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 الخلاصة

كمية التربية لمعموم الصرفة /جامعة في اجريت ىذه الدراسة في مختبر الوراثة الجزيئية 

 Vitisمن العنب المحمي  بين سبع اصنافالوراثي  عدالبلمكشف عن التغاير الوراثي وتقدير ديالى  

vinifera L.  سود شدة  الازيتوني و الحمواني, العجيمي, لاكمالي, ديس العنز, االفرنسي, الوىي

بادئا" عشوائيا" لمتحري عن مؤشرات الدنا بتقانة التضاعف العشوائي المتعدد الاشكال  55استعمل 

 بوادئ متخصصة 51و  Amplified Polymorphic Random (RAPD)لسمسمة الدنا

 Simple Sequence   (SSR)لمتحري عن مؤشرات الدنا بتقانة المقاطع البسيطة المتكررة 

Repeat  والمعتمدة عمى تفاعل البممرة الحراريPolymerase Chain Reaction (PCR)    

تم  إذ, الداخمة في الدراسة الأوراق الفتية للأصنافتضمنت خطوات العمل عزل وتنقية الدنا من 

  نفذت تفاعلات البممرة المتسمسل  2-8 5الحصول عمى تراكيز من الدنا وبنقاوة تراوحت مابين 

(PCR) لمكشف عن التباينات بين قطع الدنا المتضاعفة لكل صنف  مع البادئات المستعممة

ىلام الاكاروز بعد  عند ترحيل نواتج التضاعف لمعينات عمى الجزيئية( أعدادىا و أحجاميا)

اختلافا" واضحا" في  RAPDتصبيغيا ببروميد الاثيديوم   بينت نتائج التحميل الوراثي بمؤشرات ال

بمغ العدد الكمي لمحزم  إذ ,عدد حزم الدنا المتضاعفة واوزانيا الجزيئية وذلك تبعا لمبادئ المستعمل

حزم  6, وكان اقل عدد حزم متباينة حزمة لكافة البوادئ 88 (polymorphic bandsالمتباينة )

في البادئ  52في حين كان اعمى عدد من الحزم المتباينة  , OPF-01و  5227في البادئين 

OPF-04,  اظيرت عدد من البادئات المستعممة في الدراسة حزما" فريدة  لبعض من النماذج و

اعطى الصنف اعجمي  إذ ,عن بعضيا الأصنافوراثية لتمييز  المدروسة والتي تعد بمثابة بصمة

اعطت ىذه  إذ, OPF-09و  5225اعمى عدد من الحزم الفريدة وذلك عند استخدام البوادئ 

البوادئ حزمتين مميزة ذات اوزان جزيئية متباينة , بينما اعطى الصنف الاسود اقل عدد من الحزم 



 

II 
 

-OPFال البادئ زوج قاعدي عند استعم 5525الفريدة والتي بمغت حزمة واحدة ذات وزن جزيئي 

ادخمت البيانات التي تم  الأصناف  ولغرض ايجاد نسبة التشابو الوراثي والعلاقة الوراثية بين 09

تراوحت نسبة التشابو بين  ,SPSSالحاسوب ووفق البرنامج الاحصائي  إلىالحصول عمييا 

كمالي لواوكانت اكبر نسبة تشابو بين الصنفين الفرنسي ,  892 1-252 1مابين    الأصناف

مجموعة واحدة  الأصناففقد ضمت  Dendogramنتائج التحميل التجمعي  أما)حامد الوادي(  

وكذلك الصنف  شمل الفرع الاول الصنفين فرنسي وكمالي )حامد الوادي( خمسة فروع, إلىتفرعت 

الفرع الثاني فقد شمل الصنف حمواني والفرع الثالث شمل الصنف ديس العنز  والرابع  أمازيتوني 

لنسبة لنتائج اب أما الفرع الاخير فقد شمل عمى الصنف الاسود  أما مي,يشمل عمى الصنف اعج

الخاص بيذه التقنية حزمة واحدة VRZAG62فقد اعطى البادئ  SSRالتحميل الوراثي لتقنية 

زوج قاعدي عدت بمثابة بصمة وراثية تميز الصنف كمالي )حامد  211جزيئي  فريدة  ذات وزن

دور في اظيار حزمة فريدة ذات   VVS4, وكذلك كان لمبادئ الاخرى الأصنافعن بقية  الوادي(

زوج قاعدي عدت بمثابة بصمة وراثية تميز الصنف اسود شدة عن بقية  211وزن جزيئي 

خرى فقد غابت فييا الحزم وذلك بسبب عدم وجود تسمسل متمم البوادئ الا أماالاخرى,  الأصناف

