  لمؤشرات    عن ذلك فان 

  . لهات مباشرة على مستوى القواعد المكونة  التنوع لكونها تعكس    من خلالها ايجاد البصمة الوراثية
ونظرا لان مجين الكائنات الحية الراقية يحتوي على الملايين من هذه القواعد لذلك فان اعداد هذه 

 ت عدة لايآلو    Iociالمؤشرات كبير جداً وبالتالي فان لها القدرة على الكشف عن مئات المواقع   
  مؤشرات الدنا المعتمدة على التهجين الجزيئي   وهيمؤشرات الدنا    منهناك عدد    .للموقع الواحد 

Molecular Hybridization-Based DNA Markers    تتضمن تباين  مؤشرات  والتي 
التقييد  قطع    Restriction Fragments Length Polymorphism ( RFLP )أطوال 

(Hauschild  وStepanovic  ،2008  ؛Nybom   2014،    آخرون و)  اذ يتم في هذه التقنية ،
التقييد    استعمال المجس    Restriction enzymesإنزيمات  بمواد    probوبوجود  اما  المعلم 

التغايرات  عن  للكشف  كيميائية  مواد  او  والكلفة و   مشعة  والجـهد  الوقت  من  الكثير  الى  تحـتاج 
(Soller    وBeckmann  ،1983  )  الثاني من المؤشرات فهي المعتمدة    مؤشرات ال. اما النوع 

الدنا   سلسلة  تفاعل   DNA Polymerase Chain Reaction (PCR) Basedعلى 

Markers      على أساس مضاعفة قطعة معينة من الدنا إنزيمياً وخارج الجسم  وتعتمد هذه التقنية
المتسلسل)  استعمال ب   in vitroالحي   البلمرة  تفاعل   primersالبادئات    توافربو (  PCRتقنية 

القالب  توالتي تر  الدنا  لها على شريط  المكمل  بالتتابع  فضلا" عن وجود    template DNAبط 
البلمرة   )    polymeraseانزيم  العالية  الحرارة  لدرجات  بتحمله  يتميز    Tongالذي 

الأوكسجين   النيوكليوتيدات   ووجود   (2012وآخرون، منقوصة  -dNTPs  المفسفرة 
Deoxyribonucleoside triphosphate  ( الادنينdeoxyadenosine triphosphate – 

dATP    والسايتوسينdeoxycytidine triphosphate  - dCTP   والكوانين
deoxyguanosine triphosphate-dGTP     الثايمين  وdeoxythymidine 

triphosphate –dTTP) .   طعة محددة بالتركيب والتصنيع المتكرر لق  فكرة هذا التفاعل   تتلخص
، اذ تتم عملية البلمرة  وبساعات قليلة  قطع الدنالينتج  في النهاية كمية كبيرة من    الدنامن شريط  

 في ثلاث مراحل وهي: 



 ‌ف‌ 

‌ Denaturationالمسخ‌-1

الى    تصل  حرارة  درجة  الى  المزدوج  الحلزون  بتعريض  بين    95وذلك  يتراوح  بوقت     5  -2مْ 
الحرارة  تؤدي  اذ  دقائق،   القواعد  العالية  درجات  بين  تربط  والتي  الهيدروجينية  الروابط  الى كسر 

)قاسم،    النتروجينية الدنا  شريطي  ا  (2011بين  شريط  وبالتالي  على  ة  لالسلسدنا مفرد  لحصول 
single strand DNA  من التفاعل.   حقةلالليسهل انجاز الخطوة ا 

‌ Annealingالارتباط‌ -2

تفاعل    مراحل  من  الثانية  المرحلة  الحرارة     ،البلمرةوهي  درجات  بخفض  ذلك  يتم  خليط  لاذ 
له على شريط    للسماحالتفاعل   المكمل  بالموقع  الـبادئ   تعتمد   .((ssDNAالمفرد  الدنا  بارتباط 

القواعد   انسبة احتوائه و   عملعلى طول البادئ المست  لارتباط الباديء  درجة الحرارة المناسبة من 
 .  (Gelfand  ،1990و  Innis)  G +C)النتروجينية السايتوسين والكوانين )

 

 

‌Extensionالاستطالة‌-3

تفاعل   مراحل  من  الاخيرة  المرحلة  باضافة  ،البلمرةوهي  وذلك  الدنا  شريط  بناء  فيها  يتم    اذ 
البلمرة    النيوكليوتيدات  انزيم  طريق  هي د وان  عن  للاستطالة  الملائمة  الحرارة  وهي    مْ   72  رجة 

المناسبة   انزيم الحرارة  المتكون   النيوكلوتيدات   اضافةفي    لمرةالب  لعمل  الدنا    Wilson)  لشريط 
تعتمد عملية الاستطالة على العديد من العوامل منها تركيز انزيم البلمرة و   .(Walker  ،2005و
 القالب. دناالوالبوادئ المستخدمة وعدد مواقع ارتباط هذه البوادئ بشريط  النيوكليوتيدات و 

 ومنها  مؤشرات الدنا المعتمدة على تفاعل سلسلة الدنا على العديد من التقنيات تشمل 

 RAPD  (Randomly Amplified . التفاعــل العشــوائي متعــدد الاشــكال لسلســلة الــدنا 1

Polymorphic DNA لاحقاً. ايضاحها( وسيتم 



 ‌ق‌ 

المتضاعفة  .  2 القطــع  اطوال   AFLP      (Amplified  Fragment Length تباين 

Polymorphism:)  جميعها   الدنا المهضومة قطع تخضع ومن ثم لدنا بانزيمي تقييد هضم ا يتم  
بالملائمات   للقطع    Adaptorsالى معاملتها  بالنهايات    الإنزيمي  الهضم الناتجة عنليتم ربطها 

.  Thermal cycler التدوير الحراري  بجهاز    لمضاعفة الدنا متخصصة   بادئات عمل  ومن ثم تست
التفاعل  يرحل الاكريلامايد    ناتج  هلام    Caballero؛    Chao  ،2002و     Boyang)على 

