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تحديد البعد الوراثي بأستخدام مؤشرات التضاعف العشوائي المتعدد الأشكال 
 الطماطة المنتخبة تحت الإجهاد الملحي لطوافر DNA (RAPD)لسلسلة 

 خضير عباس علوان             إياد وليد عبدالله الجبوري

 المخلص       

 2102للموسمين الزراعيين جامعة بغداد  /كلية الزراعة  /جري البحث في قسم البستنة وىندسة الحدائقأ
 9A المتمثلة ب لدراسة البعد الوراثي لطوافر الجيل الثاني التي تم اختبارىا تحت ظروف الإجهاد الملحي 2102و
باستخدام  أجري تحليل البعد الوراثي لهذه المنتخبات مع صنف الاصل 4SA+3Aو  2SAو  2SA+6Aو

ذ تبين ان اعلى نسبة إ ,ختلاف بين الطوافر المنتخبةلإا النتائج مدى التشابو وظهرت H و الجزيئية RAPDمؤشرات 
 2SA بين المنتخبين ) 12.1ثم البعد ) 2SA+6Aو 9A ( بين المنتخبين1221) اً وراثي اً تشابو تقابل اقل بعدلل
          بلغخرى لأوبين المنتخبات ا Red stoneكان بين الصنف   اً وراثي اً يضا ان اعلى بعدأوبينت النتائج  4SA+3Aو
يضاً أ, 4SA+3Aو 9Aو بين  2SAو  9A( بين كل من 0211بلغ )و كذلك كان ىناك بعد وراثي مماثل   )0211(

  4SA+6Aو   2SA+6A,وكذلك وبين  2SA+6Aو  2SAبين 

 المقدمة
صفة او صفتين بواسطة المطفرات  Induceستراتيجية اساس في استحثاث إقاعدة  عد تربية الطفراتت  

للكائن  RNAاو  DNA تينالوراثيتين ير وراثي يطرأ على الماديية . تعرف الطفرة على انها اي تغئوالكيميا ية ئالفيزيا
الساىوكي  كل من لذلك الكائن البايولوجيةيؤثر في طبيعة الوظائف  عتيادية الذي قد يؤثر او لالإللحالة ا اً الحي خلاف

غذية لأومنظمة ا IAEAلدى المنظمة العالمية للطاقة الذرية   مثبتة ةطافر من الأصناف الالعديد . ىناك (2) يوالفلاح
من محاصيل اً صنف 66ذرة و  اً صنف 20حنطة و  اً صنف .21و من الرز اً صنف 22.المتضمنة  FAOوالزراعة العالمية 

طلقت مباشرة  أ% منها 21وغيرىا من المحاصيل و يشار الى ان من نباتات الزينة  نباتياً  اً نوع 9.و  اواتالخضر 
 جماعتوو  Maluszynski (01,02) (التهجيندخلت في برامج التربية )% ا21مزروعة و  Cultivars كأصناف

   IAEA /FAOصناف مثبتة في قاعدة بيانات لدى لأا ىذهو  (.02) جماعتوو  Martinو (01)
(https://MVDI.iaea.org). 

برامج التربية والتحسين هد والتكلفة على مربي النبات في ختصار الوقت والجإفي  حيائيةلإالتقانات اساعدت 
جهاد الحيوي والاجهاد في التشخيص المبكر للتراكيب الوراثية ذات الصفات الواعدة لاسيما المتحملة منها للإ

يرات الوراثية ييمكن من خلالها الكشف عن التغ المؤشرات الجزيئية واحدة من اىم التقانات التيعد ذ ت  , إاللاحيوي 
و غيرىا من  SNPsو  AFLPو  ISSRو SSRو RAPDو  RFLP . ومن ىذه التقاناتDNAعلى مستوى 

. من بين اكثر ىذه جناس المختلفةلأيز بين التراكيب الوراثية وبين ايلدراسة البعد الوراثي والتم المستخدمةالطرق 
طريقة عامة وتعمل على  لأنهاوذلك  RAPD تقانة التضاعف العشوائي المتعدد الاشكال لسلسلة اً نتشار إالتقانات 

الوراثية يرات يوالخرائط الجزيئية و سريعة ولها القدرة على كشف التغوتستخدم لتحليل الجينوم  هاجميعلوراثية التراكيب ا
 مكان التعرفإفي  RAPD ظهرت تقانةأ يضاً أ( 8حث )ولا تحتاج الى معرفة مسبقة عن الجينوم قيد الب نسبياً  الصغيرة

 ذ ما عرفناإ QTLs نتخاب الصفات الكميةلإ بوصفها طريقة مساعدة لية التحملاً نتخاب للصفات المرتبطة بلإوا
 الاول.جزء من اطروحة دكتوراه للباحث 