 المدروسة    الأصنافليا في دنا 

  



 

III 
 

 قائمة المحتويات

 الصفحة المحتويات التسمسل
 I الخلاصة  
 II قائمة المحتويات  
 III قائمة الجداول  
 IV قائمة الصور  
  V-VI قائمة الاشكال  
 VII قائمة المختصرات  

 الاول _المقدمةالفصل 
 3-5 المقدمة  5

 استعراض المراجع–الفصل الثاني 
 4 استعراض المراجع  2 

 4 ف وتصنيف نبات العنب يوصت 2-5
 5 اصل وتاريخ العنب واىمية زراعتو  2-2
 6 الموطن الاصمي لمعنب وانتشاره  2-3
 7 التوزيع الجغرافي لمجاميع العنب  2-4
 8 ق المستعممة في تشخيص نبات العنب ائالطر  2-5
 51-25 والعلاقات الوراثية في التوصيف الجزيئي  التقنيات المستعممة 2-6
2-7 

 
 22-24 المؤشرات الجزيئية لدراسة التنوع الوراثي  لمعنب بالدراسات السابقة المتعمقة 

 الفصل الثالث _المواد , وطرائق العمل
 25 المواد وطرائق العمل  3
 25 المواد  3-5
 25-26 الاجيزة والمواد المستخدمة في ىذه الدراسة  3-5-5
 27 المحاليل والمواد الكيميائية المستخدمة في ىذه الدراسة  3-5-2



 

IV 
 

 DNA  28محتويات عدة استخلاص   3-5-3
 29-31 طرائق العمل  3-2
 29 جمع العينات  3-2-5
 DNA  35تحضير العينات النباتية لاستخلاص   3-2-2

 35 الدراسة الوراثية الجزيئية  3-3
 DNA 35استخلاص  3-3-5
 DNA 35محاليل استخلاص   3-3-2
 DNA     34-32طريقة استخلاص   3-3-3
 DNA 35-34توصيف   3-3-4

 DNA 38-36لسمسمة  RAPDمؤشرات التفاعل التضاعفي العشوائي  3-4
 DNA  41-38لسمسمة  SSR التفاعل التضاعفي المتخصصمؤشرات  3-5
 41-45 الترحيل الكيربائي  3-6
 45 تحميل النتائج  3-7

 _الفصل الرابع النتائج والمناقشة4
 42  النتائج والمناقشة   4
 RAPD 42نتائج تفاعلات   4-5
 62 التعددية الشكمية وكفاءة البوادئ وقدرتيا التمييزية  4-2
 RAPD 64مناقشة نتائج تفاعلات  4-3
 66 المدروسة  الأصنافتقدير البعد الوراثي بين   4-4
 SSR  69نتائج تفاعلات  4-5

 _الفصل الخامس الاستنتاجات والتوصيات5
 78 الاستنتاجات  5-5
 79 التوصيات  5-2

 83-80 المصادر العربية 
  103-83 المصادر الانكميزية 



 

V 
 

 119-104 الملاحق 
  

  a-b بالمغة الانكميزية خلاصةال
 قائمة الجداول

رقم 
 الصفحة الجدول الجدول

 7 مناطق اخرى في العالم إلىالاصلية انتشار زراعة العنب من المنطقة  5

 25 والمنشأ المصنعة والشركات المستخدمة الأجيزة 2

 27 والمنشأ الكيمائية والمواد المحاليل 3

 Genomic DNA Mini kit (Plant 28محتويات ) 4

 37 بيا الخاصة التتابعات مع العشوائية البادئات 5

-PCRالدنا لسمسمة العشوائي عفيضاالت التفاعل مؤشرات تفاعل برنامج 6

RAPD  

38 

 PCR-SSR   39 الدنا لسمسمة التفاعل التضاعفي المتخصص برنامج 7

 41 الخاصة بيا البادئات المتخصصة مع التتابعات 8

 44 مع اوزانيا الجزيئية  5224الحزم المتباينة لمبادئ  9

 45 مع اوزانيا الجزيئية  5225الحزم المتباينة لمبادئ  51

 47 مع اوزانيا الجزيئية  5227الحزم المتباينة لمبادئ  55

 49 مع اوزانيا الجزيئية  OPF-01الحزم المتباينة لمبادئ  52

 55 مع اوزانيا الجزيئية  OPF-03الحزم المتباينة لمبادئ  53

 53 مع اوزانيا الجزيئية  OPF-04الحزم المتباينة لمبادئ  54



 

