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 الخلاصة:

عض ب ستخداماب الدراسة هذهاجريت  لتشخيص المبكر للجنس في نخيل التمرلمحاولة  في
 الأوراق المستقيمةوشكل  (L) ونحو اليسار (R) أتجاه انبات البذور نحو اليميني هالطرائق التقليدية 

(A)  الأوراق المقوسة و(T)  ،كما اختبرت سبعة اصناف مذكرة هي غنامي احمر، غنامي اخضر
, حيبر  خكري كريطلي، خكري سميسمي، خكري عادي, رصاصي وغلامي وسبعة أصناف مؤنثة هي

بوساطة  DNA تحليل . واستخدمت تقانةخضراويأسطة عمران و  ,اويخست, أشرسي, مكتوم ,تبرزل
ستخدام ثلاثة مؤشرات جزيئية وا Bulk Segregent Analysis (BSA) تقانة تحليل انعزال المجاميع

 Randomly Amplifiedهي مؤشرات التضاعف العشوائي المتعدد الأشكال لسلسلة الدنا

Polymorphic DNA  (RAPD )المتشعبة  وتقانة البلمرة(Nested PCR)  مؤشرات التتابعات و
 Cleaved Amplified Polymorphic Sequence (CAPS) المتباينة المضاعفة المنشطرة

عن  فضلاا ، Simple Sequences Repeats (SSR) القصيرةالمتباينة التتابعات ومؤشرات تسلسل 
 . والبيروكسيديزكالبروتين والبرولين  تقدير بعض المكونات الكيمياوية للأوراق

الحصول على كميات مناسبة من الدنا الكلي )المجيني( إذ بلغ أعلى تركيز الدنا و  استخلاص تم
كيز ر ، وأقل ت28.9الأشرسي والذي بلغت نقاوته  نانوغرام /مايكرولتر للصنف 922للأحماض النووية 

 .%9822غت نقاوته مايكرولتر وبل نانوغرام/ 2.781بادرات ذات أتجاه الأنبات نحو اليسارلل

بادئا تشابها  15ظهر أنواتج البلمرة، إذ  فيالمستعملة اختلافاا  RAPDأظهرت بادئات مؤشرات 
في حين أظهرت  (Monomorphic bands)في نمط توزيع الحزم وكانت هذه الحزم متطابقة شكلياا 

، OPA12 ،OPB07 ،OPC09 ،OPC13 ،OPD10 ،OPD20 ،OPE04 ،OPK18البادئات 
OPN17 ،OPX04  شكلياا حزماا متباينة(Polymorphic bands)  لعينة مجموعة الأصناف المذكرة

(M( عنها في عينة مجموعة الأصناف المؤنثة )F أظهرت هذه البادئات عدد حزم كلي بلغ .).9. 
 OPD10عطى البادئ أ. % 6.54حزمة وبنسبة تباين بلغت 41وكانت عدد الحزم المتباينة منها 

قل كفاءة في حين كان البادئ الأ ،(%2.8.1على كفاءة )حزمة وكان الأ .22بلغ  على عدد حزمأ
على أعطى أ OPE04ن البادئ أالرغم من ذلك يلاحظ على و  حزمة. 99ذ لم يعط غير إ( 2812%)

قل أ OPD20عطى البادئ أفي حين ، 12.19ا وبقوة تشخيصية قدره 22.72% نسبة للتباين بلغت
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على قوة أ OPD10عطى البادئ أو  ،% 7.3وبقوة تشخيصية بلغت 3.29ت نسبة مئوية للتباين كان
 . %78.7 قوة تشخيصية بلغت قلأ OPD07عطى البادئ أو  ،14.63% تشخيصية بلغت

حزم وعدد من  6وكان عدد الحزم المتباينة  حزمة، .OPD10 22أظهرت نتائج بلمرة البادئ 
زوج قاعدي وأقل  .2.قيمة وزن جزيئي للحزم حزمة، وبلغت أعلى  112الحزم المتشابهة بلغ عددها 
غنامي أخضر  وكانت أعلى نسبة تضاعف هي للصنف زوج قاعدي، 272وزن جزيئي للحزمة بلغت 

وأقل نسبة تضاعف للصنف  ،حزم لكل منهما 10إذ بلغت  وخستاوي تبرزلمكتوم و و  وخكري عادي
زوج قاعدي في ستة أصناف  272ظهرت حزمة متباينة ذات وزن جزيئي . حزم 5خضراوي إذ بلغت 

ولم تظهر في جميع الأصناف  ،(85.71% مؤنثة من مجموع الأصناف السبعة المؤنثة )أي بنسبة
مميزاا لجنس أصناف نخيل التمر  وبذلك رشح هذا البادئ ليكون مؤشراا  ،وعد ذلك مؤشراا إيجابياا  ،المذكرة

ستعملت أنزيمات القطع ا CAPS. وبالنسبة لمؤشرات RAPDالعراقية على مستوى مؤشرات 
(Restriction Enzyme الثلاثة وهي )Bcl I وHpa II وRsa I  لقطع نواتج بلمرة البادئ

OPD10 بالأنزيم. أشارت النتائج الى استجابة نواتج تفاعل البلمرة للقطع Bcl I  اذ قطعت الحزمة
 Hpa IIخدم أنزيم القطع ستا زوج قاعدي التي تحتويها ستة عينات مؤنثة, 272ذات الوزن الجزيئي 

, 320 ,433 ,522 ,650 ,734 ,816 الحزم ذات الوزن الجزيئي لقطع نواتج تفاعل البلمرة وقطعت
 . استجابةي أولم يظهر  RsaIكما استعمل أنزيم القطع 

وتنقية دنا  عزلللدنا الناتج من  (Nested PCR) جراء تفاعل البلمرة المتسلسل المتشعبإبعد 
بوضوح في دنا  bp27225OPDالموجودة في ستة أصناف مؤنثة لوحظ وجود الحزمة  الحزم المميزة

ضراوي عدا خ خستاوي, شرسي,أ مكتوم, ,تبرزل ستة من العينات الأنثوية التي تمثل الأصناف برحي,
 . الصنف أسطة عمران الذي لم تظهر فيه هذه الحزمة

 Jacardمقياس  على Pasteوبي باستخدام البرنامج الحاس أظهرت نتائج التشابه الوراثي

Similarty Index  كما بلغت نسبة  ،%71.4بين البادرة ذات الأوراق المقوسة ومجموعة الإناث
وبذلك يرجح أن تكون  ،(%3.2.التشابه الوراثي بين البادرة ذات الأوراق المقوسة وبين الأم )البرحي( )

والبادئ mPdCIR .7ثلاث بادئات هي البادئ  عمالوباست SSRمؤنثة. وبالنسبة لمؤشرات  هذه البادرة
mPdCIR078  22والبادئmPdCIR0  , البادئ  عمالستابوmPdCIR078  ظهرت الأوزان

والأوزان  ،زوج قاعدي 217، 277، 227، 227، 227هي  M))الجزيئية لمجموعة الأصناف المذكرة 
 زوج قاعدي. 217، 271، 272، 227، 227، 229هي  (F ) الجزيئية لمجموعة الأصناف المؤنثة

 بذلك( موجودة في المجموعة المذكرة والمجموعة المؤنثة 227، 227وبما أن الأوزان الجزيئة للحزم )
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الحزمة عدت و  حزماا حيادية لا يعتمد عليها في التمييز بين الأصناف المذكرة والأصناف المؤنثة عدت
وي شرسي وخستاأرزل ومكتوم و برحي وتب) صناف مؤنثة وهيأظهرت بستة  اذ للإناثمميزة  272

هذا البادئ  اعتمادوبذلك يمكن ولم تظهر في اي من الصناف المذكرة  %187. ( اي بنسبةوخضراوي
 لتمييز جنس نخيل التمر. 

مة لم تظهر فروقات في محتوى البادرات بنوعيها ذات الأوراق المستقيالكيمياوي  تحليلللبالنسبة 
(A)  وذات الأوراق المقوسة(T) نزيم البيروكسيديزأالبروتين والبرولين و  من. 
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 :المقدمة -1
نخيل التمر من النباتات المزهرة المعمرة دائمة الخضرة أحادية الجنس ثنائية المسكن وحيدة الفلقة  

Monocotyledon  لها  ،جنسياا بالبذور أو خضرياا بالفسائل أو بزراعة الأنسجة النباتية هايتم إكثار
القدرة على النمو في مناطق عالية الملوحة، كما تنمو تحت اي درجة حرارة الى درجة التجميد على 

)الموسوي, مْ كما ان النخيل يتحمل أقصى درجات حرارة  2ان لا تقل درجة الحرارة العظمى عن 
1987.) 

جنس  200وتضم أكثر من  Arecaceaeإلى العائلة النخيلية  Date Palmتنتمي نخلة التمر 
 )مطر، Gramineaeنوع وتعد أكثر العوائل النباتية فائدة للإنسان بعد العائلة النجيلية  4000وحوالي 
التي يعود إليها نخيل التمر من أهم الرتب النباتية المعروفة إذ تنتسب  Arecae(، وتعد الرتبة 1991

 (.1972)البكر،  .Phoenix dactylifera Lم العلمي لنخلة التمر لاسإليها أنواع كثيرة من النخيل، وا

 2219مليون نخلة عام  29العراق موقع الصدارة في أعداد أشجار النخيل الذي وصل إلى  احتل
وكان فيه أكبر غابة لأشجار النخيل بالعالم في شبه جزيرة الفاو، كما كان البلد الأول في الإنتاج 

نخلة وبمعدل إنتاج  277.1555بلغ  اذنخفض والتصدير على مستوى العالم، إلا أن عدد النخيل قد ا
 (.9522طن حسب إحصائية )الجهاز المركزي للإحصاء  11715.سنوي 

 Genetic erosionوراثي الندثار والأ إن الانخفاض الكبير لأعداد النخيل والإنتاجية للأشجار
حيائي خيل التمر في هذه المنطقة أدى إلى حدوث الأضرار بالتنوع الأنلأصناف عديدة من 

Biodiversity ولتحقيق قفزة نوعية في مجال التوسع في زراعة النخيل، ينبغي إيجاد مؤشرات وراثية .
ثابتة ودقيقة ومعتمدة يمكن استخدامها لغرض تحديد جنس البادرات الناتجة من البذور )العاني, 

تمد س علمي دقيق ومع(. ونظراا لعدم التوصل لحد الآن ورغم المحاولات العديدة إلى تثبيت أسا.222
لتمييز جنس النخيل في مرحلة البادرات استناداا للطرائق الوراثية والتقليدية، لذا عمد الباحثون إلى 
ن إاستخدام طرائق جديدة باستخدام مؤشرات أكثر دقة وكفاءة توفيراا للجهد والوقت لتمييز الجنس. 

والنجاحات المستمرة  Molecular Biologyالتطور السريع الذي حصل في مجال علم الحياة الجزيئية
بدءاا من عقد الثمانينيات وما تطور منه بسرعة  Genetic Engineeringالتي حققتها الهندسة الوراثية 

ظهرت ف في عقد التسعينيات وما بعده قد وفرت الأدوات المناسبـة للتحلـيل الجـزيئي للمـادة الـوراثية
قام بعض الباحثين بمحاولة  عد في تحديد جنس النخيلالتي يمكن أن تسا DNAمؤشرات الدنا 
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 Randomly (RAPD)تسخيرمؤشرات الدنا في التمييز المبكر لجنس نخيل التمر كمؤشرات 

Amplified Polymorphic DNA  أوISSR Inter Short Sequence Repeat ( 8Younis 

جينوم لنخيل التمر ( بتجميع مسودة ال9522وآخرون ) AL- Dousقامت  كما (2008وآخرون 
 SNPs) Single Nuclutideمؤشرات تباين النيوكلوتيدة المفردة  داماستخالمؤنث صنف الخلاص، وب

Polymorphism ) 8 

راعة الناتجة من ز النخيل بادرات  هدفت هذه الدراسة إلى محاولة التشخيص المبكر لجنس لذا
 البذور من خلال:

باستخدام ثلاثة مؤشرات  Bulk Segregent Analysis ( (BSA تقانة تحليل انعزال المجاميع - 2
 Randomly جزيئية هي مؤشرات التضاعف العشوائي المتعدد الأشكال لسلسلة الدنا

Amplified Polymorphic DNA (RAPD)  ومؤشرات التتابعات المتباينة المضاعفة
 تتابعاتومؤشرات ال Cleaved Amplified Polymorphic Sequence (CAPS) المنشطرة

 Simple Sequences Repeats .(SSR)القصيرة الترادفية 

لدراسة إمكانية  كالبروتين والبرولين والبيروكسيديز تقدير بعض المكونات الكيمياوية للأوراق -9
 استخدامها كمؤشرات لتمييز جنس النخيل.
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  مراجعة المصادر: -2

للنمو من أهم العوامل الأساسية التي ان صعوبة تمييز جنس نخيل التمر في المراحل الأولية 
تحد من التوسع في زراعة النخيل ونظراا لعدم التوصل لحد الآن, ورغم المحاولات العديدة, إلى تثبيت 
أساس علمي دقيق ومعتمد لتمييز جنس النخيل استناداا للطرائق الوراثية التقليدية، ولذا فإن من الممكن 

 ت بهدف التمييز إلى ما يلي:تصنيف التقنيات والطرائق التي درس

 (التقليدية قائالطر دراسة ومقارنة الصفات المظهرية ) 2-1

تتشرب بالماء اللازم، ينفتح النقير البذور بعد ان ( أن 1985وآخرون ) Al-Salihأوضح 
(germ pore)  ويخرج طرف الفلقة الأبيض(scutellum)  ويدعى النجمة(Apicol) من النقير 
ء الذي يحتوي وهو الجز  طنية للبذرة )تقابل الجهة الظهرية التي تحتوي على اخدود(يقع في الجهة الب

اتجاه الجاذبية ب الى الأسفلطته الجنين إلى خارج البذرة ثم ينحني ابداخله الجنين والذي يندفع بوس
 ( أن البادرات الذكرية في حالة انباتها من البذور المغطاة22.7ذكر المجاهد ورسول ) الأرضية.

 بالحصيرة لها القدرة على شق هذه الطبقة بعكس البادرات الأنثوية النابتة من البذور المتبقية. 

( دراسته على ثلاثة أصناف من نخيل التمر هي الساير, خستاوي، زهدي 22.2أجرى الهاشمي ) 
ن لها ( نحو يمين رأس البذرة أو نحو يسارها قد يكو Apicolأن طريقة الأنبات في انحناء النجمة )

إن انحراف جزء الفلقة الظاهر نحو يمين )شأن هام في تشخيص البادرة الناتجة من حيث الجنس 
بنسبة تقارب النصف مما يدل على صدق توقع أن  أو نحو يسارها( Proximal endرأس البذرة 

 .يكون الإنبات نصفه لليمين ونصفه لليسار

محتوى الكلوروفيل والفسفور الموجود العلاقة بين جنس النخيل و  Al-Ani (1986)وقد درس 
في أوراق النخيل وقد بينت النتائج بأنه لا توجد علاقة بين الجنس ومحتوى الفسفور الموجود في 

فقد عارضا الدراسات التي تستند  Spaith (1980)و Firstromأوراق النخيل الذكرية والأنثوية. أما 
( والتي تتأثر Genesجة عدد من المورثات )الى الصفات المظهرية لكون هذه الصفات تظهر نتي

 بصورة كبيرة بالعوامل البيئية مالم يتم تحديدالأساس الوراثي لهذه الصفات.
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 :Cytological markersالمؤشرات الخلوية  2-2

هناك عدة أنواع من المؤشرات الوراثية المستخدمة في التوصيف الوراثي لأنواع وأصناف النخيل 
 Cytologicalوالمؤشرات الخلوية  Phenotype markersشرات المظهرية وجنسه مثل المؤ 

markers  والمؤشرات الأنزيميةIsozyme markers  والمؤشرات البروتينيةProtin markers 
وتبعاا لنوع المؤشر الوراثي المستخدم، يختلف مفهوم  DNA markersفضلاا عن مؤشرات الدنا 

البروتينات فإن البصمة تعني نمط توزيع الحزم فعند استخدام  fingerprint Genticالبصمة الوراثية 
 المفصولة بالترحيل الهلامي والناتجة من ترحيل المحتوى البروتيني للأفراد المدروسة, وتعرف بصمة

لذلك الفرد أو الصنف بنمط توزيع الحزم المرحلة  (Isozyme fingerprint)المتناظرات الأنزيمية
الهلامي, أما عند استخدام مؤشرات الدنا فإن البصمة الوراثية تعني نمط توزيع المفصولة بالترحيل 

الحزم المتباينة والناتجة تماماا من تقطيع الدنا المجيني للأفراد المدروسة أو من تضخيم مناطق متباينة 
 El-Shibliوباستخدام بادئ ملائم ) PCRفي جينوم الأفراد بوساطة تفاعل سلسلة البوليميريز 

 (.Korelainen ،2007و

 ومن المتطلبات التي يجب توافرها في كل المؤشرات الوراثية هي:

ولها القدرة على التمييز بين الأفراد المدروسة، وتعطي نتائج  heritableيجب أن تكون متوارثة 
 (.Mortiz ,2225و Hillis)قابلة للمقارنة وفي نفس الوقت سهلة القياس والتطوير 

وسومات وأحجامها وأشكالها ومقارنة الأفراد تتم من خلال الدراسات الخلوية دراسة عدد الكروم
(Reale  2006 ,وآخرون.) 

وآخرون  Al-Salihأجريت العديد من الدراسات السايتولوجية لتمييز جنس نخيل التمر إذ قام 
(a 1987 بدراسة على نخيل التمر المذكر صنف غنامي أخضر بسبب الجدل المثار حول حدوث )

أو عدم حدوث الإخصاب في نخلة التمر، وقد بينت الدراسة أن عدد الكروموسومات في الخلايا 
، وأن عددها في الخلايا الجسمية المأخوذة 9السبورية الذكرية المأخوذة من متوك الأزهار الذكرية يساوي 

وسومات ، ومن المحتمل أن هذه الاختلافات في عدد كروم18من نهايات جذور نفس الفحل تساوي 
قد تكون سبباا  .2-27الخلايا التناسلية الذكرية عن عدد كروموسومات الخلايا التناسلية الأنثوية 

 Al-Salihأساسياا في احتمالية عدم التوافق في حدوث الإخصاب. وفي دراسة أخرى قام بها هذا 
تمدت ب، وقد اعاختبر صنفين زراعيين من إناث نخيل التمر وهما الساير والخصا (b 1987)وآخرون 

أن الساير صنفاا مبكراا والخصاب صنفاا متأخراا،  اذالاختبار بالدرجة الأولى في وقت نضوج الثمار 
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ودرس عدد الكروموسومات في كل من الصنفين المذكورين، فوجدوا اختلافات في عدد الكروموسومات، 
 .2x=36بينما عددها في الخصاب  2x=32إذ كان عدد كروموسومات الساير 

( عند دراستهم للطرز الكروموسومية لبعض أصناف نخيل التمر 1995بين سلبي وآخرون )
الذكرية والأنثوية أن هنالك اختلافات في أشكال وأحجام الكروموسومات للنبات الواحد، إذ تميزت 

زوجاا من الكروموسومات المتناظرة. بينما تميزت  17أصناف النخيل الذكرية في بعض الحالات بوجود 
الزوج الواحد من ا عدٌ زوجاُ من الكروموسومات المتناظرة عادة لذ 18الاصناف الانثوية بوجود

الكروموسومات غير المتناظرة والذي ظهر في بعض الخلايا الجنسية للأصناف الذكرية هو الزوج 
 الذي له علاقة بتحديد الجنس.

قد ل المبكرة من النمو، فتمييز الجنس في نخيل التمر وفي المراحل اجريت بعض الدراسات 
( إلى استخدام طريقة مطولة نوعاا ما تعتمد على تحليل مرستيمات 1996وآخرون ) Siljakأشار 

وعملية  chromomycin A3 نهايات جذور الأصناف الأنثوية والذكرية في الجزائر وباستخدام صبغة
 Confocal)د البؤر وباستخدام المجهر المتح (In situ-hybirdization)التهجين بالموقع 

microscopy) وذلك لتمييز كروموسومات الجنس الحاملة لكتل الكروماتين (chromocenter) 
المتغاير في الحجم في أنوية الطور البيني، وقد لوحظ احتواء خلايا جذور الإناث على زوج من 

توت على (، أما أصناف الذكور فقد احHomomorphic chromosomeالكروموسومات المتناظرة )
 .(Heteromorphic chromosome)زوج من الكروموسومات غير المتناظرة 

( أن عدد الكروموسومات في الخلايا الجسمية لطرف الجذر في 1999استنتج عبد الوهاب )
وكذلك أصناف الذكور  )جميع الأصناف الأنثوية )الخستاوي والخضراوي والزهدي والاشرسي والميرحاج

جميع لثابت والعدد  =2n) .2( غنامي الأخضر والرصاصي والخكري والوردي( هوالغنامي الأحمر وال(
 الأصناف المدروسة.

( في دراسة العدد الكروموسومي لسبعة أصناف ذكرية وأنثوية من نخيل 9555قام عباس )
التمر، وأوضح تحليل الهيأة الكروموسومية وجود بعض الفروقات المظهرية في الكروموسومات يمكن 

كما لا يمكن الاعتماد على العدد الكروموسومي في تشخيص لها تمييز الذكور عن الإناث، من خلا
النباتات المغايرة للصنف وذلك لافتقار هذه الطريقة للدقة المطلوبة في الكشف عن التغايرات والطفرات 

على ان ( 9525وآخرون ) Al-Aniكما أكد ، التي تحدث على مستوى المادة الوراثية الـدنا للنبات
 زوج. .2العدد الكرموسومي لنخيل التمر هو 
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 .M.1.طول جينوم نخيل التمر  أن( 9522وآخرون ) Al-Dousوجدت 

( برسم الخارطة الجينية لنخيل التمر صنف خلاص وتمييز 9527وآخرون ) Mathewقام 
الخارطة مؤشر، أما المؤشرات التي استخدمت لرسم  7555الكرموسوم الجنسي المفترض له. تم فحص 

سنتي موركان من الجينوم، في أول الأمر تم وضع  2922مؤشر امتدت بطول  2955الجينية فكانت 
مسودة التسلسل الجينومي للمجاميع المرتبطة وتم دمج النتائج للحصول على الخارطة الجينية  22%

طويل من وبين المجاميع المرتبطة لنخيل التمر، أظهرت معدل  .SNPs marker راتباستخدام مؤش
التشابه الجيني مع نخيل الزيت، المنطقة المقترحة لتمييز جنس نخيل التمر هي منطقة التلومير 

، وعند إعادة ارتباط التلوميرات لتكوين الكرموسوم الكامل لم تتشتت هذه LG 12لمجموعة الارتباط 
ل الزيت, بالإضافة لنخي chr 10المنطقة. إن مجموعة الارتباط هذه لديها تصاحب جيني مع كرموسوم 

وثبت عدد  .1، 9، 2إلى وجود مناطق تشابه قصيرة لسلسلة تتابعات لكرموسوم نخيل الزيت رقم 
أن طول الجينوم الكلي هو  زوجاا من الكروموسومات، كما وضح.2كروموسومات نخلة التمر بـ

cM1293  75.سنتي موركان على افتراض أن حجم الجينوم Mb حوالي  أي أن الطول الفيزيائي
Mb 1.93 /cMقام بها  ) ، وجاءت نتائج هذه الدراسة مؤيدة لنتائج دراسات سابقة اجريت في العراق

Al- Salih  بعدد الكروموسومات وتخمين طولها. ولوحظ في هذه الدراسة أن 22.7عام  آخرونو )
ر، وأن قد يكون الكرموسوم الجنسي لنخلة التم LG 29نصف القسم السفلي من مجموعة الارتباط 
أو حوالي  M 22وطولها الفيزيائي لربما يكون  cM .9هذه المنطقة المعزولة من الجين كانت بطول 

 من الجينوم الكلي. 9%
 Isozyme markersمؤشرات المتناظرات الأنزيمية:  2-3

الأنزيمات هي مواد عضوية تتكون من مجموعة البروتينات معقدة التركيب ذات وزن جزيئي 
لخلايا, وتوجد بكميات ضئيلة فيها وتعمل الأنزيمات كعوامل مساعدة تتحكم في سرعة عال تنتجها ا

التفاعلات الحيوية المختلفة, وتتميز بتخصصها، إذ أن لكل أنزيم مادة معينة أو مواد متشابهة كيمياوياا 
الخلية  (، وتحتوي1991يمكن أن يؤثر فيها، كما أنها تؤثر في سرعة التفاعلات العكسية )الداوودي, 

 (.2005النباتية على حوالي ألف نوع من الأنزيمات )المريقي, 

 المتناظرات الأنزيمية:

الأنزيمات هي مواد عضوية تتكون من مجموعة البروتينات معقدة التركيب ذات وزن جزيئي 
عال تنتجها الخلايا, وتوجد بكميات ضئيلة فيها وتعمل الأنزيمات كعوامل مساعدة تتحكم في سرعة 
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تفاعلات الحيوية المختلفة, وتتميز بتخصصها، إذ أن لكل أنزيم مادة معينة أو مواد متشابهة كيمياوياا ال
(، وتحتوي الخلية 1991يمكن أن يؤثر فيها، كما أنها تؤثر في سرعة التفاعلات العكسية )الداوودي, 

 (.2005النباتية على حوالي ألف نوع من الأنزيمات )المريقي, 

 نزيمية:المتناظرات الأ 

بأنه الشكل الآخر لأنزيم معين يشبه ذلك الأنزيم  Isozymeمتناظر الأنزيمي يمكن تعريف الـ
(، وبذلك 2217) Markertو Hunterبالوظيفة لكنه يختلف عنه في تسلسل الأحماض الامينية فيه 

على هلام  ةيمكن فصلها عن بعض باستخدام الهجرة الكهربائية، ويتم ترحيل هذه الأنزيمات المتناظر 
 Market)أول من استخدم الأنزيمات لوصف التغايرات  متعدد اكرل أمايد أو النشأ.