 (. 2013وآخرون ، 
مجين    ظهوراستثمر    :  Microsatellites  المايكروستلايت .3 في  متكررة  قصيرة  تتابعات 

الرا الا الكائنات  بين  اعدادها  في  تختلف  المؤشرات   صناف قية  من  النوع  هذا  ايجاد  لغرض   في 
تق  هاتمييز  ال  ةنا وتشمل  البسيطة  و    SSR-  Simple Sequence Repeatمتعددة  التكرارات 

تكرار  البسيطة  مابين  التسلسلات    Inter Simple Sequence Repeats-ISSRات 
(Fernández     ،؛  2002وآخرونMcGregor   ؛2000،  آخرون و   Liu  ،2013وآخرون )

 . ا"واحد  ا"والتي تكشف عن عدد قليل من المواقع إن لم يكن موقع

 

 

 

‌‌‌نادالمتعدد‌الأشكال‌لسلسلة‌‌‌مؤشرات‌التضاعف‌العشوائي‌‌-‌‌8–‌2

Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD) 

اذ  ،حي مكن تطبيقها على دنا اي كائنيئات عشوائية فيها باد   عملالتي تستلمؤشرات  هي احدى ا
على  ها  ويتم الكشف عن النواتج المتضاعفة بترحيلالدنا  ترتبط بالمواقع المكملة لها على القالب  

(. يمتاز هذا النوع من المؤشرات بعدم احتياجها الى  2008  ،جبرائيل  و الحسني  )الاكاروز    هلام
المشعة   المجيني  النظائر  الدنا  من  كبيرة  كمية  تتطلب  عدم  ولا  عن  معرفة   الحاجةفضلا  الى 

للدنا   النيوكليوتيدي  التسلسل  عن  من  مسبقة  عالية  نقاوة  تتطلب  لا  انها  كما ،  الهدف  الدناكما 
 Geneticتحسين النبات وفي دراسة التنوع الوراثي  تربية و   ل واسع في برامجيمكن تطبيقها  بشك

Variation     الوراثية العلاقات  الوراثية     Genetic  Relationshipوتحديد  الخرائط   وبناء 



 ‌ك 

Linkage Maps    للعديد من الكائنات الحية(Arif   2010خرون،  آ و  )   البصمة الوراثية    وايجاد
  .(McClelland، 1990و  (Welshالاحياء للعديد من 

ات الوراثية  الاختلافبادئ للكشف عن    20فيها    عمل ( دراسة است2001اجرى جبرائيل )
الاصناف تلك  بين  الوراثية  العلاقة  وتحديد  التمر  نخيل  من  اصناف  است  .لتسعة   عملت كما 

الجنس لعدد   RAPD( مؤشرات  2001الخطيب ) ايجاد مؤشرات وراثية مرتبطة بتحديد  بهدف 
دلت النتائج الى    بادئ 31انتخبت من اصل    ا"بادئ 11  استعمالمن اشجار نخيل التمر العراقية ب 

على الاختلافات في عدد الحزم المتضاعفة وعلى اوزانها    ديدة وواضحة اعتمدت تباينات ع  ظهور
اذ   البادئأالجزيئية  جزيئية  احزمت  OPI- 14و     OPC -08  انظهر  اوزان  ذات    و   4225ن 

الاناث.  2400 اصناف  في  وفقدت  الذكور  اصناف  جميع  في  قاعدي  اكدت   زوج  دراسة   كما 
شرات هي وسيلة كفوءة للتمييز وتحديد  ؤ هذا النوع من الم  استعمال( ان  2002)  آخرون الفقي و 

الفاصوليا.  من  اصناف  لخمسة  الوراثية  دراسة    البصمة  قبل  اجريت  وفي    Al-Moshilehمن 
للكشف عن التباينات الوراثية لعدد من    RAPDة  انتق   استعمالامكانية    في   (2004)  آخرون و 

كما ساعد  هذا النوع من المؤشرات في تقييم    اصناف نخيل التمر في المملكة العربية السعودية.
  81اذ بلغ عدد الحزم المتباينة    ،بادئ  12صنفا" من الخوخ وذلك باستخدم     28التنوع الوراثي لـ  

درجة   وتراوحت  بين    ختلافالاحزمة  المدروسة      Raddova% )  55  –  5الوراثي للاصناف 
الباحث   (.2003،  آخرون و  مؤشرات Askari  (2006و    Al-Khalifah  اناشار  ان  الى   )

RAPD    النباتات التي تحصل من  الوراثية  التغايرات  المبكر عن  الكشف  فعالة في  تعد وسيلة 
 ثلاثة اصناف من نخيل التمر وهي برحي وخلاص وسكري. ل المنتجة من زراعة الانسجة النباتية  

است وهي   تنوعاللتحديد    RAPDمؤشرات    عملت كما  التمر  نخيل  من  اصناف  لخمسة  الوراثي 
ونبتة سيف و   ال  30  استعمالب  Mekfazyتبرزل وزغلول وبرحي  وبينت  ان سبعة  بادئ  نتائج 

اظهرت   )  اختلافا"بوادئ  المدروسة  الاصناف  بين  ملحوظا"  ،  Amriو    Rawashdehوراثيا 
تقانة  .  (2006 في الكشف عن التغايرات الوراثية استخدمت هذه   RAPDوبالاشارة الى كفاءة 

القصيرة الارتفاع المشتقة    مع اثنين من الطوافر  370المؤشرات في مقارنة محصول الرز بسمتي  
الانزيمية   المؤشرات  فشلت  بينما  مستوى    isozyemمنه  انخفاض  نتيجة  تشخيصها  في 

واثبتت هذه التقانة كفاءتها لدراسة التنوع الوراثي    (.2006  ات الوراثية بينهما )الساهوكي،الاختلاف