VI 
 

 56 مع اوزانيا الجزيئية  OPF-09الحزم المتباينة لمبادئ  55

 57 مع اوزانيا الجزيئية  OPF-10الحزم المتباينة لمبادئ  56

 59 مع اوزانيا الجزيئية  OPF-11الحزم المتباينة لمبادئ  57

 65 مع اوزانيا الجزيئية  OPF-13الحزم المتباينة لمبادئ  58

 63 التمييزية وقدرتيا كفائتيا نسب مع الحزم من البادئات نواتج 59

 68 المدروسة العنب اصناف بين التشابو نسبة 21

 قائمة الصور                                                     

 الصفحة عنوان الصورة   رقم الصورة

 42 نواتج الدنا لاصناف العنب المرحمة عمى ىلام الاكاروز  5

 43 5224لمبادئ  RAPD-PCRنواتج تفاعل  2

 45   5225لمبادئ  RAPD-PCRنواتج تفاعل  3

 46 5226لمبادئ  RAPD-PCRنواتج تفاعل  4

 47 5227لمبادئ  RAPD-PCRنواتج تفاعل  5

 OPF-01 48لمبادئ  RAPD-PCRنواتج تفاعل  6

 OPF-02 49لمبادئ  RAPD-PCRنواتج تفاعل  7

 OPF-03 51لمبادئ  RAPD-PCRنواتج تفاعل  8

 OPF-04 52لمبادئ  RAPD-PCRنواتج تفاعل  9

 OPF-07 54لمبادئ  RAPD-PCRنواتج تفاعل  51

 OPF-08 54لمبادئ  RAPD-PCRنواتج تفاعل  55

 OPF-09 55لمبادئ  RAPD-PCRنواتج تفاعل  52



 

VII 
 

 OPF-10 57لمبادئ  RAPD-PCRنواتج تفاعل  53

 OPF-11 58لمبادئ  RAPD-PCRنواتج تفاعل  54

 OPF-12 61لمبادئ  RAPD-PCRنواتج تفاعل  55

 OPF-13  65لمبادئ  RAPD-PCRنواتج تفاعل  56

 VRZAG62  71لمبادئ SSR-PCRنواتج تفاعل  57

 VRZAG79  75لمبادئ  SSR-PCRنواتج تفاعل  58

 VVS4    72 لمبادئ SSR-PCRنواتج تفاعل  59

 VVMD5  72 لمبادئ SSR-PCRنواتج تفاعل  21

 VVMD6  73 لمبادئ  SSR-PCRنواتج تفاعل  25

 VVMD7   74 لمبادئ SSR-PCRنواتج تفاعل  22

 VVMD27    75 لمبادئ SSR-PCRنواتج تفاعل  23

 VVMD28 75 لمبادئ  SSR-PCRنواتج تفاعل  24

 VVMD31    76لمبادئ  SSR-PCRنواتج تفاعل  25

 VVMD32    77 لمبادئ SSR-PCRنواتج تفاعل  26

 قائمة الاشكال

 9 ورقة عنب بالغة  5

 PCR   57بواسطة تقنية الـ   DNAمخطط عممية تضاعف قطع  2

 31 ديالى في محافظة مواقع الدراسة  3

 Geneti الوراثية  لمعلاقة Dendogram التجمعي التحميل مخطط 4

Relationship  المدروسة العنب  اصناف بين فيما 

69 



 

VIII 
 

 قائمة المختصرات

Office International de la Vigne    OIV 

Deoxyribonucleic Acid DNA 

Restriction Fragment Lenght Polymorphism RFLP 

Ramdomly Amplified Polymorphism DNA RAPD 

Amplified Fragment Lenght Polymorphism AFLP 

Simple Sequence Repeat SSR 

Inter Simple Sequence Repeat ISSR 

Polymerase Chain Reaction PCR 

Ethylene Diamine Tetra Acetic acid EDTA 

Tris/Borate/EDTA  TBE 

Deoxynucleotide Triphosphates   dNTPs 

 قائمة الملاحق

 556-514 انواع البوادئ المستخدمة في الدراسة 5

 PCR (Master mix) 557خميط تفاعل الـ  2

 559-558 دليل عدة استخلاص الدنا  3

 521 كتاب تصنيف النبات 4

 



  Introduction                                                                                             المقدمة : الاول الفصل               
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  Introduction  المقدمة- 1