لكشف  Isozmes( بتطوير تقانة 22.2) Ortonو Tanksley(، وبعدها قام Moller,2212و
غالباا ما يتأثر  Gene expressionإن التعبير الجيني  allelic variatasوتحليل الاختلافات الاليلية 

لمتناظرات أن عدد ا كمالظروف البيئية ونوع النسيج المستخدم لهذه التحليلات ومرحلته العمرية، با
ويتميز أفراد النوع الواحد بثبات  (.Soller ،1990و Beckmannالأنزيمية يكون قليلاا أو محدوداا )

 (.2002ني،سعدد تلك الأنزيمات لذلك يمكن الكشف عن التغايرات المختلفة عن بعضها بسهولة )الح
التي يتم إظهارها ومقارنة أنماط توزيع الحزم للفرد وتحديد التباينات المطلوبة و  الأنزيمات المتناظرة تعد

  . (9559وآخرون،  kunert) Isozyme fingerprintلذلك الفرد أو الصنف  بصمة

مستخلص ل Isozyme( في دراسة لهما على المتناظرات الأنزيمية 22.5) Tisseratو Torres قام 
تم وصفها كمؤشرات أو دوالاا وراثية للتمييز، تطابقت الشتلات الناتجة من زراعة  لتيسعف النخيل ا

الأنسجة التي مصدرها الكالس الذي أعقبه تكوين أجنة خضرية تطورت لاحقاا إلى بادرات صغيرة 
لجنس في بادرات ( لتحديد ا1983) Fumioو Hitrotoshiوفي دراسة قام بها  ،متشابهة فيما بينها

دام مستخلصات سعف النخيل وترحيلها على هلام النشأ بالهجرة الكهربائية باعتماد النظم استخالنخيل ب
روكسيديز في كل من الإناث والذكور والبادرات الناتجة عنها كانت هنالك اختلافات يالأنزيمية للب

ظهر تان منه في الإناث، بينما لم تواضحة في أنزيم البيروكسيديز بين الذكور والإناث إذ ظهرت حزم
ة الأستنتاج بأنه يمكن تشخيص البادرات الأنثوية عن الذكري تلكما الحزمتين في الذكور، وعليه يمكن

( تطابق النباتات الناتجة من ..22وآخرون ) Al-Jibouri كما لاحظ ،دام أنزيم البيروكسيديزاستخب
ولم يلاحظ وجود تغايرات وراثية فيما عدا نبات واحد زراعة الأنسجة فيما بينها وكذلك مع أمهاتها 

أظهر تبايناا في الأشكال المتناظرة لبعض النظم الأنزيمية فضلاا عن تأكيد هذا التباين من خلال 
( أن نباتات ..22وآخرون ) Salmanوجد  ،ملاحظة حصول التضاعف الكرموسومي في تلك الحالة
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جسمية لأربعة أصناف كانت متطابقة وذلك عند تطبيق تحليل النخيل النسيجية المنتجة من الأجنة ال
-Alنتائج ترحيل أنزيماتها المتناظرة، ولكن بعد فترة من الزمن أظهرت تغايرات واضحة. كما درس 

Jibory وDham (1990 ستة أصناف ذكرية من نخيل التمر من ناحية محتواها من المتناظرات )
رل أمايد، وقد لوحظت بعض الفروقات بين الأصناف المدروسة، الأنزيمية باستخدام هلام متعدد الاك

وتضمنت الاختلافات في عدد المتناظرات الأنزيمية المدروسة وقيم الحركة النسبية وشدة تألق الحزم. 
ولأن الأنزيمات هي نواتج التعبير الجيني، فإن البناء الوراثي لأي صنف يمكن أن يحدد اعتماداا على 

 لصاستخ يمية الموجودة، لذا يمكن اعتماد هذا النظام بوصفه مؤشرا وراثياا.المتناظرات الأنز 
Melchinger ( 2225واخرون ) البروتين الخام من البذور وفصله باستخدام الترحيل الكهربائي عبر

ثم تصبغ هذه الهلامة لتفاعل أنزيمي  polyacrylamideهلامة من النشا أو من البولي اكريلامايد 
وأوضح أن التغيرات في تركيب الحامض  Isozymesهر استجابة هذا التفاعل الأنزيمي تظ اذمعين، 

الأميني يمكن أن يعكس اختلافات في الخاصية الحركية أثناء عملية الترحيل الكهربائي, وبهذا تظهر 
 واخرون Booijوقام  ،الاختلافات في الحزم المرئية على الهلام وخط توزيع الحزم للعينة المرحلة

( بتمييز أصناف نخيل التمر وذلك بوساطة الاختلافات الأنزيمية، إذ أمكن فصل المتناظرات 1995)
الأنزيمية على هلام متعدد الاكرل أمايد، وظهرت اختلافات في عدد هذه المتناظرات وكذلك في قيم 

اصة باستخدام المؤشرات الخ (.222واخرون ) Bendiabقام ، و الحركة النسبية وشدة تألق الحزم
 Esteraseبالأنزيمات المتناظرة للتمييز بين الأصناف المختلفة لنخيل التمر، وشملت هذه الأنزيمات 

(EST) وTransaminase Oxaloacetate Glutamate (GOTو ) Endopeptidase(ENP )
 Polyphenoloxidase( وPER) Peroxidase( وADH) Dehydrogenase Alcoholو
(PPOوكذلك ) Phosphoglucose Isomerase (PGI ،)( 222واستخدم العاني. ) هذه بعضاا من

 Saker وفي بحث قام به المؤشرات للتمييز المبكر للجنس لعدة أصناف ذكرية وأنثوية في العراق(
 ،كما عدم ثبوتية نتائج هذا النوع من المؤشرات ( أوضح(PPOالـ باستخدام انزيمات ((2000وآخرون 

لتباين الوراثي باستخدام الأنزيمات المتناظرة ا( في دراسة 9559ن )وآخرو  Azeqourلاحظ الباحث 
زم ولوحظ توزيع الحانماط للنباتات النسيجية التابعة لثلاث أصناف من المغرب وجود اختلافات في 

كذلك وجود اختلافات مظهرية واضحة بين أشجار الصنف الواحد من جهة وبين الأصناف المختلفة 
 .من جهة أخرى

 DNA marker دام مؤشرات الدنا الجزيئية في تمييز الجنس المبكر لنخيل التمرتخاس 4- 2
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لتحليل الكائنات الراقية وراثياا وعلى المستوى  DNA marker استخدمت مؤشرات الدنا الجزيئي
 Paterson)الجزيئي ومن ضمنها النبات، وهي أكثر أنواع تقانات الهندسة الوراثية والأوسع انتشاراا 

(. إن التوصيف الوراثي الجزيئي باستخدام هذا النوع من المؤشرات يمتلك العديد من 2222, وآخرون
المميزات أهمها عدم وجود تاثير بيئي في الصفة المستخدمة كمؤشر وراثي واستخدام أي جزء من 

 (DNA-based markers)النبات وفي أي مرحلة من النمو وليست هنالك حدود للتحاليل الممكنة 
 ت تقنية واسعة الانتشار في السنوات الأخيرة ولها تطبيقات في مجالات عدة منها:وأصبح

 الخارطة الجينية.رسم  -

 .في بعض الأنواع النباتية تحديد الجنس -

 .تحليل التنوع الوراثي -

 بين الأصناف المدروسة. العلاقة الوراثيةتحديد  -

 

 التفاعل التِاعفي لسلسلة الدنا -2-4-1

Polymerase Chain Reaction (PCR) Based Markers: 

لقد تم وصف التفاعل التضاعفي لسلسلة الدنا أن عمل هذه التقانة هو مضاعفة قطعة معينة 
 Primersبوجود البادئات  in vitroمن الدنا المنتجة من المجين الكلي أنزيمياا وخارج الجسم الحي 

وأن هذا الاكتشاف أحدث  Template DNAلقالب والتي تربط بالتتابع المكمل لها على شريط الدنا ا
ثورة في عالم البيولوجيا الجزيئية تضاهي الثورة التي أحدثها اكتشاف التركيب المزدوج للدنا من قبل 

Watson وCrik (2212وعلى الرغم من عدم اهتمام الكثيرين به في البداية لكن اليوم يعد الـ ،)PCR 
يه الكثير من الذي تعتمد علو ت الوراثة الجزيئية في جميع أنحاء العالم التقنية الأكثر رواجاا في مختبرا
جائزة نوبل  Mullis(، وبهذا استحق عليها Fallona ،22.7و Mullisالدراسات على مستوى الدنا )

 PCRإذ جعلت إمكانية استخدام قطرة دم أو شعرة أو حتى خلية واحدة لإجراء عمليات الـ 2222عام 
  (...22وآخرون,  Higuchiعليها )

(, والبادئات Taq DNA Polymeraseفهي أنزيم بلمرة الدنا ) PCRأما أهم متطلبات الـ
(Primers والنيوكليوسيدات منقوصة الأوكسجين الثلاثية الفسفور )(deoxynucleosid 

triphosphates) ( والمحلول الدارئPCR buffer المحتوي على أيونات المغنيسيوم ))++(Mg 
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( ومكونات Thermocycler(, فضلاا عن جهاز المبلمر الحراري )DNA Templateالدنا )وقالب 
 أخرى سيتم التحدث عنها لاحقاا، وفيما يأتي توضيح لهذه المتطلبات:

 :DNA Polymeraseأنزيم البلمرة  -أ

مد , إذ تعتPCRالأساسية و الرئيسة في تفاعلات الـ يعد أنزيم بلمرة الدنا واحداا من المكونات
هذه التفاعلات على قابلية هذا الأنزيم على البناء وبالتالي مضاعفة تتابعات محدده من الدنا القالب 
المكملة لتتابعات البادئ, لذا فإن الاهتمام في تطوير نوعية وكفاءة هذا الأنزيم حظي باهتمام الكثير 

 klenowمع أنزيم البلمرة من الباحثين والمختصين بهذا المجال، وقد استهل العمل بهذه التقانة 

fragment  المستخلص من بكتريا القولونE.coli  وهو من نوع(DNA Polymerase I) (Chien 
ه على البناء عند تعرض امكانيته(، إلا أن هذا الأنزيم يفقد 22.5وآخرون,  Kalclinو .227وآخرون، 

رى عمله يتوقف إلا بإضافة كميات أخإلى الحرارة العالية المطلوبة لمسخ خيوط الدنا القالب مما يجعل 
الثابت  Taq Polymeraseمنه في كل دورة مما جعل الباحثين يتجهون إلى استنباط نوع جديد هو 

 Thermusوتدعى  Thermophallic Eubacteriumحراريا والمعزول من البكتريا المحبة للحرارة 

aqueticus (Saiki  ،إذ أن له ..22وآخرون )مْ وبناء  21لأستمرار بنشاطه وبدرجة ا على الأمكانية
مْ( وله نشاط  5.–75قطع أطول من الأنزيم السابق، إذ تتراوح أفضل درجات فعاليته في البناء بين )

( نيوكليوتيدة في الثانية لكل جزيئه أنزيم إذ يضيف القواعد عند 255–21خاص في البناء يتراوح بـ)
 (. Graham، 1997و Newton) OH -3النهاية

من سلسلة مفردة من الببتيد المتعدد وذي وزن  Taq DNA Polymeraseتألف جزيئة الأنزيم ت
على إنها كمية الأنزيم اللازمة  one unitكيلودالتون, ولذا عرفت الوحدة الأنزيمية  21جزئي يقارب 

 امضفي خليط التفاعل وتحويلها إلى ح dNTPsنانومول من التركيب الكلي للنيوكليوتيدات  25لسحب 
 Innisمْ وتحت ظروف التفاعل المثلى )71ثانية وبدرجة  25الدنا القالب القابل للترسيب خلال 

( وقد دفع النجاح الذي حققه هذا الأنزيم الباحثين والشركات المختصة إلى كلونة Gelfand ،2225و
فر تجارياا لينتج على نطاق واسع ويتو  E.Coliالجين المسؤول عن انتاجه ونقله إلى داخل بكتريا 

والذي يمتاز بالنقاوة العالية والدقة في إعادة  Almitaq ®DNA polymeraseوأصبح يعرف بأنزيم 
 .(Roch ،2222)مقارنة بالأنزيم الأصل  Reproducibilityنفس النتائج عند تكرار التجربة 
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 :The Primerالبادئ  -ب

( ترتبط بقالب شريط الدنا RNAمن الدنا أو الرنا )مفردة يعرف البادئ بكونه قطعة قصيرة 
الضرورية لبدأ عمل أنزيم بلمرة الدنا  OHالمحتوية على مجموعة الهيدروكسيل  2-المفرد عند النهاية 

(Zaid  ,وهناك عدة أنوع من البادئات تختلف في طبيعتها باختلاف نوع المؤشرات، 2222وآخرون ،)
مها مع مجين كل الكائنات، وقد تكون تلك ويمكن استخدا Universalفقد تكون ذات تتابعات عامة 

البادئات مصممة بشكل خاص ليتعرف على موقع متخصص متوزع بشكل عشوائي داخل المجين، 
 Amplified تحليلات وقد يصمم البادئ بوجود تسلسل معين في تركيبه كتلك المستعملة في

Fragment Length Polymorphism (ـAFLP) وDNA Amplification fingerprint 
(DAF) (Nelson وCaskey، 1992.) 

 :PCR bufferالمحلول المنظم أو الدارئ  -ج

 ضافةا المحلول المنظم هو المحلول الذي يحافظ على قيمة رقمه الهيدروجيني من التغيرات عند
حامض أو قاعدة إليه أو عند تخفيف المحلول, ويقوم هذا المحلول بعملية تنظيم عمل أنزيم البلمرة 

افظة على نشاطه، لذا أصبح هناك العديد منها وفقاا لنوع الأنزيم المستخدم. وتختلف هذه المحاليل والمح
المنظمة من حيث تركيز مكوناتها والرقم الهيدروجيني لها, إلا أن القياسية منها تحتوي على المكونات 

 281وبتركيز  KClيوم مللي مولر وكلوريد البوتاس 15بتركيز  2MgClالرئيسة مثل كلوريد المغنيسيوم 
فضلاا  82.مللي مولر ذي رقم هيدروجيني قدره  255بتركيز  Tri-HClمللي مولر والترس الحامضي 

ويتم تخفيفه أثناء تحضير التفاعل  25Xحجم/وزن من الجيلاتين ليصبح المحلول بقوة  %582عن 
 X 1 (Roch ،2222.)ليصبح 
 

 ية الفوسفات:النيوكليوسيدات منقوصة الأوكسجين الثلاث -د

Deoxynucleoside triphosphate (dNTPs) 

وهي عبارة عن القواعد النتروجينية الاربع مع سكر منقوص الاوكسجين وثلاث مجاميع من 
بدأا  OHالفوسفات والتي تشكل مادة بناء شريط الدنا والذي يقوم أنزيم بلمرة الدنا بإضافته إلى النهاية 

 وبطول يختلف حسب نوع المؤشرات المستخدمة وهي: من نقطة ارتباط البادئ بالقالب

Deoxy Adenosine Triphosphate (dATP) 

Deoxy Thymosine Triphosphate (dTTP) 

Deoxy Guanosine Triphosphate (dGTP) 
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Deoxy Cytosine Triphosphate (dCTP) 

التركيز  عتمد ذلكوتضاف هذه المكونات الأربعة بتراكيز متساوية ومناسبة لإجراء التفاعل وي
الجاهز لفعالية أنزيم  Mg++يؤدي إلى قلة الـ dNTPsوذلك لأن زيادة تركيز الـ Mg++على تركيز 
بتركيز البادئات المستعملة  dNTPs(، وكذلك يتأثر تركيز الـGelfand ,2225و Innisبلمرة الدنا )

المناسب تجريبياا  ويمكن الوصول إلى التركيز PCRوطول القطع المتضاعفة وعدد دورات الـ
(Newton وGraham ،1997.) 

 :DNA Templateقالب ألدنا  -هـ

وفرت طريقة سريعة وكفوءة للكشف عن وجود أو غياب تتابع  PCRإن التطور في تقنيات الـ
معين من قواعد الدنا في نموذج ما مما جعل بالإمكان تحليل مئات النماذج مرة واحدة وخاصة عند 

 Genomicلملائم الذي يمكن الحصول عليه من مصادر عديدة كالمكتبات المجينية توفير قالب الدنا ا

libraries  كما ويمكن الحصول على دنا الحيوانات والنباتات المختلفة وبشكل تجاري ومن مختلف
 الأنسجة والخلايا.

توجد عدة طرق لاستخلاص وتحضير الدنا، وهناك بعض المشاكل تبرز عند استخلاص الدنا 
لوجود السكريات المتعددة والمواد الفينولية وغيرها من  DNA degradationاتات وهي تحلل الدنا للنب

المركبات الثانوية في النباتات والتي تعمل على تحطيم الدنا أو تثبيط عمل الأنزيمات القاطعة وأنزيمات 
أكسدة  ون بني بسبببلمرة الدنا في المراحل اللاحقة كما تكون مستحضرات الدنا في هذه الحالة بل

، إذ تعد هذه المواد عوامل مؤكسدة قوية تعمل على تحطيم Quinoneالمواد الفينولية إلى مركبات الـ
الدنا والبروتين، لذلك لا يمكن الحصول في هذه الحالة على الدنا بوزن جزيئي عالٍ من النبات، لذلك 

ختصار خطوات العمل لتتوافق مع يجب اختيار طريقة استخلاص مناسبة لتجنب المشاكل أعلاه وا
ة التي المشاكل الرئيس السريعة والتي تتطلب خطوات أقل لتجنب التلوث الذي يعد من PCRتقنيات الـ

 .تصاحب تلك التحليلات، وهناك عدة طرق اعتمدت للاستخلاص مستندة على المبدأ أعلاه

( 2222وآخرون ) Benitoقة وفي نخيل التمر لجأ العديد من الباحثين إلى استخلاص الدنا بطري
والتي تعالج ومنذ الخطوة الأولى أغلب المشاكل التي تكتنف استخلاص الدنا النباتي فضلاا عن كونها 

؛ 9555؛ والخطيب،  2222وآخرون،  Weigantطريقة فعالة لعزل الدنا من النبات والفطريات )
وآخرون,  Trifi(، ومنهم )2222)وآخرون  Aitchitt (، فيما لجأ آخرون إلى طريقة9552وجبرائيل، 

وآخرون  Dellaporta( في حين قام البعض الآخر باتباع طريقة 9559وآخرون,  Hussein؛ و9555
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و قام في تونس  صنفاا  .2( الذين قاموا باستخلاص الدنا لـ9559وآخرون,  Zehdi( ومنهم )22.2)
(Al-Khalifha وAskari ,955.) نفاا تجارياا في السعودية.ص 22لـ الدنا بهذه الطريقة بعزل  

 :Thermocyclerجهاز المبلمر الحراري  -و

 PCRإن اكتشاف جهاز المبلمر الحراري ادى إلى تجاوز الكثير من المحددات المهمة لتقنية الـ
عند بداية اكتشافها، إذ كانت تستعمل طريقة النقل اليدوي للنماذج بين الحمامات المائية للحصول على 

, ويعد هذا الجهاز من أهم متطلبات تفاعل PCRارية المطلوبة لكل دورة من دورات الـالدرجات الحر 
 .2، ولقد تم تطوير هذه الأجهزة من ناحية استيعابها لعدد أكبر من العينات تصل إلى حوالي PCRالـ

حفرة بدلاا من الأنابيب، وهذا يسرع في عملية تحضير النماذج وكذلك الكشف عن النواتج. وعلى 
عموم يؤثر الجهاز المستعمل في نتائج التفاعل والمدة المستغرقة في كل دورة وعدد الدورات والوقت ال

( والذي يفضل أن يكون أقصر ما يمكن، وذلك ليمنع Ramp timeالمستغرق بين دورة وأخرى )
 (.22.2وآخرون,  Sambrookاستطالة البادئات المرتبطة بالمواقع الخطأ )

 :PCR stagesالتِاعفي لسلسلة الدنا  مراحل التفاعل 2-4-2

( بثلاث مراحل أو خطوات أساسية تتكرر في كل دورة من دورات PCRلقد تم تحديد تفاعل الـ )
 التضاعف ولمدة زمنية محددة، وهذه المراحل هي:

 
 :Denaturationالمسخ  -1

 Double strandاسية في تحضير دنا القالب مزدوج السلسلة الأستعد هذه المرحلة الأولى و 
أثناء الطور البيني من  In vivoللعمليات اللاحقة. ومن المعروف إن تلك العملية تحدث في الخلية 

ذ أن ارتباط الشريطين  Topoisomeraseوالـ DNA Helicaseالانقسام الخلوي وبواسطة أنزيمي الـ وا 
ريطين، تؤدي إلى فتح الش يكون عن طريق الأواصر الهيدروجينية فقد وجد بان الحرارة العالية ايضاا 

وذلك برفع درجة الحرارة لمحلول  PCRوقد استثمرت هذه الظاهرة في تحقيق المرحلة الأولى من الـ
( دقائق للحصول على 1–2مْ( ولوقت يتراوح بين )21–29التفاعل والذي يحتوي على قالب الدنا من )

ية لية المسخ على عدد من العوامل كنوعشريط مفرد ليعمل كقالب لبناء القطعة المكملة لها وتعتمد عم
 (.Thilly, 2222و Cha ؛Fincham ,22.2ومصدر دنا القالب ونوع الأنزيم المستخدم )
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 :Primer annealingمرحلة ارتباط البادئ  -2

وهي المرحلة التي تأتي بعد مرحلة المسخ مباشرة، إذ يتم فيها ارتباط البادئات مع التتابعات من 
جينية المكملة لها في الشريط المفرد من الدنا القالب وذلك ببناء الأواصر الهيدروجينية القواعد النترو 

الزمنية اللازمة لهذه المرحلة على العديد من العوامل التي  ةفتر ال بينهما. وتعتمد درجة الحرارة وطول
ب درجة الحرارة ، ويتم احتساG+Cتحدد كفاءتها, ومنها تركيز وطول البادئ ونسبة احتوائه على قواعد 

اللازمة للارتباط من خلال تطبيق إحدى المعادلات الحسابية الملائمة لطول البادئ وذلك لاستخراج 
والتي يمكن حسابها  Melting Temperature (Tm) منه %15الدرجة الحرارية الحقيقية لتفكك 

 على وفق المعادلة الآتية:

Tm  عدد قواعد =T + A) × 2  ْعدد قواعد ( م +C + G) × 4  ْم( 

نيوكليوتيدة، أما  95إلا أن هذه المعادلة تكون ملائمة للبادئات ذات التتابعات القصيرة دون 
 نيوكليوتيدة فإن المعادلة الآتية تكون مناسبة لها: 25–95البادئات التي يتراوح طولها من 

 [(T + A) + (G + C)×  9] .287+  99درجة الحرارة المثلى للالتحام = 

معادلات أخرى لأنواع أخرى من البادئات، إلا أن نتائج أغلب البحوث أشارت إلى أن وهناك 
درجة حرارية إلى الناتج لتعطي درجة الحرارة المثلى  29–2المعادلة الأولى هي الأشمل مفضلاا عن

 (.Graham ,2227و Newtonللارتباط )

