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التضاعف العشوائي متعدد الاشكال لسلسلة الدنا  ثراتاستخدام مؤ 
(RAPD) من بكتريا العقد الجذرية لسلالاتالوراثي  في الكشف عن التباين 

 Cicero  Mesorhizobium 
 

 الودود                 سما باسل عطاء مهل عامر عبد         حرب عادل عبد محمد 
 لخصالم

، تم ciceri  Mesorhizobiumتثبيت البصمة الوراثية لعشر سلالات من بكترياالى دفت الدراسة الحالية ه
ـ تم تطبيق مؤشرات التفاعل ICARDA )الحصول عليها من المركز الدولي للأبحاث الزراعية في المناطق الجافة ) 

على   Random Amplified of Polymorphic DNA(RAPD)التضاعفي متعدد الاشكال لسلسلة الدنا
، التي انتجت ما مجموعه سبع وأربعون حزمة ةبادئ ةالدنا الكلي المعزول من هذه السلالات باستخدام ثلاث عشر 

، التي تم الاعتماد على نتائجها في الكشف عن جميعها   حزمة متباينة ظهرت في البادئاتينمتضاعفة، من بينها واحد واربع
كان اعلى كفاءة بين البادئات    OPM14بكتريا الرايزوبيا، واظهرت النتائج ان الباديء  التباين الوراثي بين عزلات
 2.1بلغت إذفكان الاقل كفاءة في انتاج الحزم  OPB14%، اما الباديء  14.8بلغت إذالمستخدمة في انتاج الحزم، 

 OPB14%، اما الباديء 19.5تبلغفذو اعلى قدرة تمييزية في انتاج الحزم المتباينة   OPM14%. وكان الباديء 
المستخدمة كان لها القابلية على انتاج جميعها البادئات  %. واظهرت النتائج ان 2.4فكان الاقل قدرة تمييزية وبلغت 

 حزمة منفردة لسلالة او اكثر من السلالات قيد الدراسة.

 المقدمة
يـة الى ظهـور مشـاكل عديـدة منهـار ظهـور ئاية للأسمدة والمبيـدات الكيملالاستخدام العشوائي ولسنوات طوي أدى

الطبيعيــة لافــات وتلــوث  والأعــداءبالحشــرات النافعــة مثــل ســل العســل  والإضــرارالمقاومــة للمبيــدات،  الآفــاتمــن  أجيــال
حاجـة علـى البـدائل الطبيعيـة  الأخـةةالتركيز في السنوات  أصبحوعليه ، (10والمبيدات، )  الأسمدةالغذاء والعلف بمتبقيات 

للإنسـان،  ضـارةالشـائعة في التربـة، وهـي ليسـت  الأنـوا من وهي  (rhizobia)بكتريا العقد الجذرية  مثلضرورية وملحة، 
تكـون بعضــها متخصصــة لأنـوا  بقــول معينــة والــبع  و المفيـدة في ااــال الزراعــي،  الأنــوا  أكثــرمـن  أنهــا إذالنبــات الحيـوان و 
الزراعيــة مــن خــلال العلاقــة  الأنظمــةفي  تــؤدي عمــلاير كبــةاير وهــي  الأنــوا مــع عــدد مــن  لهــا القــدرة علــى تكــوين العقــد الآخــر

 وفي رفـع اهميـة في يايادة نسـبة النيتروجـين في التربـة الأكثـريعتـ  هـذا النظـام البي ـي  إذالتعايشية بينها وبين النباتات البقوليـة، 
 تكون عامـل محفـز لنمـو النبـات ،إذمهم مع النباتات غة البقولية  عملذلك فان للرايزوبيا  إلى إضافة (8 &14) خصوبتها

rhizobacteria (PGPR) Plant Growth Promoter  (29,3) في الحاصـل.  ملحوظـةممـا يســبيا يايادة 
مـواد ومركبـات  إفـرايالها القـدرة علـى  إن إذ،  biocontrol كعامل سيطرة حيوية   عملهامثل الحنطة والريا وغةها. كذلك 

 -Ironخالبــة للحديـــد  مركبـــات إفــرايا، كـــذلك (7)، الأخـــرىااهريــة  الأحيـــاءفي محــيا الجـــذر ذات بثــة مباشـــر ضــد 

chelating sidrophores إلى ان لهـا اثـر واضـح وكبـة  .الأخرى إضافة ااهرية للأحياء والتي تسبيا قلة توفر الحديد
 في مقاومة النبات للأمراض سواء أكانت بشكل مباشر بالتثبيا 