 ‌ل 

عددها   بلغ  التي  الرمان  طرز  اليمن     11لبعض  من  مختلفة  مناطق  في  مزروعة  وراثيا"  طرزا 
النتائج    30  استعمالب أوضحت  وقد  بين   ةدرج  ان بادئا"   كانت   القرابة  %    96  -59  الطرز 
قدره  و  وآخرون،    % 79بمتوسط  قام (.  2007)الشاوش  دراسة    آخرون و   Bader  بها  اجريت 
كد من الثبات الوراثي لصنفين من نخيل التمر )برحي ومكتوم( المنتجة من زراعة  أللت   (2007)

( حول 2006)   آخرون و    Aliوفي دراسة اجريت من قبل    .RAPDمؤشرات    استعمالب  الانسجة
ب  النسيجية  الزراعة  من  والناتجة  البرحي  صنف  التمر  لنخيل  الوراثي  الثبات    30  استعمالمدى 

للصنف    وراثي  تنوعد  وجو لوحظ  بادئ،   الوراثية  البصمة  مع  التحليل  نتائج  مقارنة  خلال  من 
منه. اخذت  الذي  في    RAPD( مؤشرات  2008)  آخرون و   Rashedالباحث    تعملاس  الاصل 

ان هذا النوع من   ون وقد اشار الباحثمن الحنطة    ا"وراثي  ا"تركيب  30الوراثي  لـ    التنوعالكشف عن  
  ة مقارنة بالطرائق الاخرى. ي بين التراكيب الوراث    الوراثي  تنوعة في تحديد الالمؤشرات كان اكثر دق

الدقيق    21لتشخيص    RAPDكما استخدمت مؤشرات   الناتجة من الاكثار  البطاطا  صنفا من 
بادئ، اذ  اظهرت النتائج ان    72اختير من اصل    ا"بادئ  34بوجود  للنباتات خارج الجسم الحي  

  الحسني هنالك بوادئ متخصصة لصنف معين والتي عدت بمثابة البصمة الوراثية لذلك الصنف )
بادئ  في تحديد البصمة الوراثية    El-Rayes  (2009  )40  عملاست     .  (2008،  جبرائيل  و

لثلاث الوراثي  الاصفر  ة والتشابه  )السكري  التمر  نخيل  من  الاحمرالسكر و   ،اصناف  ونبتة    ،ي 
ناتجة من التفاعل  115السكري ( بالاعتماد على     %87-81النتائج الى وجود    شارت او   حزمة 

  تي السكري ابعد الاصناف من حيث درج  من درجة التشابه للاصناف الثلاثة وكان الصنف نبتة 
  RAPDمؤشرات    استعمالوفي الهند اجريت دراسة حول مدى الثبات الوراثي ب  .رابةقوال  التشابه

   42  لـ     الناتجة من زراعة الانسجة  نباتات الرات البسيطة المتسلسلة للمقارنة بين  اومؤشرات التكر 
التمر نخيل  من  الاصلي  صنف  للصنف  فسائل  النتائج  مع  مع    واظهرت  النباتات  تلك  مطابقة 

الواحد )  .(2010  خرون،آو   Kumar)الاصل   (  2011وفي دراسة اخرى اجريت من قبل عبد 
لاخضر  والغنامي ا   ،الوراثي بين صنفين من افحل نخيل التمر وهما الخكري العادي  التنوعلتحديد  

ت النتائج ان كلا  بين،  OPA -10و    OPA- 4بوجود البادئين     RAPDفيها موشرات    عملاست
والموقع العدد  في  متباينة  حزما"  اعطى  البادئين  الاكاروز  من  هلام  البادئ على  اعطى  اذ   ،

OPA- 4    على الاخضر  والغنامي  العادي  الخكري  لصنفي  واحدة  بحزمة  مقارنة  حزم  ثلاث 
لصنف الخكري العادي مع حزمتين للصنف  حزم    أربع فقد اعطى     OPA -10التوالي، اما البادئ



 ‌م 

الاخضر. تقانة    الغنامي  طبقت  للبعد    RAPDولقد  المئوية  والنسبة  الوراثية  البصمة  لايجاد 
الورد ب النتائج اختلافا واضحا" في عدد   10  ال استعمالوراثي لستة اصناف من  بينت  اذ  بوادئ 

، اذ بلغ العدد الكلي للحزم عملزيئية وذلك تبعا" للبادئ المستحزم الدنا المتضاعفة  واوزانها الج
المست  68المتباينة    البادئات  لكافة  است  (.2011)حسين،  عملة حزمة  من    عملكما  النوع  هذا 

( لدراسة التنوع الوراثي وتحديد البصمة الوراثية  لـ 2012)  آخرون و   Haiderالمؤشرات من قبل  
اصناف من    5صنف من الاناث و    18صنفا" من نخيل التمر المزروعة في سوريا تمثل    23

( 2013خرون )آو   El kichaouiوفي دراسة اجراها  العشوائية.    ادئات من الب  35الذكور بوجود  
 ، حلاوي و   ،ميري وا  ،زهديو   ،وهي الحياني  فلسطين لخمسة اصناف من نخيل التمر المزروعة في  

  . يد البصمة الوراثية لتلك الاصنافد لتحعشوائية  فيها ستة بوادئ عملوبنت عيشه است ،برحيو 
 
‌‌‌شرات‌الجزيئية‌ؤ‌مقارنة‌الوصف‌المظهري‌بالم‌‌2-9

نت الوراثي بين الاصناف الزراعية  سواء كا  التنوعفي تحديد    عملةان اغلب المؤشرات المست‌‌‌
البيئة  تأثرها ب  من اهم هذه المحددات هي،  لها بعض المحددات  الجزيئية    والمؤشرات المظهرية ا

ال ونوع  الزمني  والعمر  تحديد    عضوالواحدة  في  المعتمد  الاصناف  التنوعالنباتي  وللمقارنة    .بين 
الباحث   اجرى  الجزيئية  والمؤشرات  المظهرية  الصفات  دراسة   2004)  آخرون و   Maricبين   )