 :Extension stageستطالة الا مرحلة -3

 OHإلى النهاية  dNTPsالـاضافة وتتضمن عملية PCRتفاعل الـ وهي المرحلة الأخيرة من
للبادئ عند منطقة ارتباطه بقالب الدنا لتكوين شريط دنا مكمل لذلك القالب من قبل أنزيم البلمرة ، وأن 

الأستطالة وهي الدرجة الملائمة لإعطاء أعلى فعالية للأنزيم وهي  أفضل درجة حرارية تتم فيها عملية
لمدة اللازمة لذلك فتختلف حسب نوع المؤشرات المستخدمة والمؤشرات التي تعطي نواتج مْ أما ا79

تضاعف كبيرة الحجم تحتاج إلى وقت أطول من تلك التي تعطي نواتج تضاعف قصيرة وذلك لقدرة 
نيوكليوتيدة في الثانية وعلى  255–21على بناء  Taq DNA polymeraseأنزيم البلمرة المستخدم 

وذلك  PCRدقائق( في الدورة الأخيرة لتفاعلات الـ 25اللازمة للاستطالة أطول ) المدة ونالعموم تك
(. وتجدر الإشارة إلى أن عدد 2225وآخرون,  Williamsلضمان استطالة جميع نواتج التفاعل )

دورة كافية للحصول على عدد نسخ ملائمة للدنا  75وهي  PCRالدورات المستخدمة في تفاعلات الـ 
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ف بحيث يمكن رؤيتها عند الكشف عنها باستخدام هلام الاكاروز، كما أن فعالية الأنزيم تقل بعد الهد
 (.Graham ,2227و Newtonذلك العدد من الدورات )

فيتم بعدة طرق أكثرها شيوعاا الهجرة الكهربائية باستعمال هلام  PCRأما الكشف عن نواتج الـ
خدام يثيديوم والكشف باستخدام الأشعة فوق البنفسجية أو باستالاكاروز والتصبيغ باستخدام بروميد الا

هلام متعدد الاكريل أمايد والتصبيغ باستخدام نترات الفضة مع الكشف المباشر بالعين المجردة وأن 
 (.22.2وآخرون,  Samrookهاتين الطريقتين تستغرقان عدة ساعات )

 نواعها:وأ PCRأهمية مؤشرات التفاعل التِاعفي لسلسلة الدنا 

بتفردها بعدة مميزات كالدقة والخصوصية والحساسية العالية في  PCRتكمن أهمية تفاعل الـ
الأستغناء عنها في  الكشف عن قطعة دنا معينة ضمن الآلاف من القطع، لذلك أصبحت لا يمكن

ج لتحليل ادراسات الوراثة الجزيئية، فضلاا عن أنها طريقة عمل سهلة نسبياا وسريعة وخاصة عند الاحتي
يجاد البصمة  عينات عديدة. لذلك فقد أصبح لهذا التفاعل تطبيقات واسعة منها دراسة التنوع الوراثي وا 
الوراثية وكذلك في مجال التربية والتحسين للحيوانات والنباتات الاقتصادية إذ استخدمت هذه التقانة 

؛ Kahl ,1995و Winterدة )لتسهيل نتائج التضريب والتهجين عند محاولة استنباط أصناف جدي
(، وكذلك استخدمت في مجال تشخيص الأمراض المختلفة كالأمراض .222وآخرون,  Longridgeو

قانة الأساسية لهذه التفاعلات. وتجري حالياا باستخدام ت تناد إلى المبادئسالوراثية والوبائية وذلك بالأ
فيروسات ب الكبد والأنفلونزا والحصبة و تشخيص الإصابات الفيروسية للإنسان, كفيروس التها PCRالـ

(، H5N1(، وفيروسات أنفلونزا الطيور مثل الفايروس )HIVنقص المناعة المكتسبة الإيدز )
وآخرون،  Trani؛ و2222وآخرون،  Escaich؛ و..22وآخرون،  Ouوالأمراض السرطانية )

ق الشرعية ومجال التحقي(، كذلك أصبحت من التقانات التي يعتمد عليها في تحديد الأبوة .955
(. مما تقدم تظهر .Johnson 222و Raven) Forensic medicineالجنائي والطب العدلي 

الأهمية الكبيرة لهذه التقانة واستخداماتها الواسعة مما دعا الباحثين إلى العمل الدؤوب والمستمر لإيجاد 
د عن العدد الكبير الذي تحقق منها وق أنواع جديدة من مؤشرات الدنا المعتمدة على هذه التقانة فضلاا 

 إلى قسمين رئيسين هما: PCR( بتقسيم مؤشرات ألدنا المعتمدة على الـ2227وآخرون ) Karpقام 
 : أنواع المؤشرات حسب موقعها على المجين 2-4-3

 المؤشرات التي تستهدف مواقع متعددة من المجين 2-4-3-1
Multilocus Profiling Techniques PCR- based markers 
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 :وهذه تشمل

المؤشرات التي تستخدم بادئات عشوائية تماماا كمؤشرات نسق النواتج المتضاعفة المتعددة  -أ
تشمل بدورها مؤشرات  (MAAP Multiple Arbitrary Amplicon Profiling) العشوائية

 (Randomly Amplified Polymorphic DNA)التفاعل العشوائي متعددة الاشكال لسلسلة الدنا
(Caetano-Anolles والتفاعل العشوائي لتسلسل الدنا أو الـ1991، وآخرون )(Arbitrary 

Primed PCR) وتمتاز بكونها تحتاج إلى بادئات مشعة بالنظائر, ويتم الكشف عن النواتج ،
ة بين يالمتضاعفة باستخدام هلام متعدد الاكريلامايد واستخدمت هذه المؤشرات في دراسة العلاقة الوراث

وهي تختلف  (DNA Amplification Fingerprinting)الانواع النباتية وبصمة الدنا المتضاعفة 
عن المؤشرات السابقة في ظروف التفاعل وطريقة فصل النواتج المتضاعفة والتي تتم باستخدام هلام 

ن تركيز عمتعدد الاكريلامايد وطريقة الكشف المعتمدة على صبغة نترات الفضة الحساسة للكشف 
 الدنا الذي يصل إلى البيكوغرام.

كمؤشرات  Semiarbitrary Primers المؤشرات التي تستخدم فيها بادئات شبه عشوائية -ب
 Amplified Fragment Length Polymorphism AFLPتباين أطوال قطع الدنا المتضاعفة 

(Vos  ,2221وآخرون.) 

كمواقع محددة متوزعة داخل المجين  المؤشرات التي تستخدم فيها بادئات متخصصة -ج
 Simple(، ومؤشرات التتابعات القصيرة المتكررة2225وآخرون،  Alu- Sinnett) PCRكالـ

Sequence Repeats – SSR (Weising  ,222وآخرون..) 
 المؤشرات التي تستهدف موقع محدد معروف التسلسل 2-4-3-2 

Sequence Targeted and Single Locus PCR Marker 

إن تطبيق هذا النوع يحتاج إلى معرفة تسلسل موقع الدنا الهدف الذي ليس بالضرورة أن يكون 
في النواة، بل قد يكون في المايتوكوندريا أو الكلوروبلاست في الخلايا النباتية والحيوانية، ومن الأمثلة 

 :على هذا النوع من المؤشرات

Alpha – Amylase Gene Analysis (Ko وHenry ,222. )Ribosomal Gene 

Analysis (Storage protein analysis.) 
 مؤشر التِاعف العشوائي المتعدد الاشكال لسلسلة الدنا  2-4-4
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 (RAPD) Randomly Amplified Polymorphic DNA 

، وآخرون Williamsحديثة نسبياا بدأ العمل بها مطلع التسعينات من القرن المنصرم ) انةهي تق
بمسح كامل الهيئة للكرموسوم الكائن عشوائياا للكشف عن أي تغيرات وراثية في مادته (. تسمح 2225
 الوراثية.

بادئ مؤلف من عشرة قواعد نتروجينية )ذات تتابعات عشوائية لكن  انةيستعمل في هذه التق
 على بادئ واحد انةعلى الأقل(. لا يقتصر استخدام هذه التق %15بنسبة  GCغالباا ما تحتوي على 

معين إنما يُستعمل فيها عدة مئات من البوادئ يرمز لكل منها بأحد الأحرف الإنكليزية الستة والعشرين 
 (.95←52هو من ) رقمال وعن يمينه رقم، ومجال هذا

( Primers 195=  .9×95وبالتالي يكون عدد البادئات المستخدمة في هذه التقنية هو: )
( الأمريكية حق بيع هذه البرايمرات، لذا Operonنت شركة )وكلها معروفة التسلسل النكليوتيدي. تب
. يتراوح عدد القواعد النتروجينية في  Operon Primersسماأصبحت هذه البرايمرات تعرف عالميا ب

قاعدة نتروجينية، ومحتواها من  29و 2عادة بين  RAPDالبادئات العشوائية المستخدمة في تقانة الـ
تابعات مصممة بشكل عشوائي، إلا أنها لا تحتوي على تتابعات متممة ، وهي ت%5.-15بين  G,Cالـ

 لبعضها.

بادئ واحد فقط استخدام  يتم RAPDـانة (، ولدى تطبيقه على تقPCRدام تفاعل الـ)استخب
لوسط التفاعل على أن يتم استخدام أكثر من بادئ بإعادة التجربة في كل مرة وباستخدام نفس البرنامج 

ن مع نبات آخر من نفس النوع، فإذا لاحظنا أي تغيير في تواجد القطع الناتجة لك PCRفي جهاز 
وراثية  على وجود اختلافات عن عينة النبات الأول مع القطع الناتجة عن عينة النبات الثاني فهذا يدل

 بين العينتين.

لتقنية من ي هذه امما سبق نستنتج أن كثافة القطع على هلام الأكاروز غير مهم إنما تبرز الأهمية ف 
 وجود أو غياب هذه القطعة.تتميز هذه التقنية بمميزات عدة ومنها:

 Hanotte (9551:)و Mburuهم المميزات التي وضحها أومن 

 تقانة سهلة سريعة. .2

 نانو غرام فقط. DNA 5-50كميات قليلة من الـ .9

 لا حاجة لمعلومات مسبقة عن الجينوم المدروس. .2
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 ة.تكاليفها زهيد 7

 مفيد في دراسة المجموعات ذات الأعداد الكبيرة من الأفراد. .1

قدرة هذه المؤشرات في الكشف عن مواقع متعددة من المجين بسبب ارتباط البادئات بأكثر من  ..
 .موقع بالإضافة إلى توزيع تلك المواقع بانتظام على طول المجين

كن استخدام البادئ الواحد مع مدى واسع حيث يم Universalالبادئات المستخدمة فيها عامة  .7
 .من الكائنات الحية وبالتالي امكانية تطبيق هذه المؤشرات على مدى واسع من الأنواع

 لا يتطلب استخدامه وجود مواد مشعة.  ..

 ومنهافضلا عن مساوى عديدة 

 الحزم ذات الوزن الجزيئي الواحد قد لا تكون متماثلة. .2

( aaو AAة أو عدم وجودها فقط اي انها تميز بين النمطين الوراثيين )تكشف عن وجود السياد .9
 (.Aa و AAوتعجز عن التميز بين النمطين )

  نتائجها غير قابلة للتكرار  .2

 تطبيقات عديدة وهي: انةورغم ذلك فان لهذه التق

 دراسة القرابة الوراثية. .2

 التباينات الوراثية بين وضمن النوع والعشيرة. .9

  خرائط الارتباط الوراثي. .2

لرسم الخارطة الجينية لنخيل التمر باستخدام مؤشرات  بحثاا  El-Kharbotly (1998)جرىأ
 .النخيل وعزل قطعة دنا متوقع أن تحدد جنس النخيل المذكرإذ استخلص دنا بادرات  AFLPالدنا 

دنا ل لسلسلة ال( باستخدام مؤشرات التضاعف العشوائي المتعدد الأشكا9555قامت الخطيب )
RAPD  في تمييز جنس وأصناف ذكور نخيل التمر في محاولة لإيجاد مؤشرات وراثية مرتبطة

بتحديد الجنس في أشجار نخيل التمر، كذلك الكشف عن التباينات الوراثية لاستخدامها كمؤشرات في 
ها, إذ أجريت ثية بينالتمييز بين أصناف ذكور نخيل التمر الشائعة في العراق والبعد والعلاقة الورا

الدراسة على ثلاثة أصناف مؤنثة هي برحي وخضراوي ومكتوم وتسعة أصناف مذكرة هي غنامي 
أحمر وغنامي أخضر وغلامي وذكر عادي وخكري وسميسمي ووردي وكريطلي ورصاصي باستخدام 
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ول صمنها دلت نتائجها على وجود تباينات عديدة وواضحة, وتم الح 22انتخبت  RAPDبادئ  25
حزمتين مميزة  OPI14و OPC08حزمة, أظهر البادئان  29-1على عدد من الحزم تراوحت 

(Polymorphic)  في جميع الذكور وفقدت في أصناف الإناث أن العلاقة بين ظهور هاتين الحزمتين
 .والتعبير الجنسي قد يعد مؤشراا وراثياا مرتبطاا بالجنس في نخيل التمر

تعد  RAPD( إلى ان مؤشرات الـ .955) Al-Askariو Al-Khalifahالباحثان  شارأ
وسيلة فعالة في الكشف المبكر عن التغايرات الوراثية التي تحصل في النباتات المنتجة من زراعة 

 الأنسجة النباتية وذلك في دراسة لثلاث أصناف من نخيل التمر السعودية.

يل التمر الجافة المصرية ( بحثهم على سبعة من أصناف نخ.955وآخرون ) Younis تأجر 
أربعة أصناف منها مؤنثة وهي ساكوتي وبرتمودا وملكابي وداجانا وثلاثة أصناف أخرى مذكرة وهي 

 RAPDساكوتي وملكابي وداجانا باستخدام مؤشر التضاعف العشوائي متعدد الأشكال لسلسلة الدنا 
, A10م اختيار سبعة بادئات وهي بادئ مستخدمة على نباتات أخرى بنجاح ثم ت 25إذ قاموا باختبار 

A12 ,A13 ,D5 ،D7 ,D10 ،D20  حزمة متضاعفة لهذه الأصناف  252تم الحصول على
(، وأعلى نسبة تضاعف للحزم كانت للصنف المذكر ملكابي %75)تباينةحزمة كانت م .7السبعة 

, وأعلى حزمة ..حزمة، بينما أقل حزم وجدت في صنف دجانا المؤنث حيث كان عدد الحزم  71
حزمة، بينما أقل حزم تكونت عند استخدام  97فقد كانت  D5عدد حزم تكونت عند استخدام برايمر 

حزمة متضخمة كان كاف لاستخدامه لتحديد الجنس، إذ  91حزم.إن وجود  .بلغت  اذ D20البادئ 
لنسبة حزمة كمؤشر سلبي. با 29حزمة مميزة مؤشراا إيجابياا، بينما احتسب غياب  22عدَ ظهور 

نقاط، بينما أقل مؤشر كان للصنف  7للأصناف أعلى مؤشر لتحديد الجنس احتسب لصنف داجانا 
المذكر ساكوتي وللصنف المؤنث برتمودا، إذ حصل كل منهما على نقطة واحدة. لقد أظهرت البادئات 

A10 ،A12 ،D10  في الأصناف  زوج قاعدي على التتابع 55.، 715، 725حزماا مميزة بأوزان
، 275ظهرا حزماا مميزة بأوزان  A12, D10المؤنثة، ولم تظهر في الأصناف المذكرة، بينما البادئان 

  ظهرت في الأصناف المذكرة الثلاث دون المؤنثة. زوج قاعدي على التتابع 71.

 : Nested Polymerase Chain Reaction شعبتفاعل البلمرة المتسلسل المت 2-4-5

هو سلسلة تفاعل بلمرة محور إذ يستخدم البادئ للمرة الأولى وبعد  :تفاعل البلمرة المتشعب
الحصول على الحزمة الهدف تقطع الحزمة من الهلام وتعزل وتنقى ويعاد عمل بلمرة لها مع البادئ 

 . نفسه، أي أجراء عملية بلمرة للبادئ لمرتين
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ستخدم البلمرة الأولى وتالهدف من هذه العملية تقليل الحزم غير المتخصصة الناتجة من عملية 
ولغرض التحليل الجيني  Sequencingهذه الطريقة لغرض معرفة تسلسلات القواعد النتروجينية 

Genetic analysis ية مع أبحاث سو والتي تسير  وهذه الطريقة هي مفتاح للأبحاث الجينية المختبرية
والأبحاث البشرية  DNA Forensicsلأبحاث الدنا الشرعية  Fingerprintingالبصمة الوراثية 

 (.Darai ،2229و Becker) Human Geneticases الجينية
 مؤشرات التتابعات المتباينة المِاعفة المنشطرة  2-4-6

Polymorphic Sequence (CAPS) Cleaved Amplified 

تتضمن  انةهذه التق PCR-RFLPوتسمى عادة  RFLPو PCRهذه المؤشرات هي خليط من 
يتبعها هضم بواسطة أنزيمات التقييد. ومن هنا فإن مؤشرات  PCR استخدام جهازهدف بتضخيم الدنا ال

CAPS  لنواتج تضاعفتعتمد على الاختلاف في أنماط هضم أنزيمات التقطيع PCR  الناتجة بفعل
هي القطع  CAPSبلمرة القواعد النتروجينية بين العينات. الخطوة الحرجة المهمة في منهجية مؤشر 

 ، وأخيرا إعداد أو توزيع المواقع المتعددة الأشكال.لنواتج البلمرة  الأنزيمي

 العديد من المزايا: CAPSلمؤشرات الـ

 PCRبما أن تحضير القطع المتباينة الأطوال يعتمد في هذه المؤشرات على تضخيم القطع بتقانة . 2
ي ى من المؤشرات التلذلك فهي سهلة جداا ولا تحتاج إلى وقت طويل مقارنة بتحاليل أنواع أخر 

 تتطلب التهجين من خلال وصمة سوذرن.
هي أكثر فائدة كمؤشر  ESTsالمشتقة من مناطق واسمات تسلسلات التعبير  CAPSبادئات . 9

بالمقارنة مع المؤشرات  comparative mappingوراثي يستخدم في دراسة رسم الخرائط المقارن 
 ت التتابعات الترادفية الجينومية.المأخوذة من تتابعات غير فعالة مثل مؤشرا

 CAPSتتوارث تبعا للسيادة المشتركة. وعلى الرغم من ذلك فإن قابلية الـ CAPSإن مؤشرات الـ. 2
بسبب أن تأثير تغير  AFLPوالـ SSRعالة كما في الـف ليست DNAعلى كشف التعدد الشكلي للـ

 DNA لـعد أساسيات لكشف تعدد أشكال االنيوكليوتيدات لمواقع الهضم الخاصة بأنزيمات التقييد ت
يكون فقط في حالة الطفرات التي  CAPS. بمعنى آخر فإن عمل مؤشرات الـCAPSبواسطة الـ

تحدث في المواقع التعريفية لأنزيمات التقييد المستعملة طور بعض الباحثين مؤشرات بديلة تسمى 
(d CAPS) Derived CAPS موجودة في الـالتي تتجاوز المعوقات والمشاكل ال CAPS  بواسطة
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والتي تستعمل في تخليق التعدد الشكلي المعتمد  PCRتكوين حالة عدم وجود التطابق في بادئات 
  على الطفرات المطلوبة.

 CAPSة انأي لا توجد تباينات فتستخدم تق monomorphicبعد بلمرة الدنا إذا كانت النواتج 

(Cleaved Amplified Polymorphic Sequence)  بعد الحصول على الدنا بعد إجراء تفاعل
 البلمرة يقطع الدنا بأحد أنزيمات القطع بعدها يتم الحصول على تباينات جديدة )قطع جديدة(.

هي الطريقة الوحيدة  PCR( أن تفاعل البلمرة 9529وآخرون ) Al-Mahmoudأوضحت 
( التي قاموا بها لربما أصبحت CAPSوالسريعة والحساسة لفحص منطقة الارتباط الجنسي، وأن تجربة )

لتضخيم الدنا  RAPDمتخصصة بصورة كافية لتحديد جنس نخلة التمر, وذلك أولاا باستخدام بادئات 
, وفي اا كهربائيترحيلاا رحلت النواتج  و Bcl ، Hpa II  ,RsaIثم استخدام أنزيمات القطع )هضم( 

فقط بدون الهضم بالأنزيمات  PCRمن تفاعل تجربة ثانية صمموا طريقة اخرى باستخدام خطوة واحدة 
اعتماداا على صفة التغاير الوراثي العالي في منطقة الارتباط الجنسي, وذلك لتقليل خطوات العمل 
وتسهيله، أي عدم استخدام الهضم بالأنزيم وذلك بتصميم بادئات ترتبط لتعطي حزم ذات التعدد الشكلي 

 )مميزة(.

 باستخدام مؤشر التتابعات الترادفية القصيرة  تمييز جنس نخيل التمر 2-4-7
Microsatellite or Simple sequence Repeats markers (SSRs):  

مؤشرات التتابعات البسيطة المكررة وهي إحدى مؤشرات الدنا الحديثة والمتمثلة بإمكانية تسمى و 
 Sequence Repeats Simpleالكشف عن التباينات لمناطق من الدنا لها تتابعات متكررة ترادفياا 

( زوج قاعدي، وتنتشر على معظم مناطق مجين الكائنات وتحدد مثل هذه 1–2يتراوح طولها من )
لكل  Unique Sequenceذات تتابعات فريدة  Flanksالمناطق من المكررات حافات أو جوانب 

ذا النوع من المؤشرات به PCRمنطقة مكررات، وكذلك تكون مميزة للنوع، لذا تصمم بادئات تفاعلات الـ
هو أنها  AFLPلتكون متوافقة مع هذه الجوانب. ومن مميزات هذه الطريقة بالمقارنة مع المؤشرات الـ

ترتكز على إظهار التباينات الوراثية في المناطق الجانبية لمواقع المكررات الترادفية الموجودة بصورة 
 Guptaقوم الباحث ببناء تلك الجوانب )ي AFLPطبيعية في مجين الكائن، بينما في مؤشرات الـ

 Repeat Simple Sequence مؤشرات(. وفي مجال نخيل التمر استخدمت .222 ،وآخرون

Inter صنفاا من الأصناف التونسية وذلك باستخدام بادئات مناسبة  .2في تحديد العلاقات الوراثية بين
قدير د من الحزم المتباينة تم من خلالها تتكون مكملة للتتابعات المتكررة، وقد تم الحصول على العدي

 Salah(. وفي تونس أيضاا قام الباحثان 9559وآخرون،  Zehdiالبعد الوراثي بين هذه الأصناف )
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صنفاا من أصناف نخيل التمر مستخدمين مؤشرات  21( في تحليل التباين الوراثي لـ9552) Helailyو
وبواسطة التحليل التجميعي، ثم تقسيم هذه  PCRالـإذ تم اعتماد أربع بادئات في تفاعل  ISSRالـ

الأصناف إلى مجموعتين. وأكدت الدراسة كفاءة هذا النوع من المؤشرات في التمييز أو التشخيص بين 
الأصناف المدروسة بسبب التكرار العالي للتتابعات المتكررة الترادفية الثنائية والثلاثية في مجين نخلة 

 التمر.

مؤشرات تستخدم بادئات متخصصة كمواقع محددة متوزعة داخل المجين وهي  SSRمؤشرات 
؛ Rentz ،1984و Tautz, وهي تقنية أكتشفت وطورت من قبل )SSRذات تتابعات قصيرة متكررة 

حدى المؤشرات الجزيئية إ Microsatelite القصيرة (. تعد التتابعات الترادفيةLuty ,22.2و Littو
Molcular markers في البيولوجيا الجزيئية لدراسة التباينات الوراثية  المستخدمة

Polymorphism إن فحص المايكروستلايت يظهر تمايز .polymorphisim (متعدد الأشكال )
 وينتج أعداداا كبيرة من الاليلات. عالٍ 

 ولهذه التقنية عدة مصطلحات:

• (SSR) Simple Sequence Repeats 

• (SSLP) Simple Sequence Length Polymorphism 

• (STMS) Simple Tagged Microsatellite 

وهي إحدى مؤشرات الدنا الحديثة والمتمثلة بإمكانية الكشف  Microsatellitesتسمى أيضاا 
يتراوح  Sequence Repeats Simple عن التباينات لمناطق من الدنا لها تتابعات متكررة ترادفياا 

معظم مناطق مجين الكائنات وتحدد مثل هذه المناطق  ( زوج قاعدي وتنتشر على1–2طولها من )
لكل منطقة  Unique Sequenceذات تتابعات فريدة  Flanksمن المكررات حافات أو جوانب 

بهذا النوع من المؤشرات لتكون  PCRمكررات، وكذلك تكون مميزة للنوع لذا تصمم بادئات تفاعلات الـ
 متوافقة مع هذه الجوانب. 