 العراق.،بغداد،وياارة الزراعة، دائرة وقاية المزروعات
 2015أب/تاريخ أستلام البحثر
 2017/ 2كتاريخ تسلم البحثر
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 في التربـــةيـــة طبيعبصــورة الرايزوبيـــا  بالــرغم مـــن وجــود  (12).بتحفيـــز مقاومــة النبـــات الداخليــة والمنافســة ام غـــة مباشــر 
المزروعة ولكنها عادة اما تكـون ععـداد غـة كافيـة، او ان النـو   ملبقول الطبيعية امع ا أكانت سواء وتكوينها العقد الجذرية

 الأخـرىغة ملائم او السلالة غة مناسبة لنو  البقول المزرو  او انهـا سـلالة غـة كفـوءة في تثبيـت النيتروجـين او للفعاليـات 
 سـلالة فعالـة، ةتـوفهـو الحـل لمشـاكل الحقـول المزروعـة مـن خـلال الحيـوي  السماد إضافة ديعذا مع المحاصيل غة البقولية، ل

مــن  ــو ســنوات في هــذه المنطقــة،  لأكثــرفي منطقــة معينــة، او انــه ا يــزر   خاصــة اذا كــان المحصــول المــزرو   ا يــزر  ســابقاير 
ق مختلفـة طـر  باسـتعمالثـه كثـةاير قـد تم بحciceri . Mة في التربـة مثـل وجـودأن التنو  الوراثي في الرايزوبيا الطبيعية الم.(14)

لا وغةهـا  اناتلكن تلـك التقـ .(4)ومقارنة المقاومة للمضادات الحياتية . (16)لتنميا العزلات مثل تقنية التنميا المصلي 
 فيفي التمييــز،  هافضــلت الجزي يــة مــن ااناالطــرق والتقــ دعــن التغــاير الحقيقــي علــى مســتوى المــادة الوراثيــة، لهــذا تعــ فتكشــ

 الأشــكالمــن هــذه الطــرق تقنيــة  التضــاعف العشــوائي متعــدد و . (27)ة بــين الســلالات والعــزلات في البكــتريا يــتحديــد التغ
 1990، الـتي اسـتنبطت عـام Random Amplified of Polymorphic DNA (RAPD)لسلسـلة الـدنا

في التطبيـق لأاخـذت حيـزاير   PCR  هـي مـن اوائـل المؤشـرات المعتمـدة علـى تفاعـلو  نهـا دقيقـة، سـريعة، سـهلة وغـة  كبـةا ير
( للكشـف عـن التبـاين في عـزلات مـن الرايزوبيـا المتباينـة في تحملهـا للملـح،  2مـن قبـل محمـد، ) واسـتخدمت  (28)مكلفـة 

نتـــاج الاسمـــدة إلحمـــص المســـتخدمة في تبـــاين في عـــزلات الرايزوبيـــا ا اصـــة با( لتشـــخيص ال1)وكـــذلك مـــن قبـــل الشـــمري، 
و تشـخيص ،  (5)ت الاصـلية او المحليـة في حقـول كرواتيـا، تشخيص التباين الـوراثي للعـزلا، كذلك استخدمت في الاحيائية

(. لـذا هـدا البحـث الحـالي الى الكشـف 13,23,22 ، )التنـو  الـوراثي للعـزلات مـن مواقـع مختلفـة ومـن انـوا  تربـة مختلفـة
 وتثبيت البصمة الوراثية لها. ICARDAعن التباين الوراثي لعزلات رايزوبيا الحمص التي تم الحصول عليها من منظمة 

 

 لبحثالمواد وطرائق ا

 العزلات البكتةية المستخدمة
  الزراعيـة في المنـاطق للأبحـاث المسـتخدمة في هـذه الدراسـة مـن المركـز الـدولي  تم الحصول على العـزلات البكتةيـة       
 .1، كما موضح في جدول (، ا اصة بنبات الحمصICARDAالجافة )
 مصادر العزلات البكتةية  :1جدول   

 مصدرها اسم العزلة رقم العزلة
1 CP M1 سوريا 

2 12CP الهند 
3 23CP سوريا 
4 24CP سوريا 
5 25CP الهند 
6 41CP امريكا 
7 45CP امريكا 
8 67CP تركيا 
9 69CP تركيا 

10 72CP امريكا 

 
 