نوعا من انواع العنب  60 حوالي  والتي تضم Vitacea العائلة  إلى العنب نبات ينتمي

البحر ألأبيض المتوسط والظروف ية و أوربا تحت شبه الاستوائية و أمريكا ألشمال ألبري  في أسيا,

  Crespan  ؛   2003, وأخرون Sefc ؛  2002وأخرون , Rossettoالمناخية المعتدلة القارية )

إلى  الذي ينقسم بدوره Vitisعدة اجناس واهمها  الجنس  Vitacea (. وتضم  2004, وأخرون

 معظمخير يضم , هذا الأEuvitisجنس  وتحت Muscadina قسمين رئيسين هما تحت جنس

( Reynier, 1989منشئها الجغرافي) حسب ثلاث مجموعات إلى بدورها قسمت التي vitis أنواع

 , مجموعةالأنواع الاوروآسيوية الأصول ومجموعة غالبية وتشمل الأمريكية الأنواع وهي مجموعة

عنب  أشجار يضم الذي .Vitis vinifera L نوع إليها ينتمي والتيآسيا  وغرب أوربا أنواع

ف سنة بزراعة العنب منذ أكثر من ستة الااهتم الِإنسَان  .الآسيويالعنب  فضلا عن, المائدة

سة على الوطن يحتل العراق المرتبة الخام ,(2008 ,ه وتصنيع ثماره وعصيره )السروانياجنتوا  

اكهة في الفمن مجموع إنتاج % 16.63العنب العربي من ناحية الإنتاج والمساحة إِذ يشكل إنتاج 

, 185, 297حوالي    2007 الى2006  ومن2005  الى2001منالعراق فقد بلغ الانتاج سنة 

تعد  .(2009 ,لمنظمة العربية للتنمية الزراعيةا)لف هكتار على التوالي أ :طن فال 203 ,184

تاريخ  روف البيئية,ا في العراق منذ نشوء أولى الحضارات وذلك لملائمة الظقديمة جد   زراعة العنب

وجد  اذ ق.م,سنة  3700العنب في العراق قديم يرجع الى استيطان الانسان في وادي الرافدين منذ 

ثار والكتابات القديمة التي تشير الى الاهتمام بزراعة العنب في العراق )حسن من الآثير الك

إِذ  ,وخاصة  في السنين الأخيرةلقد تطورت زراعة العنب في العراق بشكل واسع (. 1989 ومحمد,

ة وينتشر العنب في المناطق المعتدل ,النبيذيعد العنب ذا اهميه في إنتاج الزبيب أو العصير أو 

غلبها بذرية صنفا من العنب أ 75العراق  يتواجد في(. 2014 ,)السعيدي الدافئة والمعتدلة الباردة 
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 الأصنافعدد  (.2001 ,ر زراعتها بصورة تجارية )الملاكوعدد قليل منها عديمة البذور ولم تنتش

طبية ائد للعنب فو , مها في شمال العراقمعظتتركز  صنفا 57في العراق تقدر بحوالي  المزروعة

وذلك لكونه غذاء متكاملا لما تحتويه حباته من سكريات واحماض وبروتينات  وعلاجية عديدة

وذلك لقيمته  المهمة الفاكهة أنواع بين من العنب يعد(, 2010 ,)جمال الدين غذائيةوالياف 

ضوية عال حماضالاو  الأحادية السكريات من نسبة عالية على ثماره تحوي , إِذالعالية الغذائية

بعض  وعلى البروتين من قليلة نسبة على تحتوي ثمارهو  ,والماليك التارتاريك حامض فيها السائدو 

 من يعدو  ,(Hulme 1970)   ,   والمغنيسوم والكالسيوم كالبوتاسيوم معدنية وأملاح الفيتامينات

متسارع في ل التطور الفي ظ (.1982 ,ئية )السعيديالبي للظروف تحملا   الفاكهة الأكثر أشجار

لتجنب  البعض عن بعضها الأصنافق دقيقة لتمييز ائر ساليب وطة تم تحديد أعلم التقانات الحيوي

او مواقع معينه  ,الخطأ في التميز من خلال استخدام تقنيات تعتمد على دراسة مورثات بحد ذاتها

التفاعل  على تعتمد التيو  وغيرها,  RAPDو SSR مثل تقنيات  DNAمن الحمض النووي

تعد  .(2006واخرون,  Semagn) (Polymerase Chain Reaction) التسلسلي البوليميرازي

كثر قدما, واع النباتية وتصنيفها اعتمادا على الصفات الشكلية والانتاجية الأطرائق توصيف الأن