 كلية الزراعة, جامعة بغداد, بغداد, العراق.
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( ناتجة من تداخلات لأعداد كبيرة من (Complex Syndrome الية التحمل ىي متلازمة مركبةان ً 
الساىوكي  كل من  ( تتحكم بعشرات الصفات المتباينة التأثير ومئات المركبات في النباتلافاً  وأالجينات )مئات 

من خلال المؤشرات الجزيئية ىي الطريق السليم  QTLs ( لذلك يكون تشخيص تلك الصفات2)والخفاجي 
  (02) جماعتوو   Zahidاستطاع  ,ية التحمل للشد الملحيالًصفات او بعض المركبات المرتبطة بلتشخيص بعض ال

( وثلاثة حساسة ان متحملة للملوحة )دجلة والفراتصناف من الحنطة اثنأ ةتشخيص البعد والتقارب الوراثي بين خمس
  انالبادئ أظهرو , متجانسة ومتغيرة  اً نماطت أعطأمنها  .0فقط  بادئاً  22( واستخدم ةوالنخو  2) تحدي وتموز للملوحة

A11  وN16b البادئ  في حين اعطىتميز للعلى قوة أ A11استطاع  % 2222يز بلغت يتمللعلى قوة أ .
Mansour  تينمن الطماطة بأستخدام تقان اً وراثي اً تركيب 00ختبار (00) جماعتوو RAPD  وISSR ظهرت فأ

 .جهاد الحرارةالتراكيب المتحملة لاالنتائج كفاءة ىذه التقانة بتشخيص 

 بحثالمواد وطرائق ال
ب للموسمين بي غريأجامعة بغداد في  -كلية الزراعة  -اجري البحث في قسم البستنة وىندسة الحدائق

( في نباتات M2لاختبار البعد الوراثي لأربعة تراكيب وراثية تمثل الجيل الطفوري الثاني ) . 2102و 2102الزراعيين 
الجبوري  كل من  4SA+3Aو  2SAو  2SA+6Aو  9A لاجهاد الملحي المتمثلة بالطوافرالطماطة المعرضة ل

اجري تحليل البعد الوراثي لهذه المنتخبات مع صنف الأصل. تم استخلاص الحامض النووي في وحدة ( 0)وعلوان 
 Weigandوفقاً لطريقة  DNAتم عزل  أبحاث النخيل/قسم البستنة وىندسة الحدائق /كلية الزراعة /جامعة بغداد.

ستخلاص لإنقلَ سائل ابعد الإستخلاص و (, 02)جماعتو و  Sahgi- Maroofالمعتمدة على طريقة   (06)جماعتو و 
دقيقة  21مْ لمدة .6مل ثم وضعت في حمام مائي على درجة حرارة 2المحتوي على مسحوق الأوراق إلى أنبوبة سعة 

ستخدام جهاز اقيس التركيز والنقاوة ب .فصل الدىن والبروتين والبقايا النباتية عن الأحماض النووية لمع التحريك الهادئ 
Nano drop  المنتج من قبل شركةBio Drop   211 – 090 منتركيزه  بلغو µg/ml أجريت  2النقاوة  ومعدل

باستخدام  النباتية / جامعة النهرين في بغدادالإحيائية انات ت الإحيائية / قسم التقانامركز بحوث التق ختبارات فيلإا
AccuPowerفقة مع العدة االطريقة المر 

®
 PCR PreMix  المجهزة من شركةBioneer.       استخدمت خمسة

 (.2)جدولوبإتباع خطوات التفاعل المبينة في  (0) مبينة في جدولال اً عشر بادئ
 

 RAPDمؤشرات : يمثل بادئات 0جدول

 

 RAPDالبادئات المستخدمة في تفاعلات الـ 
 (3 - 5تتابعو ) البادئ ت
0 OPI_06 AAGGCGGCAG 

2 OPL_05 ACGCAGGCAC 
2 OPJ_13 CCACACTACC 
2 OPE_16 GGTGACTGTT 
. OPH-19 CTGACCAGCC 
6 OPH-05 AGTCGTCCCC 
2 OPH-4 GGAAGTCGCC 
8 OPB-09 TGGGGGACTC 
9 OPB-11 GTAGACCCGT 
01 OPAD-14 GAACGAGGGT 
00 OPAW-11 CTGCCACGAG 
02 OPE12 TTATCGCCCC 
02 OPF03 CCTGATCACC 

02 OPH13 GACGCCACAC 

0. S39 CAAACGTCGG 
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 PCRبرنامج ظروف تفاعل  :2جدول 

 

 تحليل نتائج مؤشرات تباين أطوال قطع الدنا المتضاعفة 
عند وجود  0بتحويل نتائجها الى جداول توصيف وذلك بوضع  RAPDت كل ىلامة من ىلامات ئق ر 