 اايني من بكتريا العقد الجذرية    DNAعزل الـ 
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 Pospiechوالموصوفة من قبل   Salting outتم عزل الدنا اايني من الرايزوبيا بطريقة الاستخلاص الملحي     

and Newman ،(21) وتم الكشف عن نوعية وجودة الدنا المعزول بالترحيل الكهربائي على هلام الاكارويا حسيا .
 .(15) جماعتهو   Maniatisفي  ا ذكرم
 

 ( RAPDاعداد تفاعلات التضاعف العشوائي متعدد الاشكال لسلسلة الدنا)
ااهزة  Bioneer، وتوصيات شركة (28) جماعتهو  Williamsفي ذكرتم اعداد هذه التفاعلات حسيا ما 

مايكروليتر  20يتكون خليا التفاعل من التراكيز النهائية التالية وبحجم  ،إذ .master mix ليا التفاعل الاساس 
مايكرومولر/ لكل  dNTPs 250وحدة انزيمية واحدة،   TOP DNA polymeraseانزيم بلمرة الدنا لكل عينة )
ملي مولر، اضافة الى صبغة ملونة  1.5ملي مولر، كلوريد الزئبق  KCl 30ملي مولر،  10ي ترس حامض قاعدة،

نانوغرام/ مايكروليتر، يكمل الحجم بالماء  50 -20بيكومول، الدنا القاليا  10بادئ  ومنظمة، يضاا عند التحضةر
ضع العينات في جهايا المبلمر الحراري الحلقي المقطر المعقم(. تمزج المواد جيدا مع مراعاة ترك عينة السيطرة بدون دنا، تو 

مْ دقيقة واحدة 36مْ دقيقة واحدة، 92 ورة واحدة، ثم، دقيقة ود 2مْ لمدة  94وي مج الجهايا لينفذ ال نامج التالي )
(، ترفع العينات بعد انتهاء ال نامج وتحفظ في درجة ، دورة واحدةمْ لعشر دقائق72دورة، ثم  لأربعين،  ةمْ دقيق72و

من شركة جميعها ت ئا%. علما ان تسلسل الباد1.2على هلام الاكارويا بتركيز مْ او تحضر مباشرة لتحميلها  4 حرارة 
Operon Technologies البادئات المستعملة في هذه الدراسة وتسلسل القواعد النيتروجينية  2، كما يوضح جدول

 ، ׳3الى  ׳5ل منها من النهاية لك
 تتابعاتها البادئات المستعملة في هذه الدراسة و ر2جدول  

 اسم البادئ تتابع البادئ
TCGGCGATAG OPA12 
TCCGCTCTGG OPB14 
GGAGGGTGTT OPB15 
CACACTCCAG OPC16 
TTGGCACGGG OPD06 

CTGGGGACTT OPD20 

GGCTGCAGAA OPF13 

GAGCCCTCCA OPG03 

GGAAGTCGCC OPH04 

TCGTCGCAGA OPJ18 
AGGGTCGTTC OPM14 
AAGCGACCTG OPN16 
AGATCCCGCC OPV14 

 

  RAPDتحليل نتائج مؤشرات الـ 
يــتم حســاب الحــزم الناعــة مــن عمليــة التضــاعف مــن خــلال دراســة وتحليــل صــور الترحيــل الكهربائــي علــى هــلام 

( دلالـة علـى غيـاب الحزمـة وترتـيا في جـدول يوضـح  -بحيث يوضع الرمز )+( دلالة على وجود الحزمة والرمز ) ،الاكارويا 
 bp 100بالاعتمـاد علـى الـدليل الحجمـي القياسـي اوياانهـا الجزي يـة  وتم حسـابدهـا وغيااـا   و جو العـزلات وارقـام الحـزم و 

DNA Ladder مـن شـركةBioneer   وكـذلك يـتم حسـاب النسـبة الم ويـة لكفـاءة البـادئات المسـتخدمةPrimer 

efficiency  
 

 (  (11من خلال المعادلة
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 % x 100 / العدد الكلي لحزم كل البادئات البادئ= العدد الكلي لحزم  البادئكفاءة 
 

 ثم تم استخراج النسبة الم وية للقدرة التمييزية لكل باديء من خلال المعادلة التالية 
 % x 100عدد الحزم المتباينة لكل البادئات  /للبادئعدد الحزم المتباينة 

 

 والمناقشةالنتائج 
  DNAتفاعلات التضاعف العشوائي متعدد الاشكال لسلسلة الـ    

قيــد الدراســة اعطــت نــواتج جميعهــا البــادئات ، ان RAPDدراســة وتحليــل نــواتج تفــاعلات الـــ  لـوحظ مــن خــلال
-1حزمـة متباينـة تراوحـت بـين  41حزمـة منهـا  47، بمـا مجموعـه polymorphic band patternتضاعف متباينة  