 التقنية كمؤشر جزيئي من خلال:وتكمن قوة هذه 

في جينوم سمك القط الذي  microsatelliteتسلسل  79.9كثرة تكرارها في الجينوم حيث وجد  -2
 (.98.7Kbpواحد كل  microsatellatie)أي  bpمليون  2287يبلغ 
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توزيعها على الكروموسات في المناطق غير مشفرة )غالباا في التيلومير والسينترومير,  -9
الذي يعطي بولي كلوتامين الذي  CAGت, وحتى داخل المناطق المشفرة مثل تكرار والانترونا

 يسبب التخلف العقلي.
 .PCRذات حجم موقع صغير لا يتجاوز بضع مئات يمكن الكشف عنها بسهولة بتفاعل الـ -2
 ذات طبيعة مشتركة السيادة. -7
 الشكلي. عددتعطي مستوى مرتفع من الت -1
 سهلة التكاثر أو التناسل -.

على اختلاف الحجم الذي يسببه اختلاف عدد الوحدات  microsatelliteالشكلي للـ عددد التيعتم
-9إلى  microsatelliteالتكرارية بين الاليلات في الموقع الفريد.وتصل نسبة الطفرات في مواقع الـ

25 (Ellegren ،9555.وهي أكبر نسبة من نسب الطفرات في المواقع غير التكرارية ) 
 (SSRs) التتابعات الترادفية القصيرةنواع مؤشرات أ 2-4-7-1

( بكثرة وبشكل عشوائي في مجين SSRs)التتابعات الترادفية القصيرة تتواجد وتتوزع مؤشرات 
 (.955خولاني )وقسم الالفرد وقد تكون في المنطقة المشفرة أو غير المشفرة في مجينات حقيقية النوى، 

 :إلى نوعين SSRمؤشرات 

مناطق الالتي تتواجد ضمن مواقع المورثات في  SSRوهي عبارة عن مناطق  - EST-SSR -أ
ثم تترجم إلى بروتينات )المناطق المشفرة من  mRNA( التي تنسخ إلى Exonsالمشفرة )
 المورثة(.

التي تتواجد في المناطق غير المشفرة حيث تتواجد مؤشرات  SSRعبارة عن مقاطع  -g-SSR -ب
SSR ين المورثات على المجين.ضمن المناطق الفاصلة ب 

 والتظهير: PCRالـ  نواتجطرق فصل 

الطريقة الأولى: باستخدام هلام الاكروز وذلك يحدث بشروط خاصة في فصل وتصبيغ حزم الـ  .2
SSR :وهي 

a.  زوج قاعدي. 25أقل فرق بين الأليلات أكثر من 

b. ( زوج قاعدي.155-255طول القطعة المضخمة لا يقل عن ) 

أكرل امايد عند الترحيل الكهربائي بدلاا من هلام الاكاروز  متعددقة الثانية: استخدام هلام الطري .9
 لقدرتها العاليةعلى التمييز، إذ ممكن أن تظهر الاختلاف في زوج قاعدي واحد.
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 capillariesأو نظام الأنابيب الشعرية  Sequencer (slab gel).الطريقة الثالثة: استخدام جهاز 2
، البادئات المستخدمة موسومة كيمائيا ويتوهج بعدة ألوان أخضر أو أصفر وفي DNAع لفصل قط

 بادئات كلٍ منها معلمة بلون مختلف. 2هذه الحالة يمكن استخدام 

 :SSR محاسِن ومميزات الـ 

( كافية لتطبيق تفاعل ng 100←10الكمية ) د( إذ تُعDNAتحتاج إلى كمية قليلة من الـ ) -2
 (.Microsatelliteنة الـ )( في تقاPCRالـ)

 ( متوفر بشكل كبير في جينوم جميع الكائنات تقريباا.Microsatelliteإن التسلسل الـ ) -9
 تتوزع بشكل عشوائي على الجينوم . -2
(، لذا Microsatellite( في مناطق الـ)Polymorphismغالباا ما يكون هناك تباين وراثي ) -7

خدامنا يئي للتميز بين الأصناف المختلفة وراثياا، فإذا استفبإمكاننا استخدام هذه التقانة كمؤشر جز 
( للتمييز بين نوعين فإنه قد تصل درجة الاختلاف فيما بينها )فيما تظهره Primers 255مثلاا )

 (.5.لنا هذه التقانة( لحوالي )%
ة واحدة مر  تقانة دقيقة جداا لدرجة أن البادئ المصمم لدينا لموقع محدد قد لا يظهر هذا الموقع إلا -1

 على طول الجينوم.
( أي أنها قادرة على الكشف عن السيادة Co-dominanteيمكن اعتبار هذه التقانة بأنها ) -.

 المشتركة )كلا الأليلين(.
 .(RAPD)يُمكن تكرارها في أي وقت ومكان مع احتفاظها بنفس النتائج خلافا لتقانة الـ -7
(Barone  ،؛ 2000وآخرونErhard وWeimann ،9557) 

 مساوئ هذه التقنية هي:

ة فالعمل في هذه التقانة يُحتّم علينا دراسة النوع المُستخدم في هذه التقانة يتكاليف العمل بهاعال -2
 دراسة كاملة.

( وذلك لكل موقع ترادفي وهذا الشيء Two Primerتحتاج هذه التقانة إلى استخدام بادئين ) -9
 متعب ومُكلف أيضاا.

 27صنف من نخيل التمر التونسية باستخدام  71بحث على ( ب2002وآخرون ) Zehdiقام 
 Korperlainenو El-Shibliاليل لكل موقع, وقام الباحثان  7827موقع مايكروستلايت حصل على 
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موقع  .2صنفاا من نخيل التمر السوداني والمغربي وباستخدام  ..( بتجربة على 9552)
 قع.اليلا لكل مو  9287مايكروستلايت، فوجد الباحثان 

بحثاا لتمييز جنس نخيل التمر باستخدام مؤشر  Al-Qaradawi (2009)و Ahmedكما أجرى 
 و mPdCIR0 44 اتمايكروستلايت يحتوي على التسلسلات القصيرة المتكررة باستخدام بادئ

mPdCIR0 32 وmPdCIR078  أظهر البادئ  255-255حزم لل الجزيئي وزنال كانو .
mPdCIR078 219-.22 وزن جزيئي مدى. 

لتمييز جنس نخيل التمر باستخدام مؤشر  بحثاا ( Mattat) ،9529و Elmeerأجرى الباحثان 
لتمييز جنس نخلة التمر,  Simple Sequence Repeats (SSR)التتابعات القصيرة المتكررة 

موقع  917صنفاا مزروعة في قطر, حدد  27ولأصناف بلغ عددها  SSRزوج من بادئات  27استخدم 
 29عينات مذكرة من  2موقعاا منها لتمييز  99اليلا لكل موقع. حدد  ..8.لايت وبمعدلمايكروست

وزن جزيئي ذات  hetrerozygousكذلك حددت الاليلات المختلطة , %71عينة مذكرة ، أي بنسبة 
عينة  29مرات خاصة في  7عادت للظهور  mPdCIR048من استخدام البادئ  الناتجة 2.5-225

 ناث لنخلة التمر.أعينة  227 مرة في ذكور ولم تظهر ولا

لأثني  (Principile Coordinate Analysis PCoA)المكون الرئيسي  مبادئ تحليل
عينة مذكرة و لسبعة عينات مؤنثة من نخيل التمر أوضحت مجموعتين مستقلتين من الذكور عشر 
 وعند Polymorphic Information Content Analysis 0.65 (PIC)وكانت قيمة  ,ناثوالإ

زن و بت حزمتين في عينتين مذكرتين و نتج mPdCIR0 44والبادئ  mPdCIR0 35دام البادئ استخ
عينة مذكرة ولم يظهر في أي  29في  275-299 وزن جزيئي. وظهر الاليلين ب259-..9 جزيئي

 . 58.1 (PIC)وبلغت قيمة  227من العينات المؤنثة الـ

 
 markers Chemicalالمؤشرات الكيميائية  2-5

 هنالك بعض المؤشرات الكيمائية التي يمكن استخدامها في تحديد جنس نخيل التمر ومنها:
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 محتوى البروتين: 2-5-1

 لخلية وهي مواد عضوية ذات أوزان جزيئيةل الجاف وزنالمن  %50 تؤلف البروتينات حوالي
وتصنع خلايا النبات (, Permeable membraneة تتصف بعدم نفاذها خلال الأغشية النفوذية )يعال

 (...22)الفليح, من خلال أكسدة الكربوهيدرات بعملية التنفس البروتينات وذلك 

( باستخدام الهجرة الكهربائية للبروتينات على الهلام متعدد الاكريل أمايد .222وجد العاني )
ية من البذور الناملأربعة أصناف أنثوية )الزهدي والخستاوي والبرحي والبريم( ومن الفسائل والبادرات 

بأن هنالك اختلافات في التراكيب الوراثية للأبناء من خلال توزيع الأنماط البروتينية للحزم المتكونة 
 El-Yazalعلى الهلام لجميع الأصناف المدروسة سواء كانت نباتات بالغة أو فسائل أو بادرات.وجد 

ت صنف )سيوي( في محاولة لتمييز ( في دراسة على أشجار نخيل التمر عمرها ثماني سنوا.955)
ات في أن هنالك بعض الاختلاف للأشجار المؤنثة والمذكرة يمحتوى البروتينالجنس من خلال تقدير ال

 255غم/مل 25822محتوى البروتينات بين الفسائل الأنثوية والذكرية حيث بلغ في أوراق الفسائل الأنثوية 
طري ، اي غم من الوزن ال 255غم/ مل7852ئل الذكرية وتركيزه في أوراق الفساطري غم من الوزن ال

 ان تركيز البروتين في الاوراق الفسائل المؤنثة أعلى منه في الأوراق الفسائل المذكرة. 
( بدراسة لرسم الخارطة البروتينية وتمييز جنس 9522وآخرون ) Dakhlaoui-Dkhilقامت 

نات الموجودة في عينات الأورق بالترحيل اذ تم فصل وتمييز البروتي نخيل التمر صنف دجلة نور
 Mass Spectrometryكرل امايد وجهاز المطياف الضوئي الكتليالاالكهربائي باستخدام هلام متعدد 

موقعا منها شخصت، أي  .21موقعاا وأن  9.7إذ تبين أن عدد المواقع الكلية التي ظهرت كانت 
( متخصص بالجنس، spotد موقع واحد )بروتين فريد كما وج .29وتحديد  %.118بمعدل نجاح 

 وبذلك أصبح بالإمكان تمييز جنس نخيل التمر بواسطة فحص ذلك البروتين.
 محتوى البرولين: 5-2- 2

 جهاد.تزداد نسبته عند تعرض النبات للإو البرولين هو حامض أميني يوجد في الخلية النباتية  
عمرها أربع  على اشجار يل التمرنختمييز جنس  دراسة لمحاولة( في 2000) Helailبيّن 

ثة بلغ المؤن سنوات صنف زغلول لتمييز جنس نخيل التمر أن محتوى البرولين في أوراق الأشجار
غم من الوزن الرطب،  255غم/  22821غم من الوزن الرطب وتركيزه في المذكرة بلغ  255غم/ 7.82

ة قام في أوراق الفسائل المذكرة, وفي دراسأي أن تركيز البرولين في أوراق الفسائل المؤنثة أعلى منه 
( على أـشجار نخيل التمر صنف سيوي عمرها ثماني سنوات لتمييز جنس .955) El-Yazalبها 
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نخيل التمر من خلال تقدير محتوى البرولين للأشجار المؤنثة والمذكرة، فوجد أن هنالك بعض 
 7871ة وى البرولين في أوراق الفسائل الأنثويالاختلافات بين الفسائل الأنثوية والذكرية، إذ بلغ محت

غم من  255غم/مل .87.، ومحتواه في أوراق الفسائل الذكرية بلغ لطريغم من الوزن ا 255غم/مل
 أي أن محتوى البرولين في أوراق الفسائل المذكرة أعلى منه في أوراق الفسائل في المؤنثة. الطري الوزن

 :محتوى البيروكسيديز 2-5-3
 عمر أربع سنوات صنف زغلول لتمييزبنخيل التمر أشجار  بحثاا على Helail (9555) أجرى

 غم255ملغم/ .85.بلغ قد الأشجار المؤنثة  اوراق ، فوجد أن محتوى أنزيم البيروكسيديز فيفيها الجنس
، أي أن الطريوزن الغم 255/ملغم  2895الأشجار المذكرة بلغ  اوراق ومحتوى الطريوزن ال من

 .البيروكسيديز في أوراق الفسائل المذكرة أعلى منه في أوراق الفسائل المؤنثةمحتوى 
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 المواد وطرائق العمل: -3
نفذت مراحل الدراسة في مختبرات وحدة أبحاث النخيل والتمور في كلية الزراعة / جامعة بغداد 

س طرائق التقليدية للتمييز المبكر لجنوالتي تضمنت اتباع ال 2/7/9527ولغاية  29/2/9529من  مدةلل
لاص الدنا من العينات الورقية للأشجار واستخدام تقانة مؤشرات الدنا الجزيئية وتشمل واستخ النخيل

دم مؤشرات التضاعف واستخ Bulk Segregant Analysis ( (BSA)تقانة تحليل انعزال المجاميع 
 Randomly Amplified Polymorphic DNA الدنا العشوائي المتعدد الأشكال لسلسلة

(RAPD)  فيما نفذت التجارب الأخرى في قسم التقنات الأحيائية /كلية الزراعة/ جامعة باليرمو في
والتي تضمنت استخلاص الدنا من البادرات,  2/9521/.9ولغاية  2/22/9527من  مدةولل إيطاليا

 Cleaved Amplified Polymorphicدم مؤشرات التتابعات المتباينة المضاعفة المنشطرة استخو 

Sequence ((CAPS  وتقانة التتابعات الترادفية القصيرةSimple Sequences Repeat (SSR) 
، فضلاا عن إجراء التحاليل الكيميائية للعينات (Nested PCR)البلمرة المتشعبة )المعشعش( وتقانة 

  .أنزيم البيروكسيديزو رولين وتحليل الب المأخوذة من البادرات مثل تحليل محتوى البروتين
 دام الطرائق التقليدية للتمييز المبكر لجنس النخيلاستخ 3-1

 ختيار الأشجار واجراء عملية التلقيح:أ 3-1-1

ظراا لوفرة نالغنامي الأخضر لقحت أشجار النخيل المؤنثة صنف البرحي باستعمال حبوب لقاح 
( .Mohammed, 227)ة إنباتها العالية ( وتميزها بنسب2271حبوب لقاحه )الهيتي وآخرون, 

وغطيت  29/7/9522(.أجريت عملية التلقيح في 22.2)الراجحي,  %2.ة إذ بلغت يعالتها الوحيوي
بأكياس عزل ورقية لمدة امتدت ثلاثة أسابيع بعد إتمام عملية التلقيح لضمان  الشماريخ الزهرية المؤنثة

. 21/25/9522ذلك. جمعت الثمار الناضجة في عدم حدوث الخلط بحبوب لقاح أخرى ورفعت بعد 
 .Bبالحرف  ورمز للصنف البرحي Gأخضر بالحرف صنف غنامي رمز لل

  زراعة البذور وتهيئة البادرات: 3-1-2

بعداكتمال نضج الثمار استخرجت منها البذور وغسلت بالماء المقطر، وغمرت بمحلول 
( .Abdual-Wahab ,227)ن تبعا لما وصفه مولار لمدة دقيقتي 25هيدروكسيد الصوديوم بتركيز 

 ثم غسلت بماء حنفية وأصبحت جاهزة للزراعة، قسمت البذور إلى مجموعتين:
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في الحاضنة ومع قليل من الماء وضعت بأطباق زجاجية بذرة و  155أخذت : المجموعة الأولى
جه نحو لجنين النابت يتالبذور بالإنبات، وبعد أسبوعين بدأ ادأت ، بعد أسبوع بمْ  30على درجة حرارة 

اليمين أو نحو اليسار، عزلت هذه البذور النابتة وقسمت إلى مجموعتين هي: مجموعة بذور نابتة نحو 
حاوية على الزميج النهري سم  7بأصص قطرها اليمين، ومجموعة بذور نابتة نحو اليسار، وزرعت 

 والبتموس لاستخدامها في الدراسات اللاحقة.

تحتوي على خليط من  سم 7صص قطرها مباشرةا في أبذرة  155زرعت  -ا :المجموعة الثانية
دون أخرى في أصص لكن  بذرة 155زرعت  -ب بالجوت، تهاالزميج النهري والبتموس، وتم تغطي

أسابيع بدأت البادرات بالبزوغ وأظهرت البادرات الغير مغطاة تمايزاا مظهرياا حسب  1-7, بعد تغطية
كل ش بادراتلى مجموعتين مجموعة بادرات شكل أوراقها مستقيم ومجموعة )شكل أوراقها( وقسمت إ

 . مقوسأوراقها 

المجاميع الأربعة للبادرات التي تم الحصول عليها رموزا مختلفة، إذ رمز للبادرات التي  أعطيت
 ،L بالحرف نبات بذورها نحو اليسارالتي اتجه إبادرات الو ، Rبذورها نحو اليمين بالحرف  اتجه إنبات

بالحرف مقوس أوراقها شكل التي كان  بادراتوال Aبالحرف  امستقيمها وراقالتي كان شكل أبادرات الو 
T. 
 استخدام مؤشرات الدنا في تمييز الجنس المبكر لنخيل التمر 3-2

 : Collection of plant samplesجمع العينات النباتية من الأشجار البالغة 3-2-1

ن وراق )السعف( مإذ جمعت عينات الأ الأشجار الذكرية والأنثوية، جمعت العينات النباتية من
: غنامي أحمر وغنامي أخضر وخكري كريطلي وخكري سميسمي السبعة  أشجار الأصناف الذكرية

: برحي وتبرزل ومكتوم السبعة الأصناف الأنثوية وخكري عادي ورصاصي وغلامي. وكذلك من
من محطة البستنة التابعة لدائرة البستنة والغابات/ وذلك واشرسي وخستاوي واسطة عمران وخضراوي، 

شجار مزروعة في بستان النخيل أخذت عيناته من أوزارة الزراعة عدا الصنف الذكري رصاصي الذي 
 التابع لقسم البستنة وهندسة الحدائق في كلية الزراعة/ جامعة بغداد في الموقع السابق )أبو غريب(

الغضة ار الأوراق الحديثة يلقريب من قمة رأس النخلة مع مراعاة اختخذت العينات من الموقع اأ
 Aluminumلفت العينات برقائق الألمنيوم غالخالية مظهرياا من الإصابات المرضية والحشرية. و 

foil بر. غسلت إلى المخت ، ووضعت في أكياس بلاستيكية وحفظت في الثلج، إذ نقلت بهذه الطريقة
 ر لتنظيفها من الأتربة ثم مسحت بقطن مغمس بالكحول لغرض تعقيمها.الأوراق بالماء المقط



 
37 

 

 DNA Extractionاستخلاص الدنا من عينات الأشجار الذكرية والأنثوية  2-2-2

من جميع العينات المذكورة للأصناف الذكرية والأنثوية في الفقرة  (DNA)عزلت المادة الوراثية 
مع إجراء بعض التعديلات عليها وكما هو موضح  (1993)وآخرون  Benitoالسابقة ووفقاا لطريقة 
 في الخطوات الأتية:

 المحاليل المستخدمة 3-2-2-1

 :Extraction buffer الدارئ لاصول الاستخمحل -أ
 التراكيز الآتية: حضر محلول استخلاص الأحماض النووية حسب 

 جدول )أ( محلول الاستخلاص الدرارئ

 التركيز لانكليزي الاسم  المادة

 مولر Sodium chloride NaCl 1.4 كلوريد الصوديوم

 مولر Tris – HCl, pH 8 0.1 ترس حامضي

 مللي مولر Ethylendiaminetetraacetic acid(EDTA) 20 المادة المخلبية

مادة ستايل ثلاثي مثيل 
 بروميد الامونيوم

Cetyltrimethyl Ammonium Bromide (CTAB) %2 

 

 عقم بالموصدة.لتحضير المحلول و  الماء المقطراستخدم 

كمل الحجم وأ منه وحسب التراكيز الآتية 2سم 500: حضر Washing bufferمحلول الغسل  -ب
  بالماء المقطر:

 جدول)ب( محلول الغسل

 التركيز الأسم  المادة

 % Ethanol 76 كحول أثيلي

 مللي مولر Ammonium acetate 10 خلات الأمونيوم

 

 Chloroform / Isoamyl alcoholرم/ كحول الايزوأميل: محلول الكلوروفو  -ج

Solution 
 وكالآتي: واحد من كحول الآيزوميل الكلوروفورم: حجممن حجم  24وحضر هذا المحلول بنسبة 
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 الكلوروفورم/ كحول الايزوأميلجدول )ج( محلول  

 

 

 
 

 م. 4حفظ هذا المحلول في قنينة معتمة ومحكمة عند درجة حرارة 

 :TE bufferمحلول الإذابة  -د

 يعقم بالموصدة.ثم الماء المقطر المحلول بإذابة المواد الموضحة أدناه في حضر 

 محلول الإذابة جدول )د( 

 التركيز الأسم  المادة

 مللي مولر Tris – base 10 ترس قاعدي

 المادة المخلبية
Ethylendiaminetetraacetic acid (EDTA) 

pH: 8 
 مللي مولر 1

 

بانول و وكحول الايزوبر  liquid nitrogenكالنتروجين السائل  محاليل أخرى جاهزة -هـ
Isopropanol 

 (تتم كافة الخطوات اللاحقة بارتداء القفازاتطريقة العمل: ) 3-2-2-2

معقم إلى قطع صغيرة، ثم غم من الأوراق( باستخدام مقص نظيف و  2الغضة ) قطعت الأوراق -2
بإضافة النتروجين السائل بكمية مناسبة واستمر الطحن  مبرد مسبقا" طحنت في هاون خزفي

 .ناعم بإضافة كميات أخرى منه حتى أصبح النسيج النباتي على شكل مسحوق أبيض

 من محلول 3سم 5مل وأضيف إليها 21مركزي سعة  نقلت العينات المطحونة إلى أنابيب الطرد -9
رق في الحمام واالد تحضينمْ وتم  65أ( الذي تم تسخينه مسبقاا إلى -9-9-9-2الاستخلاص )

 دقيقة. 60-90لمدة  والهادئ نفسها مع التحريك المستمر الحرارة المائي وعلى درجة

 الكمية الأسم  المادة

 3سم Chloroform 480 الكلوروفورم

 3سم Isoamyl alcohol 20 أميليو كحول الايز 
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ة ة لتكتسب درجة حرارة الغرفلمدة قصير  ووضعت في الثلجرفعت الأنابيب من الحمام المائي  -2
ج( مع -9-9-2-2من محلول الكلوروفورم: ايزوأميل ) 3سم 5م( ثم أضيف إلى كل أنبوبة °25)

 دقيقة. 15التحريك المستمر لمدة 

وعلى دقيقة  15دقيقة ولمدة  / دورة 4000إلى جهاز الطرد المركزي ونبذت بسرعة نقلت الأنابيب  -7
 (.م25°-95درجة )

 عزلت الطبقة المائية العليا ونقلت إلى أنابيب جديدة.ة الطرد بعد نهاية عملي -1

من حجمها من كحول  2/ 9أضيف إليها بمقدار رفعت الطبقة العليا إلى أنابيب جديدة و  -.
كل بالتقليب بهدوء لترسيب الدنا والذي يظهر بش الوسطان الأيزوبربانول المبرد لكل عينة، ومزج

 المختبرة في درجة حرار  العينات وضعتن تمثل خيوط الدنا، و بيضاء اللو  من الألياف كتلة كثيفة
 .لإنهاء عملية الترسيب دقيقة 30لمدة 

 دقائق. 10الدقيقة، ولمدة / دورة 25555نُبذ المزيج بجهاز الطرد المركزي بسرعة  -7

)الكحول المذاب بالماء( وتم الاحتفاظ بالأحماض النووية التي ترسبت تم التخلص من الجزء الرائق  -.
 في قاع الأنبوبة.

وتم تحريك ( البارد إلى الراسب ب -9-9-9-2ل )غسلكل عينة من محلول ال 3سم 285 أضيف -2
 العينة بهدوء في محلول الغسل ثم تركت فيه لعدة دقائق.

دقائق وتم التخلص من الجزء  10الدقيقة لمدة  / دورة 25555مرة أخرى على  عيناتال تنبذ -25
 الرائق.

فسها على السرعة السابقة ن ت العيناتن محلول الغسل مرة أخرى و نبذالكمية نفسها م تأضيف -22
 للمدة الزمنية نفسها.