تم تحويل بيانات التوصيف  المنتخبة الطوافر عند غيابها ولإيجاد العلاقة الوراثية بين 1الحزمة و
(Characterization Data  الى قيم الإختلاف المقدرة )معادلةستناداً الى إ Nei  وLei (13ب )ستخدام جهاز ا

 V.6 (STATSOFT  ,2112, الإصدار السادس   STATISTICAالحاسوب الآلي وفق البرنامج الإحصائي 
  -ية :ال( وكما موضح في المعادلة الت

Genetic Distance = 1- (2 n x y / n x + n y ) 
 -إذ إنَّ :

Genetic Distance  البعد الوراثي = 

n x y  الحزم المشتركة بين الانموذجين  = تمثل عددx  وy  التي تمثل أياً من 
 النباتات المنتخبة .            

n x    نموذج = عدد الحزم الكلية في الإx   . 
n y    نموذج = عدد الحزم الكلية في الإy  . 

 ستخدام طريقة  ار سم مخطط الب عد الوراثي بين الطوافر المنتخبة  ب
The un-weighted pair group method for the arithmetic average (UPGMA) 

 النتائج والمناقشة
وىي  DNAمن  اً عطت  حزمأربع منها أان من بين ىذه البادئات  لإا .اً بادئ .0استخدم في الدراسة 

OPI_06 و OPE12و OPH13و  S39نتائج مؤشرات واعتمدت ,  (2و 2و 2)الأشكال  موضحة فيRAPD 

ختلاف في عدد المواقع لإفي عدد الحزم المتضاعفة باختلاف البادئ المستخدم الناتجة من ا على الاختلافات
اعتمدت طريقة تحليل نتائج دراسة العلاقة  في ىذه الدراسة ,المكملة لذلك البادئ في مجين كل نبات من النباتات 

نباتات المستخدمة وعلى الأوزان الجزيئية الوراثية على وجود أو غياب الحزم الناتجة من تضاعف قطع معينة من مجين ال
 (. 5حسين )كما ذكر . DNA لتلك الحزم التي تعتمد على العدد والمواقع المكملة لتسلسلات البادئات على شريط

 اً وراثي اً قل بعدأتشابو تقابل للعلى نسبة أذ تبين ان إ ,بين الطوافر المنتخبةالبعد الوراثي  مدى (2) جدولظهرت نتائج أ
وبينت النتائج  , 4SA+3Aو   2SAبين المنتخبين (12.1ثم البعد ) 2SA+6Aو 9A المنتخبين( بين 1.21)

كذلك كان ىناك بعد   ) 0211 (بلغ وبين المنتخبات الأخرى Red stoneالصنف ان اعلى بعد وراثي كان بين  اً ايض
 , 2SA+6Aو 2SA, ايضاً بين 4SA+3Aو 9Aو بين  2SAو  9A( بين كل من 0211وراثي مماثل بلغ )

 .4SA+6Aو   2SA+6Aوكذلك وبين
 
 

No. of cycles Time Temperature Step 

1 5 min 94 
o
C

 
Pre - Denaturation 

 

40 

1 min 94 
o
C

 
Denaturation 

1 min 36
o
C

 
Annealing 

2 min 72 
o
C Extension 

1 7 min 72 
o
C Final Extension 
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 ( M2) والطوافر المنتخبة في الجيل  Red stoneقيم البعد الوراثي بين  الصنف:2 جدول
 Red stone 9A 2SA 2SA+6A 4SA+3A التغايرات الوراثية

Red stone 
     

9A 1.00    
 

2SA 1.00 1.00   
 

2SA+6A 1.00 0.20 1.00  
 

4SA+3A 1.00 1.00 0.50 1.00 
              

فعالة تعمل على  ةداأيرات الوراثية  فهو ييرجع التباعد الوراثي ىذا الى فعالية ازايد الصوديوم في احداث التغ
مة و مما يسهم في تحسين الصفات المهمة ومنها الحاصل و النوعية والمقا طفرات مؤثرة في الجينوم النباتي حداثإ

 اً ( ايضا فأن للصعق الكهربائي تأثير 8)Goya و Khanو Adebola (2) للأمراض وكذلك الاجهادات البيئية
النباتات المعاملة  لاختبارجريت أيرات الوراثية في النباتات من خلال العديد من الدراسات التي يفي احدث التغ اً واضح

في ىذه الدراسة الخلط بين نوعين استخدم . (6عمران )و  (2) السامرائيوىذا يتفق مع كل من الجزيئي  ىعلى المستو 
مهمة  اً ظهر نتائجأ , إذلصديوم ا بأزايد المتمثل يائيوالمطفر الكيم ئيالمتمثل بالصعق الكهربا ائيةمن المطفرات الفيزي

في إرتفاع معنوياً ( التي حققت M2)في الجيل الثاني  2SA+6Aمن خلال الصفات المتميزة للطافر المنتخب 
القالب  DNA. يلاحظ في ىذه الدراسة ان بعض البادئات ارتبطت مع ومكونات الحاصل النمو الخضري صفات

يرات في الاليلات التي لم ترتبط مع تسلسل قواعد  يربما يرجع ىذا الى حدوث طفرات وتغ خرىألبعض الطوافر دون 
 البادئات  .