بين    التنوعير  لتقد  احد   ا"صنف  14الوراثي  المظهرية وعلى  الصفات  بالاعتماد على  القمح   من 
وه الدنا  الباحث   RAPDمؤشرات    ي مؤشرات  استخدم  وقد  مظهرية  12،  بين    صفة  للتفرقة 
الوراثي بين    التنوع اظهرت درجة عالية من    RAPDبينت النتائج ان مؤشرات  ،  التراكيب الوراثية  

للمدخلات   العلاقات  شجرة  بين  تشابه  هنالك  يكن  لم  كما  المظهري  بالوصف  مقارنة  الاصناف 
. وفي دراسة اخرى اجريت  RAPDالناتجة من الصفات المظهرية وبين تلك الناتجة من مؤشرات 

بوجود    RAPDصفات الحبوب ومؤشرات    استعمالب  البيضاءمن الذرة    ا"وراثي   ا"تركيب  94ـعلى  
بين النتائج التي تم الحصول عليها من كلا الطريقتين    ا"لك تلازمبينت الدراسة ان هنا  ،بادئ  17

(Dahlberg   كذلك قارن الباحث 2002  ،آخرون و .)  Askari  ( العلاقة الوراثية  2003وآخرون )
بين اصناف مختلفة من نخيل التمر بالاعتماد على الخصائص المظهرية للثمار كالشكل واللون  

ومؤشرات   الثمار  ان    RAPDونوعية  الى  الباحث   المؤشرات واشار  لايجاد دقة    لتلك  عالية  



 ‌ن 

المظهرية.    التنوع بالصفات  مقارنة  الاصناف  بين  افضليةإالوراثي  الدنا    ن  لامؤشرات    نه تعود 
اذ تمتاز مؤشرات الدنا   ،ثر بالمحددات التي تعاني منها الطرق الاخرى أالمادة الوراثية التي لا تت 

المظ  بالاستقرارية المؤشرات  البيئية  بعكس  بالظروف  كبير  بشكل  تتاثر  التي    (Elmeerهرية 
تعتمد على  (  Singh  ،2006 و  Singh؛    2011،  آخرون و  بكونها  المؤشرات  تمتاز هذه  كما 

الكائن الحي وبشكل متساو  مادة الدنا الموجودة في جمي لاي مرحلة عمرية من مراحل   ع خلايا 
 نمو. ال
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‌.والشركات المصنعة والمنشأ عملةالمست الأجهزة .(1 – 3جدول )

‌اسم‌الجهاز‌‌ت
‌

‌الشركة‌المصنعة‌او‌المنشأ‌
 

‌Alaraby -Egypt خلاط‌كهربائي‌‌‌1
‌PCR Thermal Block Bioneer - Koreaجهاز‌البلمرة‌الحراري‌‌2
 Water bath Memmert - Germanyحمام‌مائي‌‌ 3

4 
‌ والتصويرجهاز‌ ‌الكشف‌ اليتصو‌)‌ ‌(هلامر‌ ‌Gel 

documentation 
  E.Graph- Japan 

 Gel Electrophoresis‌Bioneer - Koreaللهلام‌‌كهربائيالترحيل‌الجهاز‌‌5

 ‌Centrifuge‌Micro Bioneer - Koreaدقيق‌جهاز‌طرد‌مركزي‌ 6

 Vortex Labtech - Koreaمازج‌دوار‌‌‌ 7



 ‌ه‌ 

 Microwave oven LG - Koreaفرن‌الموجات‌الدقيقة‌ 8

 Sensitive Electronic Balance Sartorius - Germanyميزان‌كهربائي‌حساس‌ 9

 ‌Nanodrop‌USA  تركيز‌ونقاوة‌الدنا‌‌جهاز‌قياس 10

 Micropipette  Eppendrof - Germany ماصة‌دقيقة‌‌ 11

 

 

 

 

 

 المحاليل والمواد الكيمائية المستعملة في هذه الدراسة 2  - 3

‌.المحاليل‌والمواد‌الكيمائية‌والمنشأ‌.2-3جدول‌
‌المنشأ‌المحاليل‌والمواد‌الكيميائية‌‌ت
 Agarose‌Promega – USAروز‌ااك 1

 Absolute ethanol alcohol‌BDH – Englandمطلق‌‌كحول‌اثيلي‌‌ 2

 ‌Boric acid‌Fluka – Switzerlandحامض‌البوريك 3

 Chloroform‌BDH – Englandكلوروفورم‌ 4

‌10تركيز‌‌‌‌  Ethidium bromideبروميد‌الاثيديوم‌‌ 5
 ملغم/مل‌

Promega – USA 

6 EDTA (Ethylene Diamin Tetra Acetate) BDH – England 

 Ladder DNA 100 bp (100 – 2000الدنا‌‌‌‌ماركر 7

bp)‌
Bioneer – Korea 

 Loading dye‌Bioneer – Koreaصبغة‌التحميل‌ 8

الحراري‌‌خليط‌‌عدة‌‌ 9 البلمرة‌  ®AccuPowerتفاعل‌

PCR PreMix kit‌
Bioneer – Korea 

 ‌Tris base ‌ BDH – Englandس‌قاعديتر‌ 10



 ‌و 

‌Sodium chloride‌Himedia - Indiaكلوريد‌الصوديوم‌ 11
 ‌Sodium hydroxide Himedia - Indiaهيدروكسيد‌الصوديوم 12

13 CTAB‌ ‌(Cetyl trimethyl ammonium 

bromide‌)‌
BDH – England 

 Marcapto ethanol‌Himedia - Indiaمركبتوايثانول‌ 14

 ‌Isoamyle alcohol Himedia - India كحول‌الايزواميلي 15

 ‌‌Isopropanol Himedia - Indiaكحول‌الايزوبروبانول‌16

 Sodium Acetate Himedia - Indiaخلات‌الصوديوم‌‌17

 

 