ا في ظروف البيئية السائدة وتعطي نتائج متقاربة ومتشابهة يصعب  عليهولكنها تتأثر غالبا بال

لذلك يجب دعم هذه  اكبير   اوجهد   ا( وكذلك تتطلب وقت   Wjhani,2004تمييز الاختلافات )

وكان لتقنيات البيولوجي  .(2002, واخرون (Ricciardi الطرائق بطرائق التقانات الحيوية الحديثة

دت على وخصوصا تلك التي اعتم البعض عن بعضها الأصنافالجزيئي الاثر الكبير في تميز 

ات التضاعف العشوائي وذلك مثل مؤشر  ,من الدنا قطعة محددةف التباينات التي تعتمد كش

 AFLP تباينة الطولومؤشرات التضاعف للقطع م ,   RAPDلسلسلة الدناالمتعددة الأشكال 

(Khierallah ,2011). ـاستخدمت تقنيات الSSR  وRAPD  في دراسة التنوع الوراثي لأصناف
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ن هذه الصفات شديدة التأثر بالظروف البيئية إِذ إ ,تشرة في محافظة ديالىالمن من العنب المحلي

ق دقيقة ائوري استخدام طر لذلك من الضر  ,صولوالأ الأصنافيؤدي إلى وجود تشابه بين  مما

دراسات باستخدام مؤشرات  بإجراء Divecchi Staraz (2007) قام. الأصنافلتمييز الأصول و 

SSR  ه الدراسات تباينات واضحة بين أظهرت هذ إذ ,اثي للعنب البريحول تقييم التنوع الور

جل من أ RAPDـ وكذلك استخدم مؤشرات  ,نماط البرية والمزروعة في نفس المنطقة الجغرافيةالأ

 .توصيف وتصنيف اشجار العنب المزروعة

من  نواعقتصادية ولصعوبة التمييز بين الأالعنب من الناحية الا أهميةرا لما تقدم من ونظ

ولقلة وجود دراسات حول استخدام مؤشرات الدنا للكشف عن التنوع الوراثي الناحية المظهرية 

على التعددية الشكلية  الأصناف العنب في العراق عامة وفي محافظة ديالى خاصة واعتماد  

المتسلسل  تقنية تفاعل إنزيم البلمرة استخدمت في هذه الدراسة DNAللحامض النووي 

تسمى بمواقع المايكرو  ماأو    SSRوتقنية المقاطع البسيطة المتكررة  PCR – RAPDالعشوائي

 :للكشف عن كل مما يأتي  Microstalite  Lociستلايت 

محافظة العنب المستخدمة في هذه الدراسة والمنتشرة في  أصنافبين  ةالعلاقة الوراثي .1

 ا بينها.والتطابقات الممكنة فيموتقييم درجة التباين الوراثي  ديالى

وذلك لغرض معرفة الاصول  المستخدمة في الدراسة الأصنافعد الوراثي بين يجاد البإ .2

 .محافظة ديالىالمزروعة في  الأصنافالجغرافية المحتملة لهذه 

 ة من العنب والمنتشرة في محافظة ديالى.السبع الأصنافايجاد درجة التشابه بين  .3
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  Literature Reviewاستعراض المراجع -2

 ف وتصنيف نبات العنب يصتو  -2-1

من النباتات المتسلقة  المستديمة ذات سيقان منتصبة  " Vitis vinifera (L).العنب 

وينتمي نبات العنب الى  ,راق راحية الشكل وعناقيد من الازهار الصغيرة الخضراء اللونو الأزاحفة, 

لبذور, تحت قسم ثنائيات الفلقة, حسب المدونة الدولية لقواعد التسمية قسم البذريات, مغطاة ا

ويمكن توضيح تصنيف  ((International Code of Botanical Nomenclature النباتية

 united states Department of Agriculture plant )عتمادا على ما جاء  فيإنبات العنب 

data base  ):كما  يأتي 

Kingdom:  Plantae  

       Division:triacheophyta  

     Class: magnoliopsida 

   Sub-class:  Rosidae  

  Order: Vitales  

Family:  Vitaceae 

Genus:  Vitis  

Species: V. vinifera  

  Vitis( . ويضم جنس Divecchi Staraz   ,2007جنسا ) 17تضم عائلة العنبيات 

 ,أنواعويحتوي على ثلاث   Muscadiniaمسكادينا تحت جنسين هما جنس عنب ال

M.rotundifolia (Simpson)  ,M.munsoniana (Michx) و M.popenoei (Fennel) 