خرى لم تتوصل الى أ دراساتكثر من مرة ويتفق ىذا مع أرغم اعادتها  اً ئجادئات لم تعط نتاكما ان ىناك ب
في نبات و ( .0) جماعتوو  Sedarعند استخدام البادئات مع النخيل  RAPDنتائج تضاعف عند تطبيق مؤشرات 

تبين تلك البادئات في الجينوم النباتي. وذلك بسبب غياب المواقع المكملة لتسلسلات  (2)الشبوي وحلق السبع 
ية في ئية والكيميائيرات التي تحدثها المطفرات الفيزيايفي الكشف عن التغ RAPD –PCRالنتائج مدى فاعلية تقانة 

كانت طفرات حذف   أسواءPoint  mutation من خلال حدوث طفرات نقطية DNAمستوى  احداث التباين على
 .عادة تنظيم الكروموسوماتإ محشر ا ما

ستخدام طريقة  االمعتمد على قيم البعد الوراثي ب Dendogramقة الوراثية ي ظهر مخطط الشجرة للعلا
UPGMA (0 شكل ) الذي اعتمد على نتائج مؤشراتRAPD  9التي استطاعت تمييز اربع طوافر ىيA  2وSA 

( Bو Aالتي توزعت في مجموعتين رئيستين ىما )  Red stoneفضلًا عن الصنف  4SA+3Aو  2SA+6Aو 
فقسم الى  Bالذي كانت افراده بعيدة عن صنف القياس. اما العنقود  2SA+6Aو 9Aطافرين ىما  Aتضمن العنقود 

                               2SA شمل الطافرانو  B2و Red Stoneالذي ضم الصنفان  B1عنقودين ثانويين ىما 
 2SAىما أكثر قرباً من بعضهما كذلك كان الطافران  2SA+6Aو  9Aيبين المخطط ان الطافرين 4SA+3A و
. نستنتج من (2و2و2 )الاشكال  ىما أكثر بعداً وراثياً B و A, وان الطوافر في المجموعتين أكثر قرباً  4SA+3Aو

ذلك لما ان لعوامل التطفير المستخدمة الفيزيائية والكيميائية تأثير واضح في احداث التغيير الوراثي ويرجع ىذه النتائج 
و  (2). تتفق ىذه النتائج تتفق مع كل من حسين و فقدان في القواعد النيتروجينيةتحدثو ىذه المطفرات من إضافة أ

 (.2السامرائي )
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 .RAPDبين الطوافر المنتخبة المعتمدة على نتائج تحليل مؤشرات مخطط الشجرة للعلاقات الوراثية  :0شكل 
        

 مع البادئ   2SA+6A و 9Aللطافر  RAPDالمؤشرات الجزيئية  :2شكل                      
OPH13                                  . 

 
 

 مع الصنف 2SA+6Aظهرت الحزم في الطافرأالتي  RAPDمؤشرات الجزيئية  :2كلش                   
Red                                  stone  مع البادئOPE 12 . 
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 مع البادئ  4SA+3Aو 2SA ينللطافر   RAPDالمؤشرات الجزيئية  :4شكل                   
0PI 06                                 . 
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THE GENETIC DISTANCE USE RANDOM AMPLIFIED 

POLYMORPHIC DNA (RAPD) MARKERS FOR TOMATO 

MUTANT SELECTION UNDER SALT STRESS 
 

                 A.W.A. Al-Juboori                     Kh. A. Alwan 
 

ABSTRACT 
The study was conducted at the Department of Horticulture and 

Landscape Gardening, College of Agriculture, University of Baghdad during the 

growing seasons of 2013 and 2014 to study the genetic distance of selected 

mutants (M2) designated (9A و   2SA+6A و   2SA و   4SA+3A) under salt stress using 

the Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) markers. The analysis of the 

genetic distance of these selected mutants in addition to control plants was 

carried out. The results showed the similarities and differences between the 

selected mutants. The highest rate of similarity corresponds to less genetic 

distance (0.02) between select 9A و  2SA+6A and the distance 0.50 selected 

between 2SA and 4SA+3A. The results also showed that the highest genetic 

distance was among the Red Stone and among the other lines was (1) there was 

also a similar genetic distance (1.00) between 9A and 2SA and between 9A and 

4A + 3A, also between 2SA and 2SA + 6A, as well as between SA + 6A and 4SA + 

6A. 
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