 : صل محاليل الا 3  – 3

 ( 8الرقم الهيدروجيني   مولار، 0.5تركيز ) EDTAمحلول   -1

الـ  2.68  اذيبَ  من  الهيدروجيني    EDTAغم  الرقم  يعدل  ثم  المقطر  الماء    8الى  pH في 
بتركيز    عمالباست الصوديوم  هيدروكسيد  باذابة  ض  حُ   )  عياري  10محلول  من    ات غرام  4ر 

بالماء المقطر الى  كمل الاو   .(مل من الماء المقطر  8صوديوم في  دروكسيد الهي مل    50حجم 
 .لمؤصدة با  مَ ق  عُ و 

 (8الرقم الهيدروجيني  مولار،  1تركيز محلول دارئ ترس حامض الهيدروكلوريد ) -2

ال  3.025ب  يذ ا من  ثم  غرام  المقطر  الماء  في  القاعدي  الى  عُ ترس  الهيدروجيني  الرقم    8دل 
و باستخ المركز  الهيدروكلوريد  حامض  الى  ادام  المقطر  بالماء  الحجم  ثم    25كمل    مَ ق  عُ مل 

 .لمؤصدة با

 مولار(  5كلوريد الصوديوم )محلول  -3

الصودي7.305  اذيب  كلوريد  من  و ـغرام  الى    كملَ اوم  ثم    25الحجم  المقطر  بالماء    مَ ق  عُ مل 
 .لمؤصدة با



 ‌ي 

 اعلاه لتحضير  صلمحاليل الا استعملت 

الاستخلاص  مح  -أ مادة    Extraction bufferلول  على   CTAB  (Cetylوالمعتمد 

Trimethyl Ammonium Bromide)    الـ    0.5وزن  :  %2بتركيز مادة  من    CTABغم 
مل من محلول دارئ ترس حامض    2.5مل من محلول كلوريد الصوديوم  و   7اليها    فَ يضوا  

  مَ ق  عُ مل ثم    25كمل الحجم بالماء المقطر الى  او   EDTAمل من محلول    1الهايدروكلوريك و  
 صدة. ؤ بالم

–ترس  محلول دارئ مل من    5مل بمزج    500  رَ ض  حُ (:    TE buffer)  محلول الاذابة  -ب 

  500الحجم بالماء المقطر الى    لَ كم  اُ ثم    EDTAمل من محلول    1حامض الهيدروكلوريك مع  
 صدة. ؤ بالم  مَ ق  عُ و مل 

 

غرام من مادة الترس القاعدي   108: إذابة  X10بقوة    buffer  TBE  الداريء المحلول    -  ت 
(Tris-base  و )مل من محلول الـ    40من حامض البوريك و    ا"غرام  55EDTA    في

الحجم بالماء المقطر   كملَ اُ ثم    8الاس الهيدروجيني الى    لَ د  عُ مل من الماء المقطر،    800
مرات بالماء المقطر )اي عمل   10عند الاستعمال    ففَ خُ   ، وصدة  ؤ بالم  مَ ق  عُ و الى اللتر،  

 .( X1محلول بقوة 
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  Collection of Plant Samplesجمع عينات النبات   1  - 4  - 3

تم جمع عينات النبات من الاوراق )السعف ( القريبة من القمة لتسعة اصناف من اناث نخيل  
سعادة،  و سكري، و زهدي ، و قوبة وهي : اصابع العروس، بع –التمر المزروعة في محافظة ديالى 

و و شتوي،  و بربن،  و اشرسي،  و  المقطرالسلي  هير  نخستاوي  بالماء  جيدا"  غسلت  ثم  نشفت   ،    ثم 
، ثم نقلت الى )حد التكسر(وضعت داخل اكياس ورقية مثقبة وتركت العينات حتى جفت تماما  و 

الجزيئية   مختبر في  -  البايولوجيا  الوراثية  الهندسة  الزراعية   قسم  البحوث  العلوم  /دائرة  وزارة 
 والتكنولوجيا. 



 ‌‌أ‌أ 

 المادة الوراثية  استخلاص  -  2-  4  -3

الموصوفة   طريقةباللدنا المجيني من اوراق تسعة اصناف مختلفة من نخيل التمر  ستخلاص اإتم  
 .مع بعض التحوير ( 2009(وآخرون   Borges من قبل 

 

 

 طريقة العمل 

 على شكل مسحوق   الى قطع اصغر ليتم طحنها  ت قطع  وراق الجافة  قطعتان من الاو   ت خذ أ  -1
 ملغم ونقل الى انابيب ابندروف. 50  مسحوق من ال وزن الطاحونة الكهربائية.  عمالباست

اليضا  -2 المسحوق ف  امايكرول  600  ى  مايكروليتر من    12.5و    ستخلاص لإتر من محلول 
 .(فورتكس ) بواسطة المازج الكهربائي ت مزج و   Marcapto ethanolالمركبتوايثانول

 . دقيقة 60ولمدة  مْ   65نابيب في حمام مائي على درجة حرارة  الأ ت وضع -3

 جديد.ابندروف انبوب الى نقل المحلول   -4

  1:24بنسبة    الكحول الايزواميلي:محلول الكلوروفورممايكرولتر من    200ف بعد ذلك  يض ا  -5
دورة /    14000  بسرعة  Centrifugeمركزي  العينات في جهاز الطرد ال  ت نبذ ثم  )حجم:حجم(  

  .انبوب ابندروف جديد الى  ت م نقلثالطبقة العليا   ت دقيقة، بعد ذلك سحب 15لمدة و  دقيقة

  50مع    Isopropanol كحول الايزوبروبانولمن  تر  ي مايكرول  600ف الى تلك الطبقة يضا  -6
جيداً   ت ومزج  (،  5.2  ذو الاس الهيروجيني ،  لارمو   3  مايكرولتر من خلات الصوديوم )تركيز  

 . ساعة  24ولمدة  مْ   20-درجة حرارة  العينات في  ت فظحُ ثم  بالتقليب بهدوء لترسيب الدنا 

المركزي   ت نبذ   -7 الطرد  بجهاز  تم  و ،  دقيقة  10لمدة  و   دقيقة /دورة  12000رعة  وبس  العينات 
 .التخلص من البروبانول



 ‌ب‌ب 

الراسـب )الـذي يمثـل الـى  مـايكرولتر 600( وبمقـدار %70ف بعـد ذلـك الكحـول الاثيلـي )يضـا -8
 5لمـــدة  دورة/دقيقـــة 14000وبســـرعة  العينـــات فـــي جهـــار الطـــرد المركـــزي  ت ثـــم وضـــع الـــدنا(

 دقائق.