الا ان البادئات قـد اختلفـت   OPM14.و OPJ18نواتج التضاعف للبادئ  1ويوضح الشكل  ،البادئحزم حسيا 7
ي ، كـان للبـادنفـاير حسـيا المعادلـة المـذكورة ا بادئفي قدرتها علـى اظهـار التبـاين، فمـن خـلال حسـاب القـدرة التمييزيــة لكـل 

OPM14  فقـد اشـتركت اـا 2.4البالغـة% من مجمو  البادئات، امـا اقـل قـدرة تمييزيـة 19.5اعلى قدرة تمييزية بلغت %
الكليـة بحيـث تكـون كفـاءة هـذه البـادئات الحـزم مـن  اير اكـ  عـدد. وتتباين البادئات في قـدرتها علـى انتـاج (9) عديدة بادئات

 نواتج البادئات من الحزم مع نسيا كفاءتها وقدرتها التمييزية. 3 جدول يوضحعلى العدد الكلي للحزم،  مختلفة اعتماداير 

                                                 
 

 bp 100% مع الدليل الحجمي 1.2 ،المرحلة على هلام الاكارويا RAPDالـ ر نواتج تضاعف مؤشرات1شكل

DNA ladder(M) ، 
CP M1( ،2 )12CP(،3 )23CP،(4 )24CP(،5 )25CP(،6 )41CP(،7 )45CP(،8 )( 1) إذ 

67CP(،9 )69CP(،10)CP72 
 
 

 ا وقدرتها التمييزيةادئات من القطع )حزم( مع نسيا كفاءتهيوضح عدد نواتج البر 3جدول 
 القدرة التمييزية% (%)الكفاءة  القطع المتباينة معدل القطع الناعة الباديء

OPJ18 OPM14 

M  1    2   3    4  5  6   7    8   9  10 M  1   2   3    4   5   6   7    8   9  10 
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OPA12 1-4 3 8.5 7.3 

OPB14 1 1 2.1 2.4 

OPB15 2 1 4.2 2.4 

OPC16 2 2 4.2 2.8 

OPD06 2-4 3 8.5 7.3 

OPD20 2-4 4 8.5 9.7 

OPF13 2-4 3 8.5 7.3 

OPG03 3-4 4 8.5 9.7 

OPH04 2-3 3 6.3 7.3 

OPJ18 2-5 5 10.6 12.1 

OPM14 3-7 8 14.8 19.5 

OPN16 4-5 4 10.6 9.7 

OPV14 2 1 4.2 2.4 

 3      4         
ارويا، فيكون عدد الحزم الناعة بعـدد التتابعـات گأن كل تتابع مكمل للبادئ على ااين يؤدي الى ظهور حزمة على هلام الآ

نمــوذج أحزمــة في عزلــة او صــنف او  ةعمليــة التضــاعف، وان غيــاب ايــ لإكمــالالمكملــة للبــادئ الــتي يتعــرا عليهــا البــادئ، 
للبادئ وعلى هذا الاساس يتم حسـاب التباينـات بـين الافـراد والأنـوا  والأصـناا  معين مقارنة بآخر هو افتقار لموقع ارتباط

 ة طفيف في تسلسل ي(، الى ان اي تغ9) El-Fiki. ويذكر (28 ,18)والجماعات وما الى ذلك 
 

 . RAPDفي الطريا المظهرية للـ  اير كبة   ا  ة يالبادئات يسبيا تغ
كـان علـى انـوا    إذ، نلاحظ ايضا ان التباين الناتج كان متنو  ومختلف بين السلالات،  RAPDومن خلال نتائج الـ       
 تشملرعديدة 

 ظهور حزمة مشتركة بين كل السلالات وغيااا في واحدة.  -1
 وظهورها في واحدة فقا. كافةغياب حزمة معينة في السلالات    -2

 اشتراك اكثر من سلالة في ظهور حزمة معينة، وغيااا في باقي السلالات.  -3

بواحـدة  اير خـاص اـذه العينـة وقـد يكـون مرتبطـ  marker اير الحزمة الناعة مؤشـر  ،إذ تعدومن هنا ت يا اهمية الحالة الاولى
حـــزم مميـــزة  6، انفـــردت بــــ  CP72)) 10، نلاحـــظ ان العزلـــة رقـــم  (3)مـــن الصـــفات المدروســـة وكمـــا سيوضـــح جـــدول 