نوعا خصب  تنتشر في النصف  60حوالي    Euvitisويضم جنس اشجار العنب الحقيقية 

( حوالي 2005) آخرونو   Arnold(. ذكر1992, آخرونو   (Mullinsالشمالي من الكرة الارضية

  آخرونو  This  ذكرربا  كما أو مريكا و أسيا و آنوعا تنتشر في المناطق المعتدلة من  88
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 .ربا في برامج التحسين الوراثي ولها فوائد زراعية كثيرةأو في  Vitisجنس , يستخدم انواع (2006)

 سيوية  وشمال افريقيا:آرو و ومن اهم الطرازين  لهذا النوع في المنطقة الأ

  V.vinifera subsp. Sativaربي و العنب الأ أوراز المزروع الط .1

  V.vinifera subsp.sylvestrisالطراز البري  .2

صنفا من العنب معظمها تتركز في الشمال, تضم  محافظات الوسط  57العراق حوالي يتواجد في 

 :ة هيالمستخدمة في الدراس الأصنافمن العنب . أصناف 01ومن ضمنها محافظة ديالى حوالي  

  V.hissarica  عنزالديس   -1
 vassilcz(0495 )  صنف من قبل العالم  V.hissaricaفرنسي ال -2
                                                                                   L V.viniferaحلواني ال - 3
  Beck  عالمصنف من قبل ال ( V.vinifera var sativa beckكمالي)ال - 4 
  Planch ( 1880 )صنف من قبل العالم    V. Berlandieriسود شدةالا -5 
   V.Var sativa مييعجالا  - 6 
   V.Sylvestrisيتوني الز -   7

 (Dinarvand   2115, آخرونو .) أخرىمن منطقة الى  صنافتختلف  الاسماء  المحلية  للأ. 

   
 اصل وتاريخ العنب واهمية زراعته -2-2

عرف البشر العنب  إذ ,تبين من الدراسات السابقة ان للعنب اهمية كبيرة في حياة البشرية 

, والبرتغال اقديمة منه جدا في اميرك آثاروروي في اخبار  الصين والهند ووجدت , منذ بزوغ التاريخ

  Vitisوزرعت اشجار العنب  عديده من العنب منذ عهد النبي نوح عليه السلام , أنواععرفت  إذ

وورد ذكر العنب في التوراة والانجيل وذكر  ,في ايام قدماء المصريين, وفي حدائق بابل المعلقة

وايضا تحدث عنه اطباء العرب واطباء الغرب ومن  ,اسم العنب في القرآن الكريم عشر مرات

افضل  ويكفي ما قاله الامام ابن قيم الجوزية عن العنب من انه ,خرىسبقهم من اطباء الامم الأ
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يؤكل رطبا ويابسا واخضرا ويانعا, وهو فاكهه مع الفواكه, وقوت مع   إذالفواكه واكثرها منافع, 

الاقوات, ودواء مع الأدوية, وشراب مع الأشربة. وأضاف الانطاكي فقال العنب من اجود الفواكه 

فلا  ,المعدية القنوات  الهضمية, ونافع للأمراض وينظفغذاء, يسمن ويعالج الهزال ويصفى الدم, 

ي يدخل ضمنها العنب يخلو كتاب من كتب الطب الشعبي من عشرات الوصفات العلاجية الت

تصنيعه وكذلك تستخدم مخلفات  فضلا عنيستهلك العنب طازجا  .1990),آخرونيف و ظ)ن

العنب من بين الفواكه  يعد. (Baghasa) ,2116يع كعلف للحيوانات واسمده عضويهالتصن

نطاق واسع والطلب عليه وعلى منتجاته يتزايد بسبب الفوائد الصحية المرتبطة به, المستهلكة على 

له كزبيب في و ايتم تن أوالفاكهة  أنواعيستهلك بوصفه نوعا من  أويستخدم العنب في العصائر  إذ

 .قات التي لا تتوفر فيها الفاكهةو الأ

 الموطن الاصلي للعنب وانتشاره   -2-3

ب منذ القدم  وعرف خلال دراسات سابقة ان الموطن الاصلي يعود تاريخ زراعة العن

ربا( بالتحديد في المنطقة الواقعة أو ربي هي المنطقة الواقعة حول بحر قزوين )بين اسيا و و للعنب الأ

من هناك نقل شرقا الى اسيا و غربا  إذ ,بين جنوب البحر الاسود وبحر القوقاز في اسيا الصغرى