 . (TE buffer) ذابةلإامحلول  مايكرولتر من  50بعد التخلص من الكحول تم اضافة    -9

في    ت وضع  -10 الغرفةالعينات  حرارة  التالي.  درجة  اليوم  شكل    ت حفظ  لغاية  على  العينات 
 ستعمال. لإمْ لحين ا 20-درجة  في  Stock sampleنموذج الدنا الاساس 

 

  Characterization of DNAتوصيف الدنا  -3-4-3

 :ت تضمنان عملية توصيف الدنا      

 قياس تركيز الدنا وتقدير نقاوته -أ

مايكروليتر من    3ع  تم وض   إذ   Nanodropطة جهاز  ا ستراكيز الدنا وتقدير نقاوته  بو   تم قياس
نانوميتر  والطول    260العينة على عدسة الجهاز الذي يقيس الإمتصاصية عند الطول الموجي  

 . ترنانومي 280الموجي

 Gel Electrophoresisهلام الاكاروز   عمالالكهربائي لعينات الدنا باست الترحيل _ب 

الى    1بإضافة    %1بتركيز  الهلام    رَ ض   حُ   -1 الاكاروز  من  من  100غم  المحلول   مل 
إلى حين اكتمال    microwave oven  فرن الموجات الدقيقةب  ثم سخن(  x  1)قوة    TBEالداريء

 م. ̊  55–50الإذابة وترك ليبرد إلى درجة حرارة  

 .   Ethidium bromideالايثيديوم  من صبغة بروميد  يترمايكرو   3ف يض أُ  -2

المشط الخاص لتكوين الحفر عند احد   اللوح الزجاجي المعد لصب الهلام وثبت عليه  رَ ض   حُ   -3
 اطراف الحوض.



 ‌ت‌ت 

تم سكب الهلام السائل برفق وبشكل مستمر داخل الحوض لمنع حدوث الفقاعات ثم ترك   -3
 ليتصلب. 

ومن    x  1بقوة    TBE  داريءبالمحلول البعد تصلب الهلام وضع في حوض الترحيل وغمر    -4
 رفع المشط. ثم 

  مايكروليتر من محلول   3كل عينة من عينات الدنا المراد تحميلها مع مايكروليتر ل  8تم مزج  -5
  . داخل الحفر الموجودة في الهلامالعينات  ت وزع .(loading dyeالتحميل ) صبغة

 دقيقة. 60 لمدةفولت  90 ب التيار الكهربائي وجهز بقدرة تم توصيل اقطا  -6

 Gel  الكشف والتصوير زتم فحص الهلام بتعريضه للأشعة فوق البنفسجية بوضعه في جها  -7

Documentation  .لرؤية حزم الدنا  

  مؤشـرات التفـاعل التضـاعفي العشـوائي لسـلسـلة الدنـا -3-5

باست-1 التفاعل  اجراء  الحراري   عمالتم  البلمرة  تفاعل  خليط   ‌‌AccuPower® PCRعدة 

PreMix kit  على العدة  تحوي  اذ  تحوي  مايك   0.2  سعة  صغير  ابندورفانبوب    96،  روليتر 
 : تيةعلى المكونات الآ 

 Top  DNA polymerase 2.5 U/mlانزيم البلمرة  -أ

 µM 250  تركيزdNTPs القواعد النيتروجينية ثلاثية الفوسفات  -ب 

  Tris – HCL 10 mMوالذي يتكون من    PCR Bufferالمحلول المنظم   -ت 
 MgCl2 1.5 mMو  KCl 30 mMو 

في شركة البادئات مصنعة  علما ان  (    3-3)  الجدولكما مبينة ببادئ عشوائي    20  عملاست  -2
Bioneer  شركة  حسب التتابعات الخاصة ببوOperon. 

 

 طريقة العمل 
نانوغرام من الباديء مع    100مايكروليتر ماء و    12خليط التفاعل وذلك باضافة    ضرَ حُ   -1

 عدة خليط تفاعل البلمرة الحراري.م من عينة الدنا لكل انبوب ابندروف صغير من انانوغر  200



 ‌ث‌ث 

تر وهو التركيز  ينانوغرام/مايكرول100ف  للحصول على تركيز  اتم تخفيف عينات دنا الاصن   -2
‌االذي استخدم  في تفاعلات البلمرة المتسلسل.

الحراري    وضعـت   -3 البلمرة  جهاز  في  في   Thermocyclerالعينات  الموضح  البرنامج  ونفذ 
 ‌‌‌.(5 -3جدول ) 

 PCRلخليط تفاعل البلمرة الحراري   Gel Electrophoresisالترحيل الكهربائي -3-6

ب  الفقرة  في  مذكور  ما  وحسب  الكهربائي  الترحيل  اجراء  الدنا    -تم  لعينات  الكهربائي  الترحيل 

   Gel Electrophoresisباستخدام هلام الاكاروز  

 

‌البادئات العشوائية مع التتابعات الخاصة بها.  (  3 -3جدول ) 

‌‌‌‌3‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌5ئتسلسل‌الباد ئ‌اسم‌الباد ت
1 OPA-01 CAGGCCCTTC 