ومنفــردة مــن مجمــو  العــزلات ولعــدد مــن البــادئات، علــى الــرغم مــن ان عــدد كبــة مــن الحــزم المتباينــة كــان مشــترك لعــدد مــن 
الحــزم  4 جــدول ويوضــح (25 ,6)نتيجــة مهمــة لتمييزهــا مــن خــلال نمــا ظهــور الحــزم لكــل البــادئات  دالعــزلات وهــي تعــ

 الناعة لكل البادئات والعزلة التي امتلكتها مع الويان الجزي ي. كافة المنفردة  
 
 
 
 
 
 يوضح ظهور الحزم المنفردة وويانها الجزي ي ر4جدول  

 Kbpويان الحزمة  العزلة البادئ
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OPA112 4 1.1 
OPB15 2 1.4 
OPD06 10 1.5 

1.4 

OPF13 10 0.8 

OPG03 9 
10 

1.2 
1.3 

OPH04 10 1.6 

OPJ18 4 
1 

1.6 
0.8 

OPM14 
1 
2 

10 

1.2 
1.0 
0.7 

OPN16 3 
10 

0.95 
0.7 

 

قد يعزى التباين الوراثي العالي لهذه العزلات الى اختلاا مصادر العزلات او حدوث مختلف انوا  الطفرات او 
عن استخدام عدد من البادئات المختلفة والتي كانت  حصول حالات اقتران بين هذه العزلات مع بكتريا  اخرى فضلاير 

 و (17)جماعتهو Moschetti   اشار إذ. (13 ,24 ,19)، الوراثي بين هذه العزلات البكتةية التباين إظهارفي  مناسبة
El-Fiki (9)  الى ان قدرة تقنية الـRAPD ة الطفيف في يان التغ إذالمناورة في تسلسل البادئات  نتكمن في امكا

ة او يان هذا التغ تسلسل البادئ يسبيا ظهور طرايا متغاير من الحزم مما يوفر وسيلة ملحوظة للتفريق بين العزلات. 
ول ، والحص،مكن من تشخيص الانوا  والسلالات المتقاربة جداير RAPD التباين الواسع الذي تكشف عنه مؤشرات الـ 
على  (، وفي التشخيص على مستوى السلالة او19بع  البادئات ) باستخدامعلى بصمة وراثية متخصصة لعزلة معينة 

مؤشرات مختلفة  6بالحصول على  المذكورة أنفاير . وهذا يتفق مع النتائج (26,5,13,23 ,17 ,20)مستوى تحت النو ، 
 .1CP72(10)للعزلة

 المصادر
 (. التشخيص المظهري والكيموحيوي والجزي ي للتنو  الوراثي لعزلات من2013الشمري، رفل اسماعيل مجيد) -1

المتغايرة في تثبيتها للنتروجين وتحملها للمبيدات الاحيائية. رسالة ماجستة كلية  .Rhizobium sppبكتريا 
 ،العراق.جامعة بغداد،العلوم

 لعقدابع  عزلات بكتريا  (.دراسة وراثية جزي ية عن بثة الملوحة في2007محمد،حرب عادل عبد) -2
 جامعة،الهيثمالتربية ابن  ةكلي  ،دكتوراه ةأطروحالعراقية. (من الترب  (inorhizobium melilotiالجذرية
 .،العراقبغداد
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POLYMORPHISM IN SOME RHIZOBIAL STRAINS 

Mesorhizobium Ciceri 
H. A. A. Mohammed         M. A. Abd- Alwadood              S. B. Ataa 

 

ABSTRACT 
           The present study aimed to investigate genetic poly orphism in ten rhizobial 

strains of Mesorhizobium ciceri , from International Center for Agricultural 

Research in Dry Area (ICARDA).Random Amplified of Polymorphic DNA 

(RAPD) markers were tested on the total isolated DNA from the studied strains. 

By using 13 different primers, which produced 47 amplified bands. 41 band  was 

polymorphic bands, which can be used for genetic polymorphism investigations 

among the bacterial strains. The results revealed that OPM14 primer had the 

highest efficiency in bands producing with 14.8%, while OPB14 had registered 

the lowest percentage efficiency (2.1%). The OPM14 primer had the highest 

discriminating power in polymorphic bands producing with 19.5%, while the 

OPB14 primer had the lowest discriminating power with 2.4%. The result also 

showed that all primers were able to produce a unique band for one or more of 

the studied isolates. 
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