تم التخلص من الجزء الرائق وجرى وضع الأنابيب بصورة مقلوبة على مناديل ورقية لمدة قصيرة  -29
 دقائق. 5ولمدة حرارة المختبر بغية التخلص من الإيثانول على درجة 

ت العينات في جهاز ( ووضعد -TE buffer( )2-9-9-9بة )محلول الإذا 3سم 285ف يضأ -22
 ساعة. 24م لمدة °  4درجة  على الهزاز لتذوب بهدوء

 دورة بالدقيقة ونقل 10000بجهاز الطرد المركزي على سرعة  ت العينات في اليوم التالينبذ -27
 الدنا على شكل نموذج العينات وحفظت (Microfuge)إلى أنابيب أخرى  الـدنا الذائب النقي
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عند  م° -20)للاستخدام المباشر(. أو على درجة  م°7 درجةعلى  Stock Sample الأساس
 الرغبة بحفظ العينات لمدد طويلة.

 استخلاص الدنا من بادرات النخيل: 3-2-3

 ( وعلى النحو الآتي:Doyle ،22.7و Doyleاستخلص الدنا من البادرات حسب طريقة )

مليلتر. ووضعت الأنبوبة في  281غم في الأنبوبة سعة  5.2وضعت العينات الورقية بوزن  -2
 دقائق. 1النتروجين السائل لمدة 

سحقت العينة باستخدام جهاز الطحن الكهربائي الهزاز بعد وضع كرتين صغيرتين في كل أنبوبة  -9
 ثانية. 91ولمدة 

ر في المحض CTABمايكرولتر من  715أخرجت الكرتين الصغيرتين بالمغناطيس وأضيف  -2
 مْ قلبت باليد حتى امتزجت جيداا. 75-1.أ( المسخن مسبقا على درجة  -2-9-9-2الفقرة )

 مْ وقلبت باليد مرة ثانية.75دقائق وعلى درجة حرارة  2وضعت العينات في الحمام المائي ولمدة  -7

-9-2المحضر في الفقرة ) 9742أيزواميل الكحول( ) مايكرولتر من الكلوروفورم 715أضيف  -1
 دقائق. 2ج( وقلبت باليد ولمدة  -9-2

 دقائق. 25وضعت في جهاز الطرد المركزي وعلى أقصى سرعة ولمدة  -.

سحبت الطبقة السائلة الشفافة العليا العديمة اللون ونقلت إلى الأنابيب الجديدة، ويمكن إعادة  -7
 ير رائقة.الكلوروفورم أوايزواميل الكحول إذا كانت الطبقة العلوية غ أضافة خطوة

من الحجم الكلي( من ايزوبروبانول البارد ووضعت العينات في  9/2مايكرولتر ) 715أضيف  -.
 مْ لمدة ساعة واحدة. 95-التجميد على درجة 

 دقائق. 1قلبت العينات باليد ثم وضعت بجهاز الطرد المركزي بأقصى سرعة لمدة  -2

 %75ولتر من الإيثانول البارد تركيزه مايكر  155تم التخلص من المحلول الرائق وأضيف  -25
مْ( وقلب بهدوء ثم وصع بجهاز الطرد المركزي وبأقصى سرعة  95-)الإيثانول مخزن على درجة 

 دقائق. 1لمدة 

الدنا بترك الأنابيب مفتوحة وعلى درجة  تم التخلص من محلول الغسل بسكبه بعناية ثم جفف -22
 .(over night) حرارة الغرفة لليلة واحدة
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مايكرولتر ووضعت العينات في  75بمقدارد(  -2-9-9-2المحضر في الفقرة ) TEأضيف  -29
 مْ لليلة واحدة. 7الثلاجة على درجة حرارة

للتركيز النهائي  RNAasلإذابة الدنا وأضيف  أخرجت العينات من الثلاجة وجرى تقليبها باليد -22
 .الدنالتخلص من لمْ  27دقيقة على درجة حرارة  25للدنا وحضن لمدة 

 Characterization of DNAتوصيف الدنا  3-2-4

. استعمل جهاز قياس عينة.2وذلك لقياس تركيزه وتقدير نقاوته و  عملية توصيف الدنا تضمنت
نانومتر. في حين تم  260على الطول الموجي و  Nanodrop-spectrophotpmeterتركيز الدنا 

 نانوميتر. 9.5و 9.5راءتي الجهاز على الطولين الموجيين تقدير نقاوة الدنا بحساب النسبة بين ق
 :BSAوتقانة انعزال المجاميع  RAPDتمييز الجنس في النخيل باستخدام مؤشرات  3-2-5

 تحِير عينات الدنا: 3-2-5-1

محسوبة كيز الالدنا من الفقرة السابقة بالماء المقطر المعقم وحسب التر امستخلص  خفف محلول
حضرت عينات الدنا بعمل مجموعتين رئيسيتين .نانوغرام للمايكرولتر 15يز قدره للحصول على ترك

مايكرولتر  95من دنا العينات هما مجموعة الأصناف المذكرة ومجموعة الأصناف المؤنثة وذلك بخلط 
من محلول الدنا المستخلص لكل صنف مذكر وللأصناف السبعة وكذلك للأصناف المؤنثة السبعة 

( ولمجموعة أصناف الإناث Mمجموعة أصناف الذكور بالحرف )ل و رمز ن فقطلتكوين محلولي
 (. F) بالحرف

 :RAPDتحِير تفاعلات  3-2-5-2

(.المحاليل والمواد اللازمة 2225وآخرون ) Williamsحضرت هذه التفاعلات استناداا إلى 
 لإجراء التفاعل:

الرئيسي المنتج من قبل شركة : استعمل خليط التفاعل Master Mixخليط التفاعل الرئيسي  -2
Bioneer دارئ والمتكون من المحلول الPCR Buffer  بقوةX 25  :ملي مولر  255ويتألف من

 2MgClملي مولر من  9و KClملي مولر من  155و 82.الهيدروجيني  الأس ذو HCl-Trisمن 
 ،dATP والتي تشمل dNTPsمن الجلاتين والقواعد النتروجينية ثلاثية الفوسفات  %582و

dTTP، dCTP، dGTP  وانزيم بلمرة الدنا  ملي مولر 955وبتركيزTaq DNA Polymerase 



 
42 

 

 Xyleneالمكون من  stabilizer فضلاعن أحتواءه على المثبتمايكروليتر/وحدة 05وبتركيز

Cyanol والصبغة الدالة Tracking dye . 
 وهي كما يأتي: Bioneerشركة بادئ مجهزة من  5.( واستعمل Primersالبادئات العشوائية ) 2-

  طريقة العمل: 2-5-3

تي تشمل وال .أجري العمل بارتداء القفازات وحفظت كافة المحاليل على الثلج أثناء التحضير
 الخطوات الآتية:

من بوبة بأن خليط التفاعل الجاهز مع البادئ والماء بمزج المكوناتحضر خليط التفاعل النهائي  .2
 مايكرولتر معقمة وبالتراكيز المبينة إزاء كل مادة  200سعة  eppendorfالأنابيب الصغيرة 

 التضاعفي التفاعل لخليط نانوغرام 255 تركيز على للحصول العينات دنا مايكرولتر من 9 . أضيف9
  .مايكرولتر 95 النهائي الحجم ليصبح( 1998 وآخرون، Udupa) الدنا لسلسلة الأشكال المتعدد

 ووضعت بالمنبذة لعدة ثواني لجمع محتويات التفاعل في قعر الأنبوبة. مزجت العينات جيداا . 2
 .التضاعفي ( لبدء التفاعلThermocyclerنقلت الأنابيب إلى جهاز المبلر الحراري الحلقي ). 7

 RAPDتحضير تفاعلات  جدول )و( 

 والقواعد النتروجينة المكونة لها (RAPD) البادئات العشوائية)ه( جدول

 تسلسل القواعد النتروجينية
3>`-----5` 

 ةينيتسلسل القواعد النتروج التسلسل اسم البادئ
3>`-----5` 

 التسلسل اسم البادئ

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. 

 التركيز النهائي )مايكرولتر( حجم العينة الواحدة المكونات

  29 ماء مقطر

 1X 1 التفاعل الرئيسي الجاهزخليط 

 بيكومول 10 2 البادئ

 نانوغرام 100 9 الدنا القالب للعينات

  95 الحجم النهائي للعينة
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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. 

م التفاعل إذ ت اختير البرنامج المناسب والذي اعتمد في جميع التفاعلات التضاعفية اللاحقة. 
 لتالي:وفق البرنامج ا

دورة  75مْ للمسخ الأولي لشريط الدنا، تليها  27دقيقة على درجة حرارة  9دورة واحدة لمدة 
مْ لمسخ القالب ودقيقة واحدة على درجة  29تضاعف تتضمن كل دورة دقيقة واحدة على درجة حرارة 

ة البادئات المرتبطة مْ لاستطال 79دقيقة على درجة حرارة  9مْ لربط البادئات بالدنا القالب و .2حرارة 
مْ كدورة أخيرة للاستطالة 79دقائق وعلى درجة حرارة لمدة  7مع دورة أخيرة واحدة للاستطالة لمدة 

 وحفظت العينات بالتبريد. 7فضت درجة الحرارة إلى خالنهائية ثم 
 RAPDالكشف عن نواتج تِاعف مؤشرات  3-2-5-4
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 المحاليل المستخدمة : 3-2-5-4-1

 حضر منه لتر وفق التركيز الآتي: :10×بقوة  TBE (Tris-Borat-EDTA)محلول  –أ

 TBEمحلول جدول )ز(  

 7.8الهيدروجيني إلى  ل الأسمن الماء المقطر، وعدَ  3سم 800ذوبت المواد المذكورة آنفا" في 
مرات  10ثم أكمل الحجم بالماء المقطر إلى اللتر، وعقم بالموصدة، وعندالأستعمال خفف المحلول 

 .بالماء المقطر
 Ethidium bromide (mg / ml 10)صبغة بروميد الاثيديوم  -ب

ملغم  25من الماء المقطر أي بتركيز  3سم 100غرام من مسحوق الصبغة في  2ر بإذابة حض
 م.° 4وتحفظ في قنينة معتمة في درجة حرارة  3/ سم

 
 مؤشر الوزن الجزيئي – ج

( معروف الأوزان الجزيئية مكون من DNA Ladder 100 bpمؤشر وزن جزيئي )استعمل 
، 255، 55.، 755، 55.، 155، 755، 255، 955، 255حزمة أوزانها الجزيئية كالآتي: ) 22

(. كما استخدم Bioneer Co. Korea( زوج قاعدي من شركة )9555، 2.55، 2955، 2555
، 15حزمة أوزانها الجزيئية كالآتي: ) .2( من مكون 15DNA Ladder bpمؤشر حجم جزيئي )

255 ،215 ،955 ،915 ،255 ،215 ،755 ،715 ،155 ،115 ،.55 ،.15، 755 ،715 ،
 ( زوج قاعدي.2555

 Agarose gel preparationتحِير هلام الاكاروز  4-2 -3-2-5

 الكمية التركيز الرقم المادة

 غم 108 مولار Tris- base 0.89 ترس القاعدي

 غم 55 مولار Boric acid 0.89 حامض البوريك

 المادة المخلبية
Ethylendiaminetetra acetic acid 

(EDTA) 5895 3سم 40 رمولا 
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عد لوح التحميل باستخدام لوح بلاستيكي شفاف ذو أبعاد ملائمة لحوض الترحيل الكهربائي وتم أ -2
 وضع المشط الخاص لتكوين الحفر في المكان المناسب له في الحوض.

وذلك للكشف عن نواتج تفاعل سلسلة البوليميريز  1%حضر هلام الاكاروز بتركيز  -9
polymerase من  3سم 15غم من الاكاروز في مل 155, وللحصول على هذا التركيز تم إذابة

وسخن مع التحريك المستمر لحين اكتمال الإذابة ثم يبرد إلى درجة  2×بقوة  TBEمحلول الـ 
 م.° 55-60حرارة تقع بين 

ستمر هادئ لتجنب تكون فقاعات هوائية وأزيل بالماصة إن وجدت, سكب الاكاروز برفق وبشكل م -2
 إلى أن اكتسب الصلابة. في درجة حرارة المختبر ترك الهلام

 الترحيل الكهربائي على هلام الاكاروز 5-4-3 -3-2
Agarose Gel Electrophoresis (AGE) 

  رفع المشط بهدوء.بعد تصلب الهلام  -2

قة دام الماصة الدقياستخعلى الحفر باعل البلمرة للعينات مايكروليتر من ناتج تف 25 وزع -9
Micropipette الوزن الجزيئي وروعي عدم خروج العينة من سطح الحفرة وكذلك يوضع مؤشر 

 في الحفرة المخصصة له على جانبي الهلام.

جاه سم وتم الترحيل بات /فولت  3اغلق الجهاز وتم توصيل أقطاب التيار الكهربائي و جهز بقدرة  -2
ساعة وعند وصول الصبغة الزرقاء إلى ما قبل نهاية الهلام تم إيقاف  2-9القطب الموجب وبعد 

 الترحيل.

رفع اللوح من الحوض وغمر في حوض آخر يحتوي على محلول صبغة بروميد الاثيديوم بتركيز  -7
 وترك لربع ساعة مع التحريك المستمر والهادئ. 3سممايكروغرام /  0.5نهائي 

م بتعريضه للأشعة فوق البنفسجية بوضعه على الجهاز الحاوي على مصدر الأشعة فحص الهلا -1
صور الهلام باستخدام جهاز التصوير و نانومتر( لرؤية حزم الدنا  240تلك عند الطول الموجي )

(Gel documentation system ATTO, Japan.) 

 حسبت المعلمات الآتية لأخذها من صورة الهلام: -.

 ة المنتجة من كل بادئ.عدد الحزم الكلي -أ

 وحسبت من القانون Primer efficiencyكفاءة البادئ %  -ب
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100 × 
عدد الحزم الكلية التي أنتجها البادئ
عدد الحزم الكلية لكل البادئات

=  كفاءة البادئ

 Monomorphic bandsعدد الحزم المتشابهة )المتماثلة(  -ج

 Polymorphic bandsعدد الحزم ذات التعدد الشكلي )المتباينة(  -د

 وحسبت كالآتي: %)للتباين(النسبة المئوية للتعدد الشكلي  -ه

100 × 
عدد الحزم ذات التعدد الشكلي المنتجة من البادي

عدد الحزم الكلية المنتجة من البادي
=  النسبة المئوية للتعدد الشكلي

 وهذه حسبت كالآتي: Discrimination powerالقوة التشخيصية للبادي  -و

100 ×  
عدد الحزم ذات التعدد الشكلي المنتجة من البادي

عدد الحزم ذات التعدد الشكلي المنتجة من كل البادئات
=  القوة التشخصية للبادي

 

 RAPDدام مؤشرات الدنا استخالنخيل المدروسة ب أصناف إيجاد التباينات الجزيئية بين 3-2-6

 PCRالأخرى ويعاد تفاعل تنتخب البادئات التي أعطت حزماا متباينة مميزة لمجموعة دون 
 كل على انفراد وترحل نواتج (سبعة ذكور وسبعة إناثالأربعة عشر )ولكن باستخدام عينات الدنا 

لفصل الحزم الناتجة ويتم تصبيغ الهلام بصبغة بروميد  %2التفاعل على هلام الاكاروز بتركيز 
 Gel documentationتخدام جهاز الاثيديوم ويتم إظهار الحزم باستخدام الأشعة فوق البنفسجية باس

system  ( لغياب 5( و)2ويرمز لوجود الحزمة بالعدد ) مصفوفةوتصوير الهلام يتم بعدها عمل
لحساب الأوزان  Photo capture, واستخدم البرنامج الحسوبي الحزمة لبيان الحزم المتباينة للأصناف

 .الجزيئية للحزم
ينة المِاعفة المنشطرة لتمييز المبكر لجنس النخيل استخدام مؤشرات التتابعات المتبا 3-2-7

(CAPs)  Cleaved Amplified Polymorphic Sequence  
 PCRالذي أعطى أعلى نسبة للارتباط بالجنس وأجري تفاعل  OPD10ستُعمل البادئ ا -2

  للحصول على ناتج التضاعف.( مؤنثةسبعة مذكرة و  )سبعة للأصناف الأربعة عشر
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عف ويضاف إليها أنزيمات قطع لكل صنف من الأصناف الأربعة عشر تؤخذ نواتج التضا -9
 27عينة قبل القطع بالأنزيم و 27عينة سوف يتم ترحيلها ).9وبذلك يكون لدينا المذكرة والمؤنثة.

 عينة بعد القطع بالأنزيم(.
المنتجة  Rsa Iو Hpa IIو  Bcl Iوهي  Restriction Enzyme استخدمت ثلاث أنزيمات

 .Promegaكة من قبل شر 

 Bacillusومصدر هذا الأنزيم هو بكتريا  Restriction Enzyme Bcl Iأنزيم القطع 

caldolylicus  من فعاليته على درجة  %15-95مْ ويظهر  15ودرجة الحرارة المثلى لعمل الأنزيم
ومصدر هذا الأنزيم هو بكتريا  Restriction Enzyme Hpa IIمْ، وأنزيم القطع  27حرارة 

Haemopilus parainfluenzae  مْ، وأنزيم القطع  27درجة الحرارة المثلى لعمل الأنزيم هي و
Restriction Enzyme Rsa I الأنزيم هو بكتريا  هذا مصدرRhodopseudomonas 

Sphaeroides  مْ حضرت هذه التفاعلات استناداا إلى  27الحرارة المثلى لعمل الأنزيم حرارة ودرجة
Al-Mahmoud( 9529 وآخرون.) 

 طريقة العمل:

الذي يمثل نواتج تفاعل مؤشرات  PCRمايكرولتر من الدنا الذي تم تضخيمه بجهاز  2 أخذ
RAPD  مايكرولتر من المحلول الدارئ  9مايكرولتر من الماء المعقم الأيوني و 2.82وأضيف له

RE 10X مايكرولتر من  589وAcetylated BAS 10 مع الأنزيم(  مايكروغرام /مايكرولتر )مرفقات
مايكرولتر. وضعت العينات في  1وضعت عدة ثواني بجهاز الطرد المركزي ثم اضيف أنزيم القطع 

جهاز المبلمر الحراري لغرض تحضينها حسب درجة الحرارة المناسبة لتحضين كل مجموعة والوقت 
يقاف عمل لإم ْ  1.درجة حرارة على ساعات، كما وضعت لكل مجموعة  2المناسب والذي يتراوح من 

 %2على هلام الاكاروز عينة(  .9العينات )رحلت نواتج للحفاظ على العينات من التلف، و الأنزيم 
 ثم صبغ الهلام بصبغة بروميد الاثيديوم.

 Gel documentationأظهرت الحزم باستخدام الأشعة فوق البنفسجية وباستخدام جهاز  -2

system ( 2-7-1-9-2وصور الهلام كما ورد في.) 

لينتج عنه الأوزان  soft ware ,Photo captureحللت صورة الهلام بالبرنامج الحاسوبي  -7
 الجزيئية للحزم الموجودة في الهلام.



 
48 

 

 2أخذت البيانات لكل أنزيم قطع و تقييد وللأنزيمات الثلاث، وتم تمثيل البيانات بإعطاء رقم  -1
لقطع الأنزيمي وحسب الأوزان الجزيئية لغيابها، وأدرجت في جدول قبل وبعد ا 5لوجود الحزمة، و

 .لأخذ بعض البيانات Past, soft wareواستخدم البرنامج الحاسوبي  للحزم الناتجة

  :عزل وتنقية الدنا الخاص بالحزمة المميزة للجنس 3-2-8
 Elution and Purification of DNA  

للعينات  OPD10دئ وباستخدام البا PCRفي جهاز المبلمر الحراري  RAPDأجري تفاعل 
ل وبعد ترحيل الدنا الناتج في جهاز الترحيالأربعة عشر المذكرة والمؤنثة حسب ما ورد ذكره سابقاا، 

( في الأصناف المؤنثة، وضع الهلام على band Specific) مميزةوجدت حزمة للهلام الكهربائي 
لأعلى وقطعت قطعة الهلام المفتوح من ا Trans illumination جهاز مصدر الأشعة فوق البنفسجية

التي تحتوي على الحزمة المميزة باستخدام شفرة معقمة وضعت هذه القطعة في أنبوب صغير بعد ذلك 
 وكالآتي:( Dorai ،2229و Becker)تحتويه تلك القطعة من الهلام  التي تم عزل وتنقية للدنا
 المواد المستخدمة:

 QIAGE , QlAquick Gel Extraction Kitاستخدم العدة المنتجة من شركة  -1

 %255-.2 الإيثانول بتركيز -9

 %255الأيزوبروبانول  -2

 pH=1خلات الصوديوم -7

 شفرة معقمة -1

 مللتر. 281أنبوب صغير  -.

 .بلوك حراري -7

 جهاز الطرد المركزي -.

 ملاحظات قبل البدء بالعمل:

 مايكروغرام من الدنا 25هذا البرنامج لتنقية  -1
 قبل استخدامه. PE( للبفر %255-.2ول بتركيز )إضافة الإيثان -2
 .15تحضير البلوك الحراري على درجة حرارة  -3
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 دورة بالدقيقة. 27255كل خطوات الطرد المركزي تجهز -4
 طريقة العمل:

قطعت شريحة )حزمة الدنا( من هلام الاكروز باستخدام شفرة )معقمة وحادة(، وضعت الشريحة  -2
 (.%2تركيز الهلام المستخدم في انبوب صغير شفاف وتم وزنها )

 بثلاثة أمثال وزن شريحة الهلام المقطوع. QGأضيف محلول دارئ  -9

دقائق )إلى أن يتم ذوبان شريحة  25مْ لمدة 15حضنت في البلوك الحراري على درجة حرارة  -2
 دقائق لمساعدة الهلام على الذوبان، وبعد أن تمت الإذابة بصورة 2الهلام كاملاا( قلبت باليد كل 

 QGالدارئ  تامة فحص لون المزيج والذي يجب أن يكون لونه أصفر مشابه للون المحلول
مايكرولتر من  25 ب أضافةالموجود في العلبة الأصلية )إذا كان اللون برتقالي أو أرجواني يج

 إلى أن يصبح لون المزيج أصفر(. pH =5خلات الصوديوم 

(، ووضع المزيج في %255صفر بتركيز )الأ أضيف حجم من الايزوبروبانول بقدر حجم المزيج -7
 ( ثم وضع في جهاز الطرد المركزي لمدة دقيقة واحدة.columnالأنبوب العمود )

إلى الأنبوب العمود ثم وضع في جهاز الطرد  QGمايكرولتر من محلول دارئ  155أضيف  -1
غير العمود الصفل ثم إرجاع سالمركزي لمدة دقيقة واحدة وتم التخلص من السائل المتجمع بالأ

 إلى داخل الأنبوب مرة ثانية.

دقائق ثم وضع في جهاز  1-9للغسل وترك لمدة  PEمايكرولتر من محلول دارئ  715أضيف  -.
 فل.سالطرد المركزي لمدة دقيقة واحدة ثم أخرجت الأنابيب وتم التخلص من السائل المتجمع بالأ

داخلي الصغير العمود ووضع في هذا ملليتر أخذ الأنبوب ال 281جهز أنبوب صغير جديد بحجم  -7
لمركز الأنبوب العمود ذو الغشاء  EBمايكرولتر من المحلول الدارئ  25الأنبوب الجديد، أضيف 

دقائق وضع في جهاز الطرد المركزي لمدة دقيقة  7لفصل الدنا الملتصق بالغشاء بعد مرور 
لمعرفة تركيز الدنا  Nanodrop spectrophotometerواحدة، فحص الدنا الناتج في جهاز

 الناتج ونقاوته.

 :Nested Polymerase Chain Reaction شعبتفاعل البلمرة المتسلسل المت 3-2-9
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مكانية الحصول على نفس النتائج عند  RAPDلكون مؤشرات  تمتاز بكونها عشوائية وعامة، وا 
بلمرة ا أُجري تفاعل الإعادة التجربة قليلة، كان من الضروري تأكيد النتائج المستحصل عليها، لذ

 المتسلسل المتشعب لهذا الغرض.