2 OPA-05 AGGGGTCTTG 
3 OPA-08 GTGACGTAGG 

4 OPA-10 GTGATCGCAG 
5 OPA-11 CAATCGCCGT 
6 OPA-17 GACCGCTTGT 
7 OPA-20 GTTGCGATCC 
8 OPB-05 GGAGGGTGTT 
9 OPC-04 CCGCATCTAC 

10 OPC-08 TGGACCGGTG 
11 OPC-15 GACGGATCAG 
12 OPE-12 TTATCGCCCC 
13 OPF-02 GAGGATCCCT 
14 OPF-05 CCGAATTCCC 
15 OPF-12 ACGGTACCAG 



 ‌ج‌ج‌ 

16 OPH-07 CTGCATCGTG 
17 OPH-09 TGTAGCTGGG 
18 OPH-16 TCTCAGCTGG 
19 OPQ-17 GAAGCCCTTG 
20 OPR-07 ACTGGCCTGA 

 مع اجراء بعض التحوير. (2014)وآخرون  Khierallah   عننقلًا 

 Data Analysis النتائج تحليل -3-7

 حساب الوزن الجزيئي   -1

منتم   الافادة  الجزيئي   10الاصدار    Photo captبرنامج    ت  الوزن                         لحساب 
(Cerasela   2011آخرون،  و)    عن الكشف  في  بدقته  يمتاز  الذي  الحاسوب  برامج  احد  وهو 

تفاعلات   من  الناتجة  الحراري الحزم  الم  PCR  البلمرة  بحجم     DNA Ladderشرؤ ومقارنته 
 زوج قاعدي. 2000 –100ة ي اوزانه الجزيئ  ت الذي تراوحو 

                                       Smilarityللتشابه      ة النسبة المئوي تقدير  -2

 
-   PCR( برنامج تفاعل مؤشـرات التفـاعل التضـاعفي العشـوائي لسـلسـلة الدنـا  5  -3جدول )  
RAPD  .‌‌‌ 

 الوقت الخطوات الحرارة )مْ(  ت 

1 94 
 المسخ الاولي لشريط الدنا 

Initial Denaturation 
 دقيقة  4

 دقيقة  Denaturation 1 مسخ القالب  94 2

 دقيقة  Primer Annealing 1 ئالباد ‌ارتباط 36 3

 دقيقة  Primer Extension 1 استطالة البادئات  72 4

  مرة  35تكرر   4-2الخطوات   5
 دقائق  Final Extension 10 ستطالة النهائيةالإ 72 6



 ‌ح‌ح‌ 

است الجاهز    عمالتم  الإحصائي  المئوية    20الاصدار     SPSS البرنامج  النسبة  البعد  لحساب 
التجمعي   التحليل  مخطط  ورسم  للبادئ   و   .للتشابه  الشكلية  للتعددية  المئوية  النسبة  حساب  تم 

 : لآتيةلمستخدم من خلال المعادلة اا

Polymorphsim  = ( العدد الكلي لحزم البادئ /عدد الحزم المتباينة في البادئ×) 100 

 :  تيةمن خلال المعادلة الآ ادئ كما تم حساب النسبة المئوية لكفاءة كل ب

 .  x 100 (العدد الكلي لحزم البادئ / العدد الكلي لحزم كل البادئات )

 ييزية لكل بادئ فتم من خلال المعادلة : اما حساب النسبة المئوية للمقدرة التم

 x  100 (عدد الحزم المتباينة للبادئ / عدد الحزم المتبايبة لكل البادئات )

(Grudman   ، 1995وآخرون ) 

 

‌الاستنتاجات‌والتوصيات‌-5

 الاستنتاجات   -5-1

طريقة    -1 استخلاص     CTABنجاح  الفتية     DNAفي  الأوراق  التمر    صنافلأ  من  نخيل 
 . PCR وبنقاوة ملائمة لتفاعلات المدروسة 

في      RAPD  مؤشرات التضاعف العشوائي المتعدد الأشكال لسلسلة الدنا  عمالامكانية است  -2
  ة شرات بسرعتها وسهولالوراثي بين اصناف نخيل التمر، كما تميزت هذه المؤ   نوعالكشف عن الت 

 تطبيقها. 
مؤشرات    -3 خلال    RAPDقدرة  من  جميعها  المدروسة  للاصناف  وراثية  بصمة  اعطاء  في 

 البادئات التي اعطت حزما" مميزة. 
المستخدم  -4 البادئات  لتقدير  ةان اعداد  الو   كانت كافية  الوراثي والعلاقة  التي تربط  البعد  راثية 

 الاصناف المدروسة.

 



 ‌خ‌خ‌ 

 التوصيات  -5-2

اصناف وتوسيع منهج البحث ليشمل    RAPDزيادة عدد البادئات المستخدمة ضمن مؤشرات    -1
 التمر. اخرى من نخيل 

وتطبيقها على اصناف  التي اعطت حزما" فريدة للاصناف المدروسة  التركيز على البادئات    -2
 اخرى من نخيل التمر للتحقق من مدى خصوصية تلك الحزم.

تزويد المؤسسات والمراكز العلمية المهتمة في اكثار وتربية النخيل بالمعلومات حول البعد   -  3
 فادة منها.اصناف النخيل المختلفة لغرض الإ  الوراثي والعلاقة الوراثية بين

 

 

 

‌الخلاصة

الجزيئية/    هذه  اجريت      البايولوجيا  مختبر  في  الوراثيةالدراسة  الهندسة  البحوث    /  قسم  دائرة 
الوراثية  يالزراع البصمة  تقدير  بهدف  والتكنولوجيا  العلوم  الوراثيةة/وزارة  العلاقة  لتسعة    ودراسة 

التمر   نخيل  من  عراقية  العروس  .Phoenix dactylifera Lاصناف  اصابع  ،  زهدي،  وهي 
السلي. استو   خستاوي  ،  شتوي ،   بربن،   اشرسي،  سعادة،  سكري    ئا" عشوائيا" باد   20  عمل نهير 

 Randomالتضاعف العشوائي المتعدد الاشكال لسلسلة الدنا    نةا للتحري عن مؤشرات الدنا بتق