بدأت زراعة العنب في المناطق الواقعة حول البحر الابيض المتوسط )منطقة  لقد .ربا وافريقياأو الى 

امتدت و  ,حتى وصلت وادي نهر الرون في فرنسا أخرىومنها انتقلت الى مناطق , سط(و الشرق الأ

في عهد الرومان. اما في القرن الخامس عشر انتشرت  شمالا لتصل الى وادي الراين ووادي موسيل

عنب النبيذ الى  أصنافل أو ادخلت  إذريقيا واستراليا وامريكا الجنوبية زراعته في جنوب اف

 (. 1990, آخرونكاليفورنيا )نظيف و 
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 في العالم أخرىانتشار زراعة العنب من المنطقة الاصلية الى مناطق  (1)جدول

 تاريخ الزراعة مناطق انتشار زراعة العنب

Caucase   في    Mésopotamie    عنبال في  منطقتي  6000 ق م        ظهور  

 3000 ق م             Egypte Phénicieزراعة العنب في مصر و فينيقيا 

ق م            Greeceظهوره  في اليونان  2000 

Italie, و Sicile و Afrique du Nord    1000 ق م  زراعته في شمال افريقيا   

            Portugal Espagne          وجنوب         Franc 1000-500           ق م 

ربا تحت تأثير الرومان حتى المملكة أو زراعته في شمال وجنوب  

 البريطانية المتحدة 

 العصر الوسيط

 (.  2002مستل من )زيان ، 

 التوزيع الجغرافي لمجاميع العنب  -2-4

العنب الى قسمت اشجار  إذNegrul (1946 )اجريت دراسة على اشجار العنب من قبل 

 ".Proles Pontica Negrتتضمن مجموعة  صنافمن الأ "Proles رئيسةثلاث مجموعات 

البحر الميت  أصنافتوجد في منطقة حوض البحر الأبيض المتوسط. اما  صنافوتضم اقدم الأ

 Proles Orientalisالتي تشتهر بعنب النبيذ قبل دخول الاسلام فتنسب الى  صنافوخاصة الأ

sub proles caspica, أصنافالحديثة  صنافتضم من بين الأ إذ Cinsu وMuscats  

 Proles Orientalis sub prolesعنب المائدة تنتسب الى  أصنافوتنتشر في اسيا. ان معظم 

antasiatica  النبيذ التي تعود الى  أصنافهذه الانماط الوراثية نشأت من انتخابsub proles 

caspica م(. 1100 إلى 500في حوض البحر الابيض المتوسط  ) في عهد توسع المسلمين 
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 ق المستعملة في تشخيص نبات العنب ائالطر -2-5

 التشخيص المظهري  – 2-5-1

الاعتماد على ق التي تهتم بدراسة الوصف الظاهري لنبات العنب تشترك في ائأغلب الطر 

طرائق توصيف  تتأثر( 1997, آخرونو  (Martinez صنافبين الأ تميزاكثر الاراق  لكونها و الأ

النباتية وتصنيفها اعتمادا على الصفات الشكلية غالبا بالظروف البيئية السائدة وتعطي  الأنواع

وكذلك تتطلب  ,(Wjhani ,2004نتائج متقاربة ومتشابهة يصعب عليها في تمييز الاختلافات )

 Ricciardiلحديثة )وقت وجهد كبير لذلك يجب دعم هذه الطرائق بطرائق التقنيات الحيوية ا

جانبيا على الفرع وتخرج عند العقد وتحتوي على برعم في  راق العنبأو  تتكون ,(2002,آخرونو 

ابطها, ويكون وضعها متبادل على الفرع وكل ورقة تتركب من ثلاثة اجزاء هي العنق والنصل 

قد يكون و  ,اخضر محمر عند الجانب المعرض للشمس أومخطط  أولون العنق اخضر  ,الاذنينو 

اثبت انه من  أخرىفي دراسة  ,قد يكون العنق ناعما أوزغب كثيف  أوالعنق مغطى بزغب بسيط 

طول واللون وزوايا المختلفة من حيث ال صنافالممكن  استعمال عنق الورقة في  التمييز بين الأ

ق الجزء المسطح من الورقة توجد به خمسة عرو  بأنهعرف النصل  إذ .(1)شكلاتصاله بالنصل

والتي بدورها تتفرع الى  ,ثانوية أخرىتخرج من عنق الورقة ويتفرع من العروق الرئيسية عروقا 