أخذ  OPD10باستخدام البادئ  RAPDالناتج من عملية البلمرة الأولى بعد عزل وتنقية الدنا 
للمرة الثانية وبذلك يصبح تفاعل  OPD10باستخدام البادئ  RAPDالدنا الناتج وأجري له تفاعل 

 .Nالمتشعب بالحرف , رمز لعينة الدنا بلمرة متسلسل متشعب

بعد انتهاء التفاعل، أخرجت العينات المتشعبة من  (.2-1-9-2أجري التفاعل كما في الفقرة )
ورحلت كهربائياا بالهلام ثم صبغت ببروميد الأثيديوم ووضعت في جهاز  Thermocyclerجهاز 

 التصوير وأخذت الصور.
 :خدمةالمواد المست

 شعبسلسل المتتفاعل البلمرة المتلمواد  جدول)ح( 

أعمدتها مساوية لعدد  (Binary)اعتمد تسجيل النتائج على اساس مصفوفة ثنائية العدد  
العينات المدروسة وعدد أسطرها مساوي لعدد المؤشرات ذات التباين )التعدد الشكلي(. تعتبر المصفوفة 

الى عدم وجود الحزمة  5اذ يرمز  2أو  5ثنائية لأن جميع مربعاتها تحوي على أحد العنصرين أما 
جرة شلبناء مصفوفة التشابه الوراثي وترسم الى وجودها, وهذه المصفوفة هي الحجر الأساس  2ويرمز 
 Version.1.91 بنسخته المعدلة PAST باستخدم برنامج للعينات Dandrogramالوراثيةالقرابة 

Hammer)  ,مقياس ( وبالاعتماد على9552واخرون Similarty index .Jacard 

 :SSRالقصيرة الترادفية  تحِير تفاعلات تسلسل التتابعات 3-2-11

 النهائي التركيز )مايكرولتر( العينة الواحدة حجم المكونات

  29 ماء مقطر

 1X 1 خليط التفاعل الرئيسي الجاهز

 بيكومول 10 2 البادئ

 نانوغرام 100 9 الدنا القالب للعينات

  95 الحجم النهائي للعينة



 
51 

 

لأشكال اأكيد النتائج التي تم الحصول عليها من تفاعلات التضاعف العشوائي المتعدد لغرض ت
RAPD  فقد تم استعمال مؤشر آخر هو مؤشر التتابعات القصيرة المتكررةSSR أجي  لهذا الغرض

عينة وهي مجموعة  (19)التسعة عشر عينات الأخذت (. 9555واخرون ) Baroneالتفاعل حسب 
والعينة المتشعبة وعينة البادرات  بعة عشر المذكرة والمؤنثةر الألأناث والأصناف الذكور ومجموعة ا

واجري لها تفاعل تفاعلات تسلسل التتابعات القصيرة ذات الأوراق المستقيمة وذات الأوراق المقوسة 
 المتكررة وذلك لأجل عمل مقارنة بين الطرق المختلفة لتمييز جنس النخيل.

 :خدمةالمواد المست

 Life Technologiesالمجهز من قبل شركة  (Master mix)عمل الخليط الجاهز است

Europe (BV) Belgium  والمتكون من المحلول المنظمPCR Gold Buffer  بقوةX 25 
 KClملي مولر من  100و 8.05الهيدروجيني  الأس ذو Tris-HClملي مولر من  30المتكون من 

 ،dATPوالتي تشمل  dNTPsروجينية ثلاثية الفوسفات القواعد النتو  2MgClملي مولر من  5و
dTTP، dCTP، dGTP ملي مولر وانزيم بلمرة الدنا  755بتركيزAmpliTaqGold 1  مللتر/وحدة

.  

قاعدة نيتروجينية  20ويتكون من مْ  51.4 درجة انصهارذو  mPdCIR048البادئ  استخدم
F قاعدة نيتروجينية 20و R  البادئ واستخدمmPdCIR078  ويتكون من  49.6درجة انصهار ذو

درجة ذو  mPdCIR093البادئ  كما استخدم Rقاعدة نيتروجينية  17و Fقاعدة نيتروجينية  17
كما موضح في الجدول R يةقاعدة نيتروجين 95و Fقاعدة نيتروجينية  22ويتكون من  51.8 انصهار
 ادناه. 

 

 ها والقواعد النتروجينة المكونة ل SSRجدول )ط( بادئات 

   اسم البادئ Fالقواعد النتروجينة Rالقواعد النتروجينية
CCACCAACCAAATCAAACAC CGAGACCTACCTTCAACAAA mPdCIR048 1 

CCCGAAGAGACGCTATT TGGATTTCCATTGTGAG mPdCIR078 2 
CTTGGTAGCTGCGTTTCTTG CCATTTATCATTCCCTCTCTTG mPdCIR093 3 
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ات ظ كافة المحاليل على الثلج أثناء التحضير, والتي تشمل الخطو يجري العمل بارتداء القفازات ويتم حف
 الآتية:

ماء خليط التفاعل الجاهز مع البادئ والوهي . يتم تحضير خليط التفاعل النهائي بمزج المكونات 2
بأنبوبة واحدة معقمة وبالتراكيز المبينة إزاء كل مادة وبعدد العينات المدروسة. مزجت المكونات 

ثانية وبعدها وضعت في جهاز الطرد المركزي  25لمدة  Vortexاطة الخلاط الهزاز جيداا بوس
 ثانية. 25لمدة 

 مايكرولتر. 955سعة  eppendrrfمايكرولتر من الخليط لكل أنبوبة من الأنابيب الصغيرة  7. وضع 9

ى التركيز لمايكرولتر من دنا كل عينة لكل أنبوبة بعد إجراء التخافيف عليها للوصول إ 2. أضيف 2
 نانوغرام/ مايكرولتر. 15

 . تمزج جيداا وتوضع بالمنبذة لعدة ثواني لجمع محتويات التفاعل في قعر الأنبوبة.7

( لبدء التفاعل التضاعفي Thermocycler. تنقل الأنابيب إلى جهاز المبلر الحراري الحلقي )1
 اعلرنامج المناسب, إذ تم التفالمتسلسل المتكرر، وبعد استخدام عدة برامج للتضاعف اختير الب

 وفق البرنامج التالي:

دورات  25مْ للمسخ الأولي لشريط الدنا، تليها  27دقيقة على درجة حرارة  2دورة واحدة لمدة 
ثانية على درجة حرارة  25مْ لمسخ القالب و 27ثانية على درجة حرارة  25تضاعف تتضمن كل دورة: 

مْ لاستطالة البادئات المرتبطة تليها  79دقيقة على درجة حرارة  2ب مْ لربط البادئات بالدنا القال 5.
ثانية على  25مْ لمسخ القالب  27ثانية على درجة حرارة  25دورة تضاعف تتضمن كل دورة  91

مْ لاستطالة البادئات  79دقيقة على درجة حرارة  2مْ لربط البادئات بالدنا القالب  15درجة حرارة 
 دقائق كدورة أخيرة للاستطالة النهائية. 7مْ لمدة 79أخيرة واحدة على درجة حرارة لمدة المرتبطة مع دورة 

 SSRعل اجدول )ي( مكونات تف 
 

 

 

 

 

 

 النهائي التركيز حجم العينة )مايكرولتر(  المكونات

  2.2 ماء مقطر

 1X 4 خليط التفاعل الجاهز

 بيكومول 0.8 10 (F+R)البادئ 

 انوغرامن 50 1 الدنا القالب للعينات
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 SSRالكشف عن نواتج تِاعف مؤشرات 

أجري العمل بارتداء القفازات وحفظت كافة المحاليل على الثلج أثناء التحضير وتبعا للخطوات 
 الآتية:

 587و HiDi formammideمايكرولتر من  .8.حضر خليط التفاعل النهائي بمزج المكونات  .2
مزجت المكونات صغيرة أنبوبة  كل في وضع LIZ500 (Applied Biosystem)مايكرولتر من 

ثانية وبعدها وضع في جهاز الطرد المركزي )المنبذة(  25جيداا بوساطة جهاز الخلاط الهزاز لمدة 
 ثانية لترسيب قطرات المحلول المتعلقة على جدار الأنبوبة. 25لمدة 

الطبق الخاص بجهاز التحليل الجيني  مايكرولتر من الخليط في كل حفرة من حفر 2. وضع 9
Genetic Analyzer. 

 mPdCIR078 و mPdCIR048البادئات الثلاثة  بلمرة مايكرولترمن ناتج تفاعل 2. أضيف 2
مايكرولتر في كل  25ليصبح الحجم النهائي  حفرة لكل (SSR لمؤشرات) mPdCIR093PCRو

 حفرة. غطت بغطاء مطاطي خاص.

قاية من رائحة الفورماميد ووضع الطبق في جهاز المبلمر الحراري على . استخدمت الكمامات للو 7
 .denaturationدقائق لتجري عملية مسخ للدنا  2مْ ولمدة 21درجة حرارة 

. حضرت حاوية ثلج وضعت عليها طبق العينات بعد إخراجها من جهاز المبلمر الحراري مباشرة ثم 1
 لإعادة ارتباط شريطي الدنا. وضعت بجهاز التحليل الجيني وبسرعة تجنباا 

وذلك  Genetic Analyzer 2225 ABIتم ترحيل العينات باستخدام جهاز التحليل الجيني  -.
مع  HiDiوالـ  formammideللحصول على الأوزان الجزيئية للحزم الناتجة وبدقة عالية يضاف 

النتيجة  تظهر المستخدم فتتكون القمم ذات الألوان المختلفة وذلك حسب لون المعلم LIZ500وجود 
تمثل الوزن  Xفي جهاز الحاسوب وهي عبارة عن منحنيات على محورين متعامدين يمثل المحور 

 درجة كثافة الحزمة.  Yالجزيئي للحزم الناتجة في حين يمثل المحور 

 تمييز جنس النخيل باستخدام الطرق الكيمياوية: 3-3 

  8 الحجم النهائي
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  أجرت التحليلات الكيمياوية للبادرات :

 .Aبادرات ذات أوراق مستقيمة   -

  .Tمقوسة بادرات ذات أوراق   -

 :الكلي في الاوراق لبروتينل النسبة المئويةتقدير  3-3-1

حسبت على اساس الوزن الجاف وذلك بناءاا على تقدير النسبة المئوية للنتروجين الكلي بعملية 
وية , اذ وضع خليط من من خلال اكسدة المادة العض Kildal methodالتقطير بطريقة كلدال 
مع صبغتي المثيل الحمراء والبروموكريسول الخضراء المذابتين بالأيثانول  %9حامض البوريك تركيز 

مل  25مل من العينة المهضومة و 25مل ثم اضيف للخليط 255مل في دورق مخروطي سعة  95
ير الأمونيا حتى تغير وأجريت عملية التقطير وتحر  %75عياري بتركيز  25من هيدروكسيد الصوديوم 

عياري لحين  5857لون الخليط من الأحمر الى الأخضر بعدها اجري التسحيح مع حامض الكبريتيك 
الوصول الى نقطة التعادل البنفسجية الخفيفة وحسب حجم الحامض المستهلك في التسحيح ثم حسبت 

 المئوية للنتروجين الكلي وفقاا للمعادلة الآتية:النسبة 

 N%  ×F=  البروتين %

F  =1871 

A.O.A.C) , 2271) 
 

 

 :لأميني البروليناتقدير محتوى الحامض  3-3-2

 تحضير العينات للتحليل:

غم من الأوراق النباتية ووضع  582بأخذ  (9527)واخرون  Ghaforتم التقدير وفق ماذكره 
ماء( ثم أذيبت العينة  75إيثانول و 5.مليلتر من خليط الإيثانول والماء المتكون من ) 15بالخلاط مع 

ووضع السائل في أنبوبة زجاجية مغلقة مضغوطة  مولاري .مليلتر من حامض الهيدروكلوريك  25في 
vaccum sealed glass  ساعات )التحضين بحمام جاف( ثم بعد  .مْ ولمدة 225على درجة حرارة

إلى  حتى وصل الراشح ذلك رشح السائل خلال مرشح زجاجي واستخدم المبخر الدوار لتركيز الراشح
ثم مزج  989=ذو رقم هيدروجينيمللترمن من حامض الستريك كمحلول دارئ  1مليلتر أضيف 1حجم 
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 15لمدة دقيقة واحدة ثم اضيف  PITCمايكروليتر من كاشف  25مايكروليتر من الانموذج في  95
وضعت  .7لهيدروجيني ا رقمال مولاري ذي 582مايكروليتر من محلول خلات الصوديوم الدارئ بتركيز 

 5899دقائق ثم رشح المحلول في مرشح غشائي قطر فتحاته  25النماذج بجهاز الطرد المركزي لمدة 
 anion exchange shim-pack XR-ODSمايكرون. بعدها جرت عملية الفصل في عمود نوع 

خلات الصوديوم  ميثانول مذاباا في دارئ %1مايكروليتر وباستعمال الطور المتحرك  1حجم الجسيمات 
 20حقن مْ  91مل/ دقيقة بدرجة حرارة  287 بمعدل جريان 7الهيدروجيني  الرقمعياري ذي 582بتركيز 

 جهاز  مايكروليتر من المحلول الناتج في

 (HPLC) High Performances Liquid Chromotography طول على ال فحصت العينة
اا بمقارنة مساحة القمة للنماذج القياسية مع مساحة حتسب تركيز النموذج كميا نانومتر, 995موجي ال

 القمة للأنموذج قيد التحليل حسب المعادلة الأتية:

معامل التخفيف × تركيز الأنموذج القياسي ×
مساحة قمة الأنموذج قيد التحليل
مساحة قمة الأنموذج القياسي 

=  تركيز الأنموذج غم/100 مللتر

 يديز:تقدير محتوى انزيم البيروكس 3-3-3 

 تحِير العينات للتحليل:

جمعت العينات  (,Critchley، 2221و (Underhill قدر انزيم البيروكسيديز وفق ماذكره
)الأوراق النباتية( وحفظت في حافظة تحتوي على النتروجين السائل بعد الوصول الى المختبر وضعت 

لتر من محلول كلوريد الكالسيوم ملي 981 وراق المجمدة أضيف لهاغم من الأ 2العينات بالتجميد أخذ 
الثلج, ثم وضعت في جهاز الطرد المركزي  جريشمليلتر من  981مولاري ووضعت بالخلاط مع  581

دقائق وبعد إخراج العينات أخذ الرائق ووضع في أنبوب نظيف جديد  .دورة/دقيقة ولمدة  2555بسرعة 
 A phenol-aminoantipyreneووضع بالتجميد لمدة ساعتين، حضر محلولين هما المحلول 

solution  محلول و الذي يعمل كمذيبB hydrogen peroxide in buffer solution  إذ يعمل
مليلتر من  281كما أضيف  Aمليلترمن المحلول 287كدارئ وبعد إخراج العينات من التجميد أضيف 

 anion exchange shim-pack XR-ODSبعدها جرت عملية الفصل في عمود نوع  Bالمحلول 
مذاباا في دارئ خلات الصوديوم  %1مايكروليتر وباستعمال الطور المتحرك ميثانول  1حجم الجسيمات 

مايكروليتر من  10حقن / دقيقة مْ  مل287 وبمعدل جريان 7الهيدروجيني الرقمعياري ذي 582بتركيز 
وفحصت  High Performances Liquid Chromography (HPLC) المحلول الناتج في جهاز
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حتسب تركيز النموذج كمياا بمقارنة مساحة القمة للنماذج انانومتر,  125موجي الطول العينة على ال
  تية:القياسية مع مساحة القمة للأنموذج قيد التحليل حسب المعادلة الآ

معامل التخفيف × تركيز الأنموذج القياسي ×
مساحة قمة الأنموذج قيد التحليل
مساحة قمة الأنموذج القياسي 

=  تركيز الأنموذج غم/100 مللتر
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  النتائج والمناقشة: -4

  نتائج استخدام الطرائق التقليدية 4-1

ز بين تمييلاالطريقة التقليدية المعتمدة على اختراق البادرات للغطاء لم تثبت قدرتها على إن  
 أذ اخترقت جميع البادرات الغطاء. البادرات

  بذور ونوع البادرات :ال إنبات نتائج 4-1-1

 لغتقد ب لأنبات البذور المزروعة بأطباق البتري النسبة المئوية أن (2أظهرت نتائج الجدول ) 
عدد 9.1و %.718بنسبة انبات  بذرة 992 اليمين نحو بأنباتها المتجهة البذور عدد وكان % .2.8
ذه النتيجة مع ماوجده الهاشمي وتتفق ه ,% 12اليسار وبنسبة انبات  نحو المتجهة بانباتها البذور

  النخيل من ناحية عدد البذور النابتة ونسبة الإنبات. ( في بحثه على بذور22.2)

 قد بلغت لأنبات البذور المزروعة بأصص النسبة المئوية ( أن2كما أظهرت نتائج الجدول )
ذات  البادرات وعدد % 15بذرة ونسبتها  977 المستقيمة البادرات ذات الأوراق عدد كان و 27%

 . %.7.8ونسبتها  972 الأوراق المقوسة
 

  النسبة المئوية لأنبات البذور المزروعة ونوع البادرات الناتجة (1جدول ) 
عدد البذورالكلية  ت

 النابتة
نسبة 
 إنباتها%

عدد البذور  نوع البادرات
 النابتة

نسبة الإنبات 
% 

المجموعة 
 الأولى

البذور المتجهة بانباتها البادرات الناتجة من  98.8 727
 Rنحو اليمين 

992 718. 

 L 9.1 12البذور المتجهة بانباتها نحو اليسار     

المجموعة 
 الثانية

 .A 244 7.8البادرات ذات الاوراق المستقيمة  97 7.1

 T 241 7.89 البادرات ذات الأوراق المقوسة    
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 :والبادرات لنخيل التمرنتائج عزل وتوصيف الدنا المجيني من الأوراق  4-2 

من خلال إجراء تجارب عزل الأحماض النووية الكلية من الأوراق )السعف( الفتية للأصناف 
في  CTAB (Cetyltrimethyl ammonium bromide)المذكرة والمؤنثة وباستخدام مادة  27

صول ( فقد تم الح2222) وآخرون Benitoلاص حسب الطريقة الموصوفة من قبل ستخالا محلول
على كميات مناسبة من الدنا الكلي )المجيني( حسبت نتائج كمية الدنا المستخلص والنقاوة بالاعتماد 

 9.5نانوميتر و 9.5على قراءة الامتصاص لطيف الأشعة فوق البنفسجية عند الطول الموجي 
ز إذ بلغ أعلى تركي spectrophotometer .Nanodropنانوميتر وذلك عند فحص العينات بجهاز 

كيز ر ، وأقل ت28.9والذي بلغت نقاوته  نانوغرام /مايكرولتر للصنف الأشرسي 922للأحماض النووية 
كما في  9822وبلغت نقاوته  نانوغرام /مايكرولتر 2.781إذ بلغ للبادرات المتجهة بانباتها نحو اليسار 

 (.9الجدول )

ؤدي مة لعزل الدنا من النباتات سيإن استخدام هذه الطريقة التي تعد من الطرائق الكفوءة والملائ
إلى اختصار خطوات العمل إذ تعد طريقة بسيطة وسريعة مقارنة بالطرائق الأخرى المعتمدة على النبذ 
المركزي الفائق في محلول متدرج الكثافة باستخدام ملح كلوريد السيزيوم والذي يتطلب جهداا ووقتاا 

الاستخلاص لعزل الدنا المجيني يعود إلى وقت  ليلفي محا (CTAB)إضافياا. إن استخدام مادة الـ
( ولكن بالاعتماد على محلول متدرج 22.5) Thompsonو Murrayليس بالقصير فقد استعمله 

 الكثافة مع ملح كلوريد السيزيوم. 

( في 9557( فقد استعملت بكفاءة من قبل خيرالله )2222وآخرون ) Benitoأما طريقة 
ات النسيجية لصنفي النخيل برحي ومكتوم إذ أن الكفاءة والسهولة تمثلت في استخلاص الدنا من النبات

الإجراءات والمواد الكيميائية المكونة لمحاليل العزل إذ أن كل مادة فيها تعمل على إزاحة إحدى مكونات 
لاستخلاص معتمدة على خاصية ا الخلية غير المرغوبة وبنفس الوقت تحافظ على الدنا كونه الهدف من

رسيب الدنا بالمذيبات العضوية. ولكون النباتات تمتاز بجدران سميكة تحيط بالأغشية الخلوية، لذا ت
فإن تكسير الخلايا يتم باستخدام السحق اليدوي بوجود النتروجين السائل إذ تعمل الدرجات الحرارية 

يا، م جدران الخلامْ( على إيقاف نشاط الأنزيمات النووية والتي تتحرر بمجرد تحط.22 -المنخفضة )
الاستخلاص يعمل على تكوين معقد مع الحوامض النووية  في محلول CTABوأن وجود مادة الـ

Nucleic acids CTAB Complex  تمنحها المقاومة ضد التحلل وتحافظ على هيكلهاالأساسي
  وبذلك يسهل فصلها عن البروتينات.
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 (Chelating agent)عامل مخلبي الاستخلاص وهي  الداخلة في محلول EDTAأما مادة الـ
الضرورية لفعالية الأنزيمات النووية التي تعمل  21Mgفإنها تعمل على اقتناص الأيونات الموجبة مثل 

(، أما 22.9وآخرون،  Maniatisعلى تحلل الأحماض النووية مما يثبط عمل تلك الأنزيمات )
قة ومسخ بقية البروتينات، وكذلك في المرحلة اللاح CTABالكلوروفورم فيعمل على التخلص من 

السكريات المتعددة والمواد الأخرى مثل الكلوروفيل التي يتم فصلها فيما بعد بالطرد المركزي ويبقى 
الدنا بالطور المائي، إذ يتم ترسيبه بواسطة كحول الآيزوبروبانول البارد. أما محلول الغسل فيعمل على 

ما علق به من مركبات. ومن الجدير بالذكر هنا أنه تم  قصر الدنا بعد ترسيبه وتخليصه من جميع
أضافة  ( وذلك بعدم2222وآخرون ) Benito إجراء تحوير بسيط في هذه الطريقة الموصوفة من قبل

وذلك لعدم تأثيره في الدقة  RNAالذي يعمل على التخلص من الحامض النووي  RNaseأنزيم الـ
يتلف عند التعرض للدرجات الحرارية العالية، فضلاا عن ه إذ أن PCRالمطلوبة في تطبيق تفاعلات 

 Corniquelتتعرف على تسلسل شريط الدنا فقط ) RAPDأن البادئات المستخدمة في تفاعلات 
 DNaseمادة المركبتو إيثانول التي تعمل على تحليل أنزيم  اضافة (، كما لم يتمMercier ،2227و

 (.Kahl ،2227و Weisingون البني في المستخلص )ومنع أكسدة المواد الفينولية وظهور الل

وعلى الرغم من احتواء أنسجة النخيل على الفينولات فأن كفاءة المواد والظروف السابقة أغنت 
لعزل الدنا من أوراق سعف  CTABستعملت طريقة الـأالطريقة عند التعامل مع هذه المادة السامة. 
؛ 9552؛ جبرائيل، 9555يد من الباحثين )الخطيب، نخيل التمر في دراسات أجريت من قبل العد

Jubrael ،9551 ؛Ali  ،955وآخرون. .) 