Amplified Polymorphic (RAPD)    والمعتمدة على تفاعل البلمرة الحراريPolymerase 

Chain Reaction (PCR).  عزل العمل  خطوات  الفتية    الدنا  وتنقية  تضمنت  الاوراق  من 
بين   ما  تراوحت  الدنا  من  تراكيز  على  الحصول  تم  اذ  الدراسة،  في  الداخلة  و    100للاصناف 

بين     522.5 ما  تراوحت  وبنقاوة  البلمرة 1.92   -1.66نانوغرام/مايكرولتر  تفاعلات  نفذت   .
للكشف عن التباينات بين قطع الدنا المتضاعفة لكل   تعملة مع البادئات المس  (PCR)المتسلسل  

الاكاروز   على هلام  للعينات  التضاعف  نواتج  ترحيل  الجزيئية( عند  واحجامها  )اعدادها  صنف 
الاثيديوم ببروميد  تصبيغها  البعد  بمؤشرات  الوراثي  التحليل  نتائج  بينت  اختلافا"     RAPDـ. 

اذ بلغ العدد   عمل زيئية وذلك تبعا" للبادئ المستواضحا" في عدد حزم الدنا المتضاعفة واوزانها الج
وكان اقل عدد   حزمة لكافة البوادئ،  157  (      polymorphic bands)الكلي للحزم المتباينة  

في حين كان اعلى عدد من الحزم    OPA-20و    OPA-01حزم في البادئين     5حزم متباينة  



 ‌د‌د 

البادئين    12المتباينة   في  اظOPH-09و    OPA-08حزمة  كما  البادئات  ،  من  العديد  هرت 
فريدة  عملةالمست حزما"  الدراسة  المدروسةلل    في  وراثية    جميعها  نماذج  بصمة  بمثابة  تعد  والتي 

ن الحزم الفريدة وذلك عند  ، اذ اعطى الصنف اشرسي اعلى عدد معن بعضها  الاصناف  لتمييز  
اذ اعطت هذه    OPF – 12 و     OPF - 05و     OPC - 04  و   OPA - 08البوادئ    عمالاست

من  عدد  اقل  زهدي  الصنف  اعطى  بينما  متباينة،  جزيئية  اوزان  ذات  مميزة  حزم  ستة  البوادئ 
البادئ   عمالزوج قاعدي عند است   385جزيئي    الحزم الفريدة والتي بلغت حزمة واحدة ذات وزن 

OPB – 05 ادخلت الاصناف  بين  الوراثية  والعلاقة  الوراثي  التشابه  نسبة  ايجاد  ولغرض   .
، تراوحت نسبة  SPSSالاحصائي     برنامجالالبيانات التي تم الحصول عليها الى الحاسوب ووفق  

وكانت اكبر نسبة تشابه بين الصنفين سعادة    0.511و    0.291التشابه بين الاصناف ما بين  
التجمعي  اما    وشتوي. التحليل  مجموعتين      dendogramنتائج  الى  الاصناف  انفصلت  فقد 

الاولى على الصنفين شتوي    شملت فرعية،   ثلاث مجموعات  رئيستين، ضمت المجموعة الاولى  
و  واشرسي  زهدي  الاصناف  فضمت  الثانية  اما  السليوسعادة  الثالثة    نهير  تمثلت  حين  في 

. كما انقسمت المجموعة الرئيسية الثانية الى مجموعتين فرعية، ضمت  بالصنف اصابع العروس
الصنف   الثانية  الفرعية  المجموعة  ضمت  حين  في  وخستاوي  بربن  الصنفين  الاولى  المجموعة 

 سكري.
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Abstract 

 

    This study was conducted at Molecular Biology lab, Genetic 

Engineering Department, Agricultural Research Directorate,  Ministry of 

Science & Technology to estimate fingerprint and genetic relationship 

among 9 Iraqi varieties of date palm Phoenix dactylifera L. namely 

Asabee AL-aroose, Zahdi, Sukari, Saada, Ashrasy, Barben, Shetwi, 

Khistawi and Nhair Al Saly.  20 primers were used to PCR amplify 

characteristic Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) marker 

fragments. Total genomic DNA was isolated from varieties fresh leaves, 

the average yields of DNA were in the range of 100 – 522.5 ng/ul  with 

purity ranged between 1.66 to 1.92. Polymerase Chain Reaction (PCR) 

experiments were performed to detect DNA polymorphisms amplified 

fragments in each cultivar (their numbers and molecular weight sizes) on 

agarose gel electrophoresis stained by ethidium bromide. Results of 

RAPD experiments revealed differences in band numbers and 

molecular weight sizes, all tested primers yielded 157 polymorphic bands 

and the lowest polymorphic band numbers (5 bands) were with primers 

OPA-01  and  OPA-20 while the largest number of polymorphic (12 

bands) were with primers OPA-08  and  OPH-09. RAPD analysis showed 

that  many primers gave unique band in all samples made possible 

fingerprint identification of each cultivar, Ashrasy variety gave highest 6 

unique polymorphic bands with primers OPA – 08,  OPC – 04,   OPF – 05 

and   OPF – 12, while Zahdy variety gave 1  unique polymorphic band 

(385 pb) with primer OPB – 05. Data was analyzed by using statistical 

program SPSS to find similarity and genetic relationship among cultivars, 

similarity index ranged between 0.291 and 0.511 and the biggest 

percentage of similarity was between Saada and Shetwi.  Dendogram 

analysis has separated varieties into two main groups, the first main group 

consists of  three sub-cluster  or sub-group, the first sub-cluster  contained 

Saada and Shetwi varieties while the second sub-cluster  included Zahdi, 

Ashrasy and Nhair Al Saly and the third sub-cluster  consisted Asabee 

Aroose cultivar. The second main group was divided into two sub-group, 

the first sub- group consisted of Berben and Khistawi while the second 

sub-group included Sukary. 
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