 Doyleاستعملت فيها طريقة فقد أما استخلاص الاحماض النووية من البادرات المدروسة 
مع  (1993)وآخرون  Benitoوهي طريقة سريعة للاستخلاص تشابه طريقة  Doyle (1987)و

 الاستخلاص.  لى تقليل زمنبعض التحوير الذي أدى إ
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 :استخدام مؤشرات الدنا الجزيئية في تمييز الجنس المبكر لنخيل التمر 4-3

دام مؤشرات استخب Bulks segtegant analysis) (BSA)نتائج تحليل انعزال المجاميع  4-3-1
RAPD: 

لى إمها يفي هذه الدراسة لتمييز جنس نخيل التمر للعينات بعد تقس RAPDسخرت مؤشرات 
بادئ من  5.ناث للأصناف المدروسة باستخدام مجموعة أصناف الذكور ومجموعة أصناف الإ

 شكال للدنا.البادئات الخاصة لمؤشرات التضاعف العشوائي المتعدد الأ

في نمط  تشابهاا  بادئاا  15 ظهرأالمستعملة اختلافاا في إظهار نواتج البلمرة، إذ  أظهرت البادئات
في حين أظهرت البادئات  (Monomorphic bands) انت هذه الحزم متطابقة شكلياا كو توزيع الحزم 

OPA12 ،OPB07 ،OPC09 ،OPC13 ،OPD10 ،OPD20 ،OPE04 ،OPK18 ،
OPN17 ،OPX04  حزماا متباينة(Polymorphic bands) لعينة  أو تسمى متعددة الأشكال

 (.Fاف المؤنثة )( عنها في عينة مجموعة الأصن Mمجموعة الأصناف المذكرة )
 

 

  F ناثوا  M الذكور تيلمجموع PCRنواتج الترحيل الكهربائي لتفاعل البلمرة المتسلسل  (1) شكل
 تطابقاا شكلياا، تظهر RAPDلمؤشرات  بادئات 9عمالباست نخيل التمر

L دليل الأوزن القياسي :DNA Ladder) (100 pb  
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 من ذكور وأناث وبادرات نخيل التمر خلصةتركيز ونقاوة الدنا للعينات المست ) 2جدول )

 اسم المجموعة
 

 تركيز الدنا اسم الصنف

 غرام/مايكرولترنانو 

النقاوة قراءة الجهاز 
261\281 

 28.2 91182 غنامي أحمر الأصناف المذكرة 

 .282 189.0 غنامي اخضر 

 9825 .9298 خكري كريطلي 

 9827 92587 خكري سميسمي  

 9857 2.811 خكري عادي 

 2827 9.185 رصاصي 

 .985 2.782 غلامي 

 2877 .27.8 برحي الأصناف المؤنثة 

 2822 87..2 تبرزل  

 9851 2.187 مكتوم 

 28.9 92285 أشرسي 

 .985 .97.8 خستاوي 

 2827 99982 أسطة عمران 

 .287 92.82 خضراوي 

 9852 27.82 اتجاه إنبات يمين البادرات

 9822 2.781 اتجاه إنبات يسار 

 2879 95587 المستقيمةذات الأوراق  

 .281 12872 المقوسةذات الأوراق  
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  Fناثوا   M ذكور تيلمجموع PCRنواتج الترحيل الكهربائي لتفاعل البلمرة المتسلسل  (2شكل )

 OPD20و OPC13للبادئين  تظهر تعدداا شكلياا  RAPD لمؤشرات بادئات 9عمال باست نخيل التمر
  .OPA12و

L دليل الأوزان القياسي للدنا :(DNA Ladder) 100 pb 

  

 لتمييز جنس أصناف النخيل: RAPDنتائج تحليل مؤشرات  4-3-2

استخدمت البادئات التي اظهرت نواتج تفاعلها المتسلسل حزما متباينة من التجربة السابقة في 
الجدول  تمر وكل صنف على حدة. يبيندراسة إمكانية التمييز بين الأصناف الذكرية والانثوية لنخيل ال

( بعض المعلمات الخاصة بنتائج تفاعل البلمرة المتسلسل الخاص بالبادئات العشرة التي أظهرت 2)
(. 9( والشكل )2تبايناا شكلياا في التمييز بين مجموعتين عينات الذكور عن الإناث كما في الشكل )

حزمة  72وكانت عدد الحزم المتباينة منها  .9.غ يلاحظ من نتائج الجدول أن عدد الحزم الكلية بل
 حزمة وكان الأعلى .22أعلى عدد حزم بلغ  OPD10. أعطى البادئ %817.وبنسبة تباين بلغت 

حزمة.  99إذ لم يعط غير  )%2812(الأقل كفاءة  OPE04(%. في حين كان البادئ 2.8.1كفاءة(
وبقوة تشخيصية  %22.72ة للتباين بلغت وبالرغم من ذلك يلاحظ أن هذا البادئ أعطى أعلى نسب

وبقوة  % 3.29أقل نسبة مئوية للتباين كانت  OPD20في حين أعطى البادئ  %29822قدرها 
وأعطى  %278.2أعلى قوة تشخيصية بلغت  OPD10وأعطى البادئ  %7822تشخيصية بلغت 

 . %78.7بلغت  أقل قوة تشخيصيةOPX04 و OPB07البادئان 
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لمرة بحزم الكلية والمتباينة وكفاءة البادئات والقوة التشخيصية الناتجة من تفاعل ( أعداد ال3جدول )
نثوية لنخيل الاصناف الذكرية والأ  صنفاا من 14يز بين يللتم المستخدمة RAPDعشرة بادئات 

  التمر

النسبة المئوية 
لقوة ل

التشخيصية 
 للبادئ

النسبة 
المئوية 

 باينللت

عدد 
الحزم 
 المتباينة

زم عدد الح
 المتشابهة

النسبة 
المئوية 

 لكفأة البادئ

عدد 
الحزم 
 الكلية

 ت اسم البادئ

9.75 181. 7 .. 22815 79 OPA12 1 

4.87 3.33 9 1. 281. .5 OPB07 9 
12.19 2282. 1 22 7852 77 OPC09 2 

9.75 4.59 7 .2 22825 .7 OPC13 7 
14. 63 5.08 . 229  18.85  22. OPD10 1 

7.31 3.29 2 .. 27817 22 OPD20 . 
12.19 22.72 1 27 2812 99 OPE04 7 

12.19 14.70 1 92 1872 27 OPK18 . 
2.19 7.57 1 61 25817 .. OPN17 2 

4.87 .891 9 25 1822 29 OPX04 25 

  المجموع .9. - 585   41   -

  المعدل .98. -   4.1  4.81 -
 

 :OPD10ية باستخدام البادئ تمييز الجنس للأصناف الذكرية والانثو  7-3-3 

عدد من الحزم الكلية بلغت  )2(الجدول في الموضحة  OPD10أظهرت نتائج بلمرة البادئ 
حزم  6 (Polymorphic bands)وكان عدد الحزم المتباينة  ،حزمة 8.2حزمة، أي بمعدل  .22

( 7دول )أظهر الجحزمة،و  112بلغ عددها  (Monomorphic bands) وعدد من الحزم المتشابهة
زوج  272بلغت وزن جزيئي للحزمة زوج قاعدي وأقل  .2.كانت أعلى قيمة وزن جزيئي للحزم أن 

غنامي أخضر وخكري عادي ومكتوم وتبرزل  للصنف هيأعلى نسبة تضاعف كانت و  قاعدي,
، كما حزم 5وأقل نسبة تضاعف للصنف خضراوي إذ بلغت لكل منهما،  حزم 10إذ بلغت وخستاوي 
زوج  272ذات الوزن الجزيئي  polymorphic bandsإن ظهور حزمة متباينة  .(2)في الشكل 
وغيابها  (85.71 % أصناف مؤنثة من مجموع الأصناف السبعة المؤنثة )أي بنسبة ستةقاعدي في 

مميزاا لجنس أصناف  مؤشراا  في جميع الأصناف المذكرة عد مؤشراا إيجابياا وبذلك رشح هذا البادئ ليكون
 .RAPDتمر العراقية على مستوى مؤشرات نخيل ال
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أظهر  إذ بحثهم .955وآخرون  Younisوهذه النتيجة تتفق مع النتيجة التي توصلت إليها 
 حزماا متباينة في الأصناف المؤنثة لم تظهر في الأصناف المذكرة. OPD10البادئ 

زئية باختلاف اختلافات في عدد الحزم المضاعفة وأحجامها الج RAPDبينت نتائج تفاعلات 
البادئ المستخدم والناتجة من الاختلاف في عدد المواقع المكملة لذلك البادئ في جينوم النبات وبادئات 
أخرى لم تعط نتائج كاملة عند استخدامها، إذ يلاحظ فقدان الحزم في بعض العينات قيد الدراسة عند 

ة ت تلك البادئات في جينوم نخلوذلك بسبب غياب المواقع المكملة لتسلسلا RAPDتطبيق مؤشرات 
التمر. وأن ظهور هذه الحزم المتباينة أو غيابها المستخدمة في مواقع محددة يعود إلى اختلاف في 
ترتيب القواعد، إذ أن مواقع ارتباط البادئات المستخدمة منتشرة بشكل عشوائي على مجين الأفراد 

، أو الحذف Insertionليوتيدات نتيجة الإضافة المدروسة، لذا فإن حدوث أي تغيير في تسلسل النتيوك
Deletion أو إعادة ترتيب ،Rearrangement  للنيوكليوتيدات في مجين الأفراد المدروسة لأي سبب

 Pointأو الطفرات النقطية  Karyotypic changeكان كالتغيرات في الهيئة الكروموسومية 

mutation  أو الارتباط أو العبور الجسميSomatic crossing over أو بلمرة الدنا ،DNA 

Amplificationة، أو مثيل DNA Methylation القافزة  أو وجود ما يعرف بالجينات
Transposable elements أوالتغيير في دنا العضياتChange in organelles DNA (Brar 

باط مواقع الارت إذ أن حدوث واحد أو أكثر من هذه التغيرات سوف يسبب تغييراا في(،Jain ،1998و
بالبادئ، وبالتالي يتغير حجم القطعة المتضاعفة مما يؤدي إلى ظهور هذه الحزم المتباينة، أو غيابها 

 في مواقع محددة على الهلام.

 
سبعة عينات و  (7-1) مذكرةسبعة عينات بلمرة الترحيل الكهربائي الهلامي لنواتج تفاعل ( 3الشكل )
  OPD10ئ باستعمال الباد( 14-8)مؤنثة 
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L دليل الأوزان القياسي للدنا :DNA Ladder) 51 pb (  

 

 نتائج مؤشرات التتابعات المتباينة المِاعفة المنشطرة  4-3-3
Cleaved Amplified Polymorphic Sequence (CAPS) 

, تم عمل تفاعل البلمرة للعينات المذكرة CAPSليستعمل في تفاعل  OPD10رشح البادئ 
 Hpaو Bcl I( الثلاثة وهي Restriction Enzymeالتقييد ) القطع و ملت أنزيماتوالمؤنثة، استع

II وRsa I 27عينة مذكرة ومؤنثة قبل القطع بالأنزيم و27عينة ) .9, بعد ترحيل لقطع نواتج التفاعل 
 اذ Bcl Iستجابة هذه النواتج للقطع بالانزيم( الى ا1) الجدولعينة بعد القطع بالأنزيم( أظهرت نتائج 

كل الشفي  وكما مؤنثة عينات ستة زوج قاعدي التي تحتويها 272ذات الوزن الجزيئي  ةالحزم تقطع
استخدام أنزيم القطع عند ( 9529وآخرون ) Al-Mahmoudتتفق هذه النتيجة مع ما اوضحته و (,7)

Bcl I  قام بنفس العملالذي . 

 

 

 
( 7-1لسبعة أصناف مذكرة العينات ) ل البلمرةتفاعلنواتج  الترحيل الكهربائي الهلامي( 4الشكل )
القطع الأنزيم وبعد القطع بقبل  OPD10باستخدام البادئ  (14-8مؤنثة العينات ) أصنافوسبعة 

 BclI الأنزيمب

L دليل الأوزان القياسي للدنا :DNA Ladder) 51 (pb  
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وتشير  OPD10دئ لهضم نواتج تفاعل البلمرة باستعمال البا HpaIIاستخدم أنزيم التقييد 
 727,  15., 199,,295,433 الحزم ذات الوزنالجزيئي قطعت ) .النتائج الموضحة في الجدول )

تتفق لا(. وهذه النتيجة 1الموجودة في الأصناف المؤنثة والمذكرة كما في الشكل )زوج قاعدي  .2.،
عدي زوج قا 2.5التي حصلت قطع للحزمة ( 9529وآخرون ) Al-Mahmoudمع ما وضحته 

  .HpaIIالموجودة في الأصناف المؤنثةعند استخدام الأنزيم 
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  الأصناف المذكرة الأصناف المؤنثة

 ةأسط خِراوي
 عمران

خكري  رصاصي غلامي برحي تبرزل مكتوم أشرسي خستاوي
 عادي

خكري 
 سميسمي

خكري 
 كريطلي

غنامي 
 أخِر

غنامي 
 أحمر

الأوزان 
 الجزيئة

5 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 .2. 
5 2 2 2 2 2 5 2 2 2 2 2 2 2 727 
5 5 2 2 2 2 5 2 5 2 2 2 2 0 .15 
5 2 2 5 2 2 5 5 2 2 2 5 2 2 199 
0 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 722 
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 295 
0 2 2 2 5 2 2 2 2 2 2 2 2 2 9.9 
1 2 2 2 2 2 5 2 5 2 2 2 2 2 912 
2 2 2 5 2 2 2 5 5 2 2 5 2 5 2.5 
 0 2 5 2 2 5 5 2 2 2 5 2 2 2 154 
2 5 2 2 2 2 2 5 5 5 5 5 5 5 143 

 مع أوزانها الجزيئة OPD10الناتجةمن تِاعف دنا عينات النخيل الذكرية والأنثوية باستعمال البادئ  ( الحزم4جدول )
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 القطع بالأنزيم وبعد القطع بالأنزيمللعينات المذكرة والمؤنثة قبل  OPD10ل البادئ للحزم الناتجة من تفاعل البلمرةباستعما( الأوزان الجزيئية 5جدول )
IBcl 
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5 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 5 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 .2. 
5 2 2 2 2 2 5 2 2 2 2 2 2 2 5 2 2 2 2 2 5 2 2 2 2 2 2 2 727 
5 5 2 2 2 2 5 2 0 2 2 2 2 0 5 0 2 2 2 2 5 2 0 2 2 2 2 0 .15 
5 2 2 5 2 2 0 2 2 2 2 0 2 2 5 2 2 5 2 2 0 2 2 2 2 0 2 2 199 
0 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 0 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 722 
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 295 
5 2 2 2 5 2 2 2 2 2 2 2 2 2 5 2 2 2 5 2 2 2 2 2 2 2 2 2 9.9 
1 2 2 2 2 2 5 2 5 2 2 5 2 2 1 2 2 2 2 2 5 2 5 2 2 5 2 2 912 
2 2 2 5 2 2 2 5 5 2 2 5 2 5 2 2 2 5 2 2 2 5 5 1 2 5 2  5  2.5 
2 2 5 2 2 5 5 5 2 2 5 1 2 2 2 2 5 2 2 5 5 0 2 2 0 1 2 2  154  
5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 1 0 2 2 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 143 
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( 7-1لسبعة أصناف مذكرة العينات ) تفاعل البلمرةالترحيل الكهربائي الهلامي لنواتج  (5الشكل )
القطع الأنزيم وبعد القطع بقبل  OPD10باستخدام البادئ  (14-8مؤنثة العينات ) أصنافوسبعة 

 HpaII الأنزيمب

L دليل الأوزان القياسي للدنا :(100 pb DNA Ladder) 

 

لم يظهر أي  ,RsaIوعند استعمال أنزيم التقييد  OPD10البادئ  دامباستخ PCRأجري تفاعل 
( من 9529وآخرون ) Al-Mahmoudوهذا يؤيد ما وضحته استجابة للعينات للقطع بهذا الأنزيم 

جدول في  كما .Ras Iأنزيم القطع والتقييد للقطع بعدم استجابة عينات نخيل التمر التي تم بلمرتها 
(7.) 
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الأنزيم وبعد القطع ب القطعمؤنثة قبل وسبعة أصناف مذكرة  سبعة أصنافل OPD10للحزم الناتجة من تفاعل البلمرة المتسلسل باستعمال البادئ  ( الأوزان الجزيئية6جدول )
 Hpa IIبالأنزيم 
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0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 .2. 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 727 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 0  1 1 1 1 0 .15 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 199 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 722 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 295 
0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 9.9 
2 2 2 2 2 2 5 2 5 2 2 1 2 2 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1  1 1 912 
2 2 1 0 1 1 2 0 5 2 1 0 2 2 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 0 1 2 2.5 
5 2 5 2 2 5 5 2 2 1 0 2 2 5 0 1 0 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 5 217 
2 5 2 2 2 2 2 5 5 5 5 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 272 
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ؤنثة قبل لسبعة أصناف مذكرة وسبعة أصناف م OPD10للحزم الناتجة من تفاعل البلمرة المتسلسل باستعمال البادئ ( الأوزان الجزيئية 7جدول )

  Ras Iالقطع بالأنزيم وبعد القطع بالأنزيم 
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0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 .2. 
0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 7.1 
0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 .15 
0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 199 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 722 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 295 
0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 9.9 
0 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 1 912 
1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 2.5 
1 1 0 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 154 
2 0 1 1 2 1 1 5 0 0 5 0 0 5 2 0 1 1 2 1 1 5 0 0 5 0 0 5 143 
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 :نتائج تفاعل البلمرة المتسلسل المتشعب 4-3-5

التي ظهرت في دنا  أجري تفاعل البلمرة المتسلسل المتشعب للحزمة المميزة وذات التعدد الشكلي
ستة من العينات الأنثوية التي تمثل الأصناف برحي وتبرزل ومكتوم واشرسي وخستاوي وخضراوي عدا 

فيه هذه الحزمة وبعد أجراء الترحيل الكهربائي و باستخدام البرنامج  الصنف أسطة عمران الذي لم تظهر
كما  زوج قاعدي 272هو  N ن الوزن الجزيئي للعينة المتشعبةظهر أ Photo captureالحاسوبي 
  (..في الشكل )

 

 
 ( الترحيل الكهربائي لنواتج بلمرة المتشعبة للأصناف المؤنثة السبعة 6شكل )

 L وزان القياسي للدنا : يمثل دليل الأ(DNA Ladder) 100 pb 
 

 مؤشر الدنا في تمييز جنس بادرات النخيل:دام استخ 4-3-6

ومجموعة الإناث  (M)مجموعة الذكور{للعينات  RAPDنتائج تفاعل بلمرة  (.الجدول )يبين 
( F) ( وغنامي أخضر(G  و( برحيB ) المتجهة البادرة و (    البادرة المتجهة بأنباتها نحو اليمين )و

والعينة المتشعبة  (T) البادرة المقوسة الأوراقو  (Aالبادرة المستقيمة الأوراق )و (    بانباتها نحو اليسار )
(N)}  باستخدام البادئOPD10  لوحظ أن العينةT  قد شابهت العينةB  في عدم احتوائهما على

زوج قاعدي  272ن الجزيئي احتوائهما على الحزمة ذات الوز و  775, 55., 199 الحزم ذات الأوزان
 .(7الشكل ) الحزمة المميزة للأناث( كما(

 

 

 L 
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 M لعينات مجموعة الذكور OPD10البادئ باستخدام  بلمرة واتجنل الترحيل الكهربائي (7الشكل )

ونحو اليسار  Rوالبادرات المتجهة نحو اليمين  Bوالبرحي  Gوالغنامي الأخِر  Fومجموعة الإناث 
L  المستقيمة وذات الأوراقA  والمقوسةT  والمتشعبةN 

La دليل الأوزان القياسي للدنا :DNA Ladder) 51 pb ( 

مجموعة الذكور ومجموعة الإناث ل OPD10البادئ باستخدام العينات  بلمرة واتج( ن8جدول )
والغنامي الأخِر والبرحي والبادرات المتجهة نحو اليمين ونحو اليسار وذات الأوراق المستقيمة 

  المقوسة والعينة المتشعبةو 
 متشعبة

N 

 مقوسة
T 

 مستقيمة
A 

 يسار
L 

 يمين
R 

 برحي
B 

غنامي 
 G أخِر

مجموعة 
  F الإناث

مجموعة 
  M الذكور

الوزن الجزيئي 
 زوج قاعدي

5 2 2 2 2 2 2 2 2 .2. 
5 5 2 2 2 5 2 2 2 743 
5 5 2 2 2 5 2 5 2 650 
5 5 2 2 2 5 2 5 2 199 
5 2 2 2 2 2 2 2 2 722 
5 2 5 2 2 2 5 2 5 320 
5 2 5 2 2 2 2 2 2 280 
0 0 1 1 1 0 1 1 1 253 

5 5 2 2 2 2 2 5 2 180 
5 5 2 2 2 5 2 2 2 217 
2 2 5 5 5 2 5 2 5 272 

الوراثية هي تخطيط يظهر العلاقات التطورية لمجموعة من الكائنات الحية التي  إنَّ شجرة القرابة
السلف المشترك في جذع الشجرة، والكائنات التي تنشأ منه توجد في  نشأت من سلف مشترك. يكون
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نهاية فروع الشجرة. تشير المسافة بين المجموعة الواحدة والمجموعات الأخرى إلى درجة العلاقة بينهم. 
ها توضع في فروع قريبة من بعضها، وعلى الرغم من ذلك فإن هذه ضفالمجموعات القريبة من بع

 ولكنها طريقة سهلة لدراسة علاقات القرابة والتطور.الطريقة تقديرية 

بشكل عام، فإن الكائنات التي تكون متشابهة شكلياا مع بعضها أو متشابهة وراثياا مع بعضها 
من المحتمل ان تكون قريبة من بعضها أكثر من الكائنات التي تكون ذات بنى أو تسلسلات مختلفة. 

ظهريا ولكنها قريبة من بعضها جينياا وبالتالي قد تعود هذه وقد تكون الأفراد مختلفة مع بعضها م
 الاختلافات الى تاثيرات بيئية فقط لاتؤخذ بعين الاعتبار في تحديد درجة القرابة بين الأفراد.

واعتماداُ على طريقة  RAPDأظهر التحليل العنقودي للعينات المدروسة باستخدام مؤشرات 
(UPGMA) Pair –Group Method using an arithmetic Average  ان العينات المدروسة

العينة  Z ضمت المجموعة و %.بلغت نسبة التشابه بينهما  Z و Eرئيسيتين  قسمت الى مجموعتين
بلغت نسبة التشابه بين المجموعتين  Yو Xمجموعتين ثانويتين  (E)المتشعبة وضمت المجموعة 

شملت العينة  Xومجموعة الأناث أما المجموعة العينات المقوسة والبرحي  Yشملت المجموعة  79%
 .(.لشكل )المستقيمة واليسار واليمين وغنامي اخضر ومجموعة الذكور كما في ا

 كانت كالآتي:  Jacard Similarty indexمقياس  نتائج التشابه الوراثي على 

التشابه نسبة و  %72875بلغت  مجموعة الإناث معنسبة تشابه  اعلى البادرة المقوسةأظهرت 
كما أظهرت البادرة المقوسة أعلى نسبة  %25ومجموعة الذكور بلغت  ةتقيمالوراثي بين البادرة المس

 بينو  العينة المتشعبة بين الوراثي نسبة التشابه، وبلغت %2822. الأم )البرحي(مع  وراثيتشابه 
 %5855الذكور بلغت  المتشعبة ومجموعة العينة نسبة التشابه الوراثي بينو  %2789 مجموعة الإناث

 نسبة التشابه , وبلغت%.2.8بلغت  وبين الأم )البرحي(تشعبة ة المعيننسبة التشابه الوراثي بين الو 
 ةيمتقنسبة التشابه الوراثي بين البادرة المسو  %2.82 ة ومجموعة الإناثستقيمبين البادرة الم الوراثي

بلغت  ي(ة وبين الأم )البرحتقيمن البادرة المسنسبة التشابه الوراثي بيو  %7787ومجموعة الذكور بلغت 
 ة الإناثومجموع ذات اتجاه الأنبات نحو اليساربين البادرة  الوراثي نسبة التشابه ، وبلغت9789%

 .8..ذات اتجاه الأنبات نحو اليسار ومجموعة الذكور بلغت نسبة التشابه الوراثي بين البادرة و  5%.
، % 15 لغتب وبين الأم )البرحي( ذات اتجاه الأنبات نحو اليساربادرة نسبة التشابه الوراثي بين الو  %

 وبلغت %5. ومجموعة الإناث ذات اتجاه الأنبات نحو اليمينبين البادرة  الوراثي نسبة التشابه وبلغت
نسبة و  %.8..الذكور ومجموعة  ذات اتجاه الأنبات نحو اليمينبين البادرة  الوراثي نسبة التشابه
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 وكما في % 15 بلغت وبين الأم )البرحي( ذات اتجاه الأنبات نحو اليمينلوراثي بين البادرة التشابه ا

ونسبة التشابه  %7287بلغت  مجموعة الإناث مع الوراثي للبادرة المقوسة تشابهالنسبة (. إن 2الجدول )
ن تكون هذه البادرة مما يعطي مؤشراا ايجابياا ا % 2822.بلغت  الأم )البرحي(لهذه البادرة مع  وراثيال

 شجرة مؤنثة مستقبلاا.

 

( للعينات مجموعة الذكور ومجموعة الإناث Dendrogram) الوراثية شجرة القرابة (8الشكل )
البادرة المتجهة بانباتها نحو اليسار و  البادرة المتحهة بأنباتها نحو اليمينو والغنامي الأخِر والبرحي 

رة اعتمادااعلى نتائج البلمرة المقوسة الأوراق والعينة المتشعبة البادو البادرة المستقيمة الأوراق و 
  OPD10بالبادئ 
للعينات مجموعة الذكور ومجموعة الإناث والغنامي الأخِر والبرحي  الوراثي ( التشابه9جدول )

والبادرات المتجهة نحو اليمين و نحو اليسار والمستقيمة والمقوسة والمتشعبة اعتمادااعلى نتائج 
  OPD10لمرة ببادئ الب
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غنامي  برحي يمين  يسار مستقيمة مقوسة متشعبة 

 اخِر

مجموعة 
 الأناث

مجموعة 
 الذكور

                1.000 متشعبة
             1.000 0.200 مقوسة

           1.000  0.181 0.000 مستقيمة 

         1.000 0.700 0.400 0.000 يسار 

       1.000 1.000 0.700 0.400 0.000 يمين 

     1.000 0.500 0.500  0.272  0.833  0.166 برحي

غنامي 
 أخِر

0.000 0.300 0.777  0.888  0.888  0.400 1.000    

مجموعة 
 الأناث

0.142  0.714  0.363  0.600 0.600 0.625 0.500 1.000  

مجموعة 
 الذكور

0.000 0.300 0.777  0.888  0.888  0.400 1.000 0.500  1.000 

 
  SSRمتسلسلة القصيرة نتائج تفاعل التتابعات ال 4-3-7

 .7 البادئ هي( و  ( SSRالتتابعات المتكررة  ثلاث بادئاتبلمرة بأستعمال  بعد إجراء تفاعل 

mPdCIR0  والبادئmPdCIR078  22والبادئ mPdCIR0 جهاز  استخدامبجرى فصل النواتج
الأوزان الجزيئية لحزم  mPdCIR0 .7ظهر البادئ أ ، إذGenetic Analyser 3130التحليل الجيني

زوج قاعدي, وأن الأوزان الجزيئية لحزم مجموعة  221,222,2.9 (M) مجموعة الأصناف المذكرة
م زوج قاعدي. وبما أن الأوزان الجزيئة للحز  .221,2.1,2.9,21 (F) الأصناف المؤنثة

عة المؤنثة بذلك اعتبرت حزماا حيادية لا يعتمد عليها موجودة في المجموعة المذكرة والمجمو 221,2.9
 (.25كما في الجدول ) المؤنثة في التمييز بين الأصناف المذكرة والأصناف
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 (M)الأوزان الجزيئية لحزم عينة مجموعة الأصناف المذكرة  mPdCIR078البادئ وأظهر  
 ينة مجموعة الأصناف المؤنثةالأوزان الجزيئية لحزم عو زوج قاعدي,  217، 277، 227، 227، 227
(F) 229 ،227 ،227 ،272 ،2714217 .زوج قاعدي  

( موجودة في المجموعة المذكرة والمجموعة المؤنثة، 227، 227وبما أن الأوزان الجزيئة للحزم )
 عدت.بذلك اعتبرت حزماا حيادية لا يعتمد عليها في التمييز بين الأصناف المذكرة والأصناف المؤنثة

ل وهي برحي وتبرز  صناف مؤنثةأناث بستة للإ ظهرت الحزمة المميزة اذ ناثمميزة للإ 272 الحزمة
هذا البادئ لتمييز جنس  يمكن اعتمادوبذلك  %187.أي بنسبة  شرسي وخستاوي وخضراوي,أومكتوم و 

زن و , كما أحتوت عينة البادرة ذات الأوراق المقوسة والعينة المتشعبة على الحزمة ذات النخيل التمر
  .(22كما يبين الجدول ) المميزة للأناث 272الجزيئي 

 (M) الأوزان الجزيئية لحزم عينة مجموعة الأصناف المذكرةmPdCIR093 ظهر البادئأ

ينجح  لماي ان البادئ  زوج قاعدي 27.,279,275,2..,2.5 (F) ومجموعة الأصناف المؤنثة
 يأهر يظاظهر حزم عديدة لكل عينة كما لم بالأرتباط بدنا العينات واظهر نتائج غير صحيحة اذ 

  .(29) كما في الجدول تمييز بين الأصناف المذكرة والأصناف المؤنثة

نتيجة لا تتفق مع ما وجده الباحثان  mPdCIR093والبادئ  mPdCIR048 أظهر البادئ
Elmeer وMatat (9529في حين أظهر البادئ ) 7. mPdCIR0 ن انتيجة تتفق مع ما وجده الباحث

 في إمكانية تمييز جنس نخيل التمر. 
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م باسخداوالمتشعبة الأوراق المقوسة ة المستقيمة و عيناللأصناف المذكرة والمؤنثة و وا لمجموعة الذكور ومجموعة الأناث ( الأوزان الجزيئية11جدول )
 mPdCIR0 48 بادئالالبلمرة ب تفاعل

 

حزم
ي لل

زيئ
الج

ن 
وز
ال

 

ور
لذك

ة ا
وع
جم

م
 

مر
 أح

مي
غنا

 

غ
ِر

 أخ
مي

نا
طلي 

كري
ري 

خك
مي 

يس
سم

ري 
خك

 

دي
 عا

ري
خك

 

صي
صا
ر

 

مي
غلا

 

اث
الان

عة 
مو
مج

 

حي
بر

زل 
تبر

 

توم
مك

سي 
شر

أ
وي 

ستا
خ

 

ران
عم

طة 
أس

 

وي
ِرا

خ
 

يمة
ستق

م
 

سة
مقو

عبة 
تش

م
 

221 2 2 5 2 2 2 5 2 2 2 5 5 2 2 2 2 5 2 2 
222 2 5 2 5 5 5 2 5 5 5 5 5 5 5 5 5 2 5 5 
2.1 5 5 5 5 5 5 5 5 2 5 2 5 5 5 2 5 5 2 5 
2.9 2 2 2 2 2 2 2 2 2 5 2 2 2 2 5 2 2 5 2 
21. 5 5 5 5 5 5 5 5 2 2 5 5 5 5 5 5 5 5 5 
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لبلمرة اباستخدام تفاعل  والمتشعبةالأوراق المقوسة و  ة المستقيمةعيناللأصناف المذكرة والمؤنثة و وا لمجموعة الذكور ومجموعة الأناث ( الأوزان الجزيئية11جدول )
  mPdCIR078 بادئلاب
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217 2 1 2 2 5 2 1 1 5 5 5 1 1 5 1 5 5 5 5 

277 2 5 5 5 5 5 2 5 5 5 5 5 5 5 5 5  2  5 5 

271 5 5 5 5 5 5 5 5 2 5 5 5 5 5 2 5 5 5 5 

272 5 5 5 5 5 5 5 5 2 2 2 2 2 2 5 2 5  2 2 

227 2 2 5 5 5 5 2 2 2 2 2 5 5 2 5 5 5  5 5 

227 2 5 2 5 2 2 5 2 2 5 5 2 2 5 5 2 2 2 2 

229 5 5 5 5 5 5 5 5 2 5 5 5 5 5 2 5 5 5 5 

227 5 5 5 2 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 
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27. 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 
279 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 
275 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 
2.. 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 
2.5 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 

 

 دام استخوالمتشعبة بالأوراق المقوسة المستقيمة و  ةعيناللأصناف المذكرة والمؤنثة و وا لمجموعة الذكور ومجموعة الأناث( الأوزان الجزيئية  12جدول )

 mPdCIR093 بادئالب البلمرةتفاعل 
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( أن (SSRاعتماداا على نتائج بادئات التتابعات المتسلسل  UPGMAأظهر مخطط البعد الوراثي 
بة التشابه بينهما بلغت ( وأن نس 2كما في الشكل)X و Yالعينات المدروسة توزعت الى مجموعتين 

,اذ ضمنت المجموعة الأولى مجموعتين ثانويتين تضمنت العينات برحي وتبرزل واسطة عمران 97%
بلغت نسبة التشابه بينهما  Z وS ومجموعة الأناث و ضمت المجموعة الثانية مجموعتين ثانويتين

ومتشعبة  العينات سميسمي وخكري ومكتوم وأشرسي وخضراوي Sتضمنت المجموعة  25%
العينات غنامي اخضر  Zومقوسةوغنامي احمر وغلامي وخستاوي, في حين ضمت المجموعة 

 ومجموعة الذكور ورصاصي ومستقيمة. 

 
( للعينات مجموعة الذكور وسبعة اصناف مذكرة ومجموعة Dendrogram) الوراثية شجرة القرابة (9الشكل )

 SSRالمقوسة الأوراق والمتشعبة لنتائج الإناث وسبعة أصناف مؤنثة والمستقيمة و 
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المبينة في  Principlal Compenent Analysis (PCA)أظهرت نتائج تحليل المكون الرئيسي 
 ( في توزيع العينات المدروسة الى مجاميع.2( تشابه نتائج شجرة القرابة الوراثية )شكل 25الشكل )

 
ناف مذكرة ومجموعة الإناث وسبعة أصناف ( توزيع العينات مجموعة الذكور وسبعة اص11شكل )

مؤنثة والمستقيمة والمقوسة الأوراق والمتشعبة على المستوى المتعامد حسب تحليل المكون الرئيسي 
 (PCA اعتمادا على مؤشر )SSR 

 

 نتائج التحليلات الكيميائية  4-4

 نتائج تحليل البروتين: 4-4-1 

 Aالنخيل بنوعيها ذات الأوراق المستقيمة  ادراتب( أن محتوى 22توضح النتائج في الجدول ) 
لم تتأثر بنوعية البادرات إذ بلغ معدل النسبة المئوية للبروتين في البادرات  Tوذات الأوراق المقوسة 
وجده  مامع وجاءت هذه النتائج غير متفقة . %.285وفي المقوسة  %2822ذات الأوراق المستقيمة 

El-Yazal (955.) سائل مذكرة ومؤنثة إذ وجد أن محتوى الفسائل المؤنثة من في بحثه على ف
 .%2البروتين كان أكثر مما في الفسائل المذكرة بنحو 
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 ( محتوى بادرات النخيل التمر من النسبة المئوية للبروتين الكلي/على اساس الوزن الجاف22جدول ) 

 البروتين % نوع البادرة البروتين % نوع البادرة
A1 2821 T1 2859 
A2 2825 T2 2825 
A3 2821 T3 2851 

 .285  2822 المعدل 

 
 غم من الوزن الطري111محتوى بادرات النخيل من الحامض الاميني البرولين ملغم/ 4-4-2

من  Tوالمقوسة  Aالمستقيمة  ذات الاوراق( محتوى بادرات النخيل بنوعيها 27يبين الجدول )
احتوت على كمية من البرولين أكثر من محتوى  Aالبادرات الحامض الأميني البرولين إذ يتبين أن 

في بحثه على فسائل  El-Yazal (955.)وهذا جاء متفقاا مع ما وجده  %981( بنحو (Tالبادرات 
ولم  %2852مذكرة ومؤنثة اذ وجد ان محتوى الفسائل المذكرة من البرولين أعلى منه في المؤنثة بنحو 

( اذ وجد ان محتوى الفسائل المؤنثة من البرولين اعلى من محتوى 9555) Helailيتفق مع ما وجده 
 .%871.الفسائل المذكرة بنحو

 
 غم من الوزن الطري111( محتوى البادرات من البرولين ملغم/ 14جدول )

 غم111البرولين ملغم/ نوع البادرة غم111البرولين ملغم/ نوع البادرة
A1 91825 T1 99855 
A2 91872 T2 99897 
A3 91822 T3 99855 

 998.5  91825 المعدل 
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 الرطب غم من الوزن111محتوى بادرات النخيل من انزيم البيروكسيديز ملغم/ :4-4-3

( بأنه لا توجد فروقات في محتوى البادرات بنوعيها ذات الأوراق 21تبين النتائج في الجدول ) 
ديز، وهذه النتائج جاءت غير متفقة مع ما من أنزيم البيروكسي T وذات الأوراق المقوسة Aالمستقيمة 

في كون الفسائل المذكرة احتوت على نسبة عالية من أنزيم البيروكسيديز قياسا  Helail (9555)وجده 
 .%228.1بمحتوى الفسائل المؤنثة لنخيل التمر بنحو 

 مللتر111( محتوى البادرات من البيروكسيديز ملغم /15جدول )

درات من محتوى البا نوع البادرة
 انزيم البيروكسيديز

 غم 111ملغم /

محتوى البادرة من  نوع البادرة
 البيروكسيديز أنزيم

 غم 111ملغم /
A1 6.47 T1 7.12 
A2 6.40 T2 6.98 
A3 6.45 T3 6.45 
 6.85  6.44 المعدل
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 :والتوصيات تنتاجاتسالا -5

 الاستنتاجات:5-1

 أظهرت نتائج الدراسة الحالية مايلي:

لبادرات بين  مييزتالطريقة التقليدية المعتمدة على اختراق البادرات للغطاء لم تثبت قدرتها على ن الإ-2
نبات البادرات )نحو اليمين ونحو اليسار( قدرتها على تمييز الجنس إكما لم تثبت طريقة اتجاه 

 ايضاا.
و مقوسة( على )مستقيمة أ أثبتت الدلائل الجزيئية قدرة الطريقة التقليدية المعتمدة على شكل الورقة-9

 ة. يعال تمييز الجنس المبكر وبنسبة
على تمييز الجنس المبكر  RAPDالخاص بمؤشرات  OPD10دلت نتائج الدراسة قدرة البادئ  -2

ناث زوج قاعدي التي ظهرت بالإ 272من خلال تكوين الحزمة ذات الوزن الجزيئي  %187.بنسبة 
ثبتت تقانة تفاعل البلمرة المتشعب خصوصية الحزمة أو .( ولم تظهر بالذكور نهائياا 7من  .)

(143bp)
OPD10 صناف قيد الدراسة.لتحديد الجنس في الأ 

من  RAPDعلى نفس نتائج تفاعلات  SSRأكدت دراسة مؤشرات التتابعات القصيرة البسيطة  -7
حيث خصوصية 

(143bp)
OPD10 لتحديد الجنس المبكر لبادرات النخيل.  

ة بين الجنس ومحتوى البروتين والبرولين والبيروكسيديز في أوراق بادرات النخيل لا توجد علاق -1
 الذكرية والأنثوية. 
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 :التوصيات 5-2

رات ومقارنة النتائج مع المؤش حقلياا  هامتابعة الشتلات المدروسة لحين الازهار للتحقق من جنس-2
 .الجزيئية

ليها إالتوصل يجاد التسلسل النيوكليوتيدي للحزمة التي تم إ-9
(143Pb)

OPD10  وذلك الغرض دراسة
 . مكانية تصميم بادئ يمتاز بدقة أعلى في تمييز جنس النخيلإ

دام جهاز استخوتحليل النتائج ب SSRخرى لمؤشرات أختيار بادئات اخرى وذلك بأدراسة مواقع  -2
Genetic Analyzer. 

ئية دام المؤشرات الجزياستخيل التمر بخرى من نخأخرى وذكور أناث إمكانية تمييز الجنس في إ -7
 ليه في هذه الدراسة.إوخاصة البادئ الذي تم التوصل 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
79 

 

 
 

 

 المعتمدة:  المصادر

 المصادر العربية
د في زراعتها وصناعتها يماضيها وحاضرها والجد -. نخلة التمر2279. البكر, عبد الجبار 

 .دبغدا ،عانيمطبعة ال ،وزراعتها وتجارتها

 .جمهورية العراق ،بغداد .2014 .السنوية الإحصائية للإحصاء،الجهاز المركزي  

دة على التفاعل تمعاستخدام المؤشرات الجزيئية الم .9559 حسن. إبراهيمالحسني، خلود  
،  (.Solanum tuberosum L)التضاعفي لسلسلة الدنا في دراسة التنوع الوراثي للبطاطا

  .العراق-جامعة بغداد ،لومكلية الع ،أطروحة دكتوراه

مؤشرات التضاعف العشوائي المتعدد الأشكال  استخدام. (9555) .تمارا عدنان الخطيب, 
 ،رسالة ماجستير ،ذكور نخيل التمر وأصناففي التمييز لجنس  (RAPD) لسلسلة الدنا
 .جامعة بغداد ،كلية العلوم

 الشعير في الجمهورية لأصنافية دراسة التباينات الوراث .(.955محمد العزي. ) الخولاني، 
كلية  ،قسم المحاصيل الحقلية ،دكتوراه ، أطروحةالمؤشرات الجزيئية للدنا باستخداماليمنية 
 سوريا. ، جامعة تشرين ،الزراعة

. دراسة خلوية على فحول معينة من نخيل التمر.رسالة 22.2الراجحي, ستار جاسم حتروش. 
 .ماجستير. كلية العلوم/ جامعة بغداد

الحكمة للطباعة  دار ،(. الكيمياء الحيوية المتقدمة2222) .الداوودي، علي محمد حسين 
  .والنشر، بغداد

جنس النخيل في مرحلة البادرات  تمييز إمكانية. دراسة (.222) .مؤيد رجب عبود العاني, 
كلية ، اهدكتور  ة، أطروحالكهربائية للبروتينات والمواد الشبيهة بالجبرلينات الهجرة باستخدام
 .جامعة بغداد–الزراعة

 ..79ص، (. الكيمياء الحياتية، جامعة الموصل..22) .حمدأالفليح، خولة محمد  

ملح الملاحة في معرفة  .(22.7)عمر يوسف.  ،رسول و عبدالله محمد علي المجاهد, 
 .الطبعة الأولى ،دار الفكر للطباعة والنشر ،جامعة صنعاء–كلية الزراعة، الفلاحة
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(. كيمياء نباتات البساتين. كلية الزراعة، جامعة 9551ي، أحمد جابر موسى )المريق 
 .7.-17الاسكندرية، 

وزارة التعليم العالي والبحث  . علم تصنيف النبات,(22.7. )الموسوي, علي حسين عيسى 
  .جامعة بغداد ،العلمي

 ذورب إنبات على ةالعراقي التربة في الشائعة الأملاح تأثير(. 22.2. )رشيد عماد, الهاشمي 
  .بغداد جامعة-العلوم كلية ماجستير، رسالة بادراتها، ونمو التمر نخلة

.بحوث ودراسات قسم النخيل/ 2271الهيتي, عبد اللطيف رحيم وخالد نعمان وصفاء محمد. 
مديرية البستنة العامة.وزارة الزراعة والأصلاح الزراعي.مقدمة للمؤتمر الدولي الثالث للنخيل 

 .7/29/2271-25/22المنعقد في بغداد للفترة  والتمور

. التوصيف الوراثي لعدد من أصناف نخيل التمر (9552)جبرائيل، جلادت محمد صالح.  
(Phoenix dactylifera L.)  مؤشرات  باستخدامفي العراقRAPD،  للأبحاث  إباءمجلة

 ..27-.22ص ،2، العدد 22المجلد  ،الزراعية

(. الاكثار الدقيق لصنفين من نخيل التمر 9557محمد. ) خير الله، حسام سعد الدين 
Phoenix dactylifera L.  باستخدام النورة الزهرية ودراسة الثبات الوراثي باستخدام

-(. أطروحة دكتوراه، كلية الزراعةAFLPمؤشرات تباين اطوال قطع الدنا المتضاعفة )
  جامعة بغداد، بغداد.

. دراسة الطرز (2221) .العاني ومحمد عباس سلمانومؤيد رجب  إسماعيلمحمود  سلبي, 
، .9لد المج ،مجلة العلوم الزراعية العراقية مختلفة من نخيل التمر. لأصنافالكرموسومية 
   .225-222ص ،العدد الثاني

دراسة كروموسومية وتشريحية ومظهرية في بعض  .(9555) .براهيمإ، كاظم عباس 
 .جامعة البصرة .كلية العلوم .طروحة دكتوراهأ. الأصناف الزراعية من نخيل التمر

 .العراق

نخلة التمر  أصنافدراسة فسلجية لصفات بعض  (.2222) .براهيمإعبد الوهاب, نبيل  
عة جام–كلية الزراعة ،دكتوراه أطروحة ،وتحديد طاقمها الكروموسومي والأنثويةالذكرية 
 .بغداد
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وزارة التعليم العالي والبحث  نتاجه،وا  . زراعة النخيل (2222) .مهدي الأميرعبد  مطر, 
 .بغدادجامعة  ،العلمي
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Abstract: 
In an attempt for early detection of date palm gender, the current study was 

conducted using some traditional methods{direction of seed germination to right 

(R) and to left (L) and the type of seedling with straight leaves (A) and arched leaves 

(M)} and tested 7 male varieties Ghnami Ahmer, Ghnami Akhdhar, khkry-kratly, 

khkry-Semesmy, khkry-Adi, Resasy,Gulami) and 7 female varieties Barhi, Tebrzal, 

Maktom, Ashrsi, Khastawi, Austa Omran, Khadrawi. Using DNA markers 

technology as Bulk Segregant Analysis (BSA) and three molecular markers 

including Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPDs), Cleaved Amplified 

Polymorphic Sequence (CAPS) and Simple Sequences Repeats (SSRs), as well as 

the estimation of some of the chemical components in leaves such as a protein, 

proline and peroxidise analysis. 

Total genomic DNA was extracted and obtained , reaching the highest 

concentration of 299 ng/µL of the variety Ashrasi with purity 1.82, and less 

concentration of the variety (L) amounting to 167.5 ng/µL with purity 2.13%. 

Results showed RAPD primers used indicators show a difference in the 

outcomes of polymerization, since starting 50 showed similarity in the pattern of 

distribution of packets and these packages were identical morphologically 

(Monomorphic bands) while prefixes showed OPA12, OPB07, OPC09, OPC11, 

OPD10, OPD20, OPE04, OPK18, OPN17, OPX04 assertive mixed (Polymorphic 

bands) or multiple forms of a sample group called varieties note (MB) in the sample 

group reported female items (FB). These primers showed total number of packages 

amounted to 626 and was the number of disparate packages including 41 package 

and contrast ratio stood at 6.54%. OPD10 initiator gave the highest number of packs 

reached 118 package and was the highest efficiency (18.85%). While the initiator 

OPE04 least efficient (3.51%), as did not give non-22 package. Although it notes 

that this initiator gave the highest proportion of the variance it reached 22.72% and 

strongly diagnostic of 12.19% while gave the initiator OPD20 lowest percentage of 

the variance was 3.29% and strongly diagnostic amounted to 7.31 % gave the 

initiator OPD10 highest diagnostic power amounted to 14.63% the the initiator 

OPD07 lowest diagnostic power amounted to 4.87%. The results of the of 

polymerization initiator OPD10)118( package, and the number of disparate 
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packages 6 packages and a number of similar packets numbered 112 package, and 

reached the highest value of the molecular weight of the packs 816 base pairs and 

less molecular weight of the package amounted to 143 base pairs, with the highest 

rate doubled are of the variety Ghnami Akhdhar, khkry-Adi, Maktoom ,Tebrzal, 

Khastawi, It amounted to 10 packs each and the lowest percentage doubled for the 

variety Khadrawi reaching 5 packs mixed pack, with molecular weight of 143 base 

pairs appeared in six female of the total 7 varieties female varieties (85.71%) did 

not appear in all male varieties note promised that a positive sign and thus Vote for 

this to be the initiator of a unique indicator of sex varieties of dates on the palm Iraqi 

RAPD level indicators.  

Results of CAPS markers used restriction enzymes (Restriction Enzyme) a 

three Bcl I and Hpa II and Rsa I to cut the polymerase reaction products OPD10. 

Results indicated that in response to these products for cutting enzyme Bcl I. 

molecular weight package cut 143 base pairs contained six female samples ,used 

restriction enzyme Hpa II to cut polymerase reaction products as the molecular 

weight package pack 816, 734, 650, 522, 433, 320. When using the restriction 

enzyme RsaI, it did not show any response. After a Nested polymerase chain 

interaction of DNA that produced from elution and purification of female varieties 

samples observed the polymorphic band OPD05034 bp clearly in six of the female 

samples which represent items Barhi, Tebrzal, Maktom, Ashrsi, Khastawi, 

Khadrawi except Class Austa Omran which this package did not show, while It did 

not appear in any of the male samples, by rate discrimination 85.7% Results of the 

analysis showed that the percentage of similarity between the gesture arched female 

and a total of 71.4% as the genetic similarity between the gesture and arched 

between mother was (Barhi) (83.3%) and it is likely that this gesture be female tree. 

For the indicators and using three SSR primers are the initiator mPdCIR048, the 

initiator mPdCIR078and the initiator mPdCIR0 93, the initiator mPdCIR07 showed 

molecular weights to pack the range of items memo (M) 117, 134, 137, 147, 154 

base pairs, and that the molecular weights of the packages range female items (F) 

were 132, 134, 137, 143, 145, 154 base pairs. As the weights molecule 

package134,137are present in the memo group, and female thus considered 

assertive neutral unreliable in distinguishing between varieties memorandum and 

articles female, distinctive package for females appeared in the six of the female 

samples which represent items Barhi, Tebrzal, Maktom, Ashrsi, Khastawi, 

Khadrawi except Class Austa Omran which this package did not show while It did 

not appear in any of the male samples, by rate discrimination 85.71%. this primer 

can be the adoption of this initiator to distinguish between male and female of date 

palms. 

The chemical analysis showed that there were not affected by the seedling 

quality of date palm with straight leaves (A) and with arched leaves (M) content of 

protein, proline and peroxidase enzyme . 
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