العنب  أصنافقليل من الهناك  ,شغل كل سطح النصل شبكة من العروقفريعات اصغر حتى ت

 ,راق العنب مفصصه وتحتوي على خمسة فصوصأو ولكن عادة  , راقها تامة الحوافأو تكون 

والجزء المنخفض بجانب العنق يدعى انخفاض   Sinus "ض بين الفصين يدعى والجزء المنخف

 (.1990, آخرون و )نظيف Petiolar sinusالعنق 
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  2004)  ,آخرونو  (Ortiz الامبيلوميترية القياسات بعض عليها بالغة عنب ورقة يوضح (1)شكل

 التشخيص الوراثي الجزيئي  -2-5-2

شرات الجزيئية وضرورة مقارنتها بالوصف المظهري لتحديد بينت دراسات عديدة اهمية المؤ 

اثبتت الدراسات ان المؤشرات المستخدمة في  إذ ,مدى اهمية كل منها في معرفة التنوع الوراثي

 ,ومن اهمها تأثرها بالبيئة الواحدة ,الزراعية لها بعض المحددات الأصنافتحديد التنوع الوراثي بين 

للمقارنة بين  .صنافتمد في تحديد التنوع بين الأالعضو النباتي المع ونوع ,وكذلك العمر الزمني

دراسة لتقدير  بإجراء( 2004) آخرونو  Mariالمؤشرات الجزيئية والصفات المظهرية  قام الباحث 

صنفا من القمح بالاعتماد على الصفات المظهرية وعلى احد مؤشرات الدنا  14التنوع الوراثي بين 

ت أوضح ,ة للتمييز بين التراكيب الوراثيةصفة مظهري 12دم الباحث استخ إذ, RAPDوهي 

مقارنة  صنافبينت درجة عالية من التنوع الوراثي بين الأ RAPDالنتائج ان مؤشرات ال 

مقارنة  للعلاقة  بإجراء( 2003) آخرونو  Askariقام الباحث  أخرىفي دراسة  .بالوصف المظهري

والخصائص  RAPD ـوذلك بالاعتماد على  مؤشرات ال ,رمن نخيل التم أصنافالوراثية بين 

 آخرونو   Dahlber قام بها أخرىوفي دراسة , المظهرية للثمار كالشكل ونوعية الثمار واللون
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 RAPDالبيضاء باستعمال صفات الحبوب ومؤشرات ال  ةتركيبا وراثيا من الذر  94على  (2002)

زما بين النتائج التي تم الحصول عليها من كلا بينت الدراسة ان هناك تلا إذ, بادئا 17بوجود 

يعود سبب افضلية مؤشرات الدنا الى كونها اكثر استقراريه بخلاف المؤشرات المظهرية , الطريقتين

 .التي تتأثر بالظروف البيئية 

 والعلاقات الوراثية:  التقنيات المستعملة في التوصيف الجزيئي 2-6

 ( RAPDالمضخمة عشوائيا  )  تقنية التعدديات الشكلية 2-6-1

Randomly Amplified Polymorphic DNA          

 إذ RAPDــ في تطوير التقنيات الجزيئية المختلفة منها تقنية ال  PCRساعد تفاعل الـ

 آخرونو   (Williamsاستخدمت هذه التقنية في الكشف عن التنوع الوراثي  وتعريف النمط الجيني

  إذ ,ق انتشاراائهي اكثر الطر  RAPDطريقة  تعد .(1994,خرونآو  Zietkiewicz؛ 1990,

ومن  ,النباتات المختلفة أصنافثية بين استخدمت في العديد من الدراسات لتحديد العلاقات الورا

 ,واستخدام كميات قليله من المادة الوراثية  ,وقلة التكلفة ,اهم مميزاتها هي البساطة

كذلك استخدمت هذه التقنية في الكشف السريع للتنوع (. و 1993, آخرونو   Barua)والشعير

 من الصنوبر أنواعذلك تصنيف وك ,الوراثي وايجاد البصمة الوراثية للعديد من الاحياء الدقيقة

Nkongolo)  Pine  واستخدمت طريقة  . (2002, آخرونوRAPD  أصنافللتفرقة بين خمسة 

المختلفة  صنافلى بصمات وراثية مميزه للأتم من خلالها الحصول ع إذ ,من نخيل التمر المصري

لتحديد البصمة الوراثيه  RAPD (. كما واستخدمت طريقة1999من النخيل )صقر ومرسي, 

 ابراز(. وأظهرت النتائج أن هذه التقنية قادرة على 2003لعشرين صنفا من الزيتون )عمار, 

( دراسة لتحديد مدى 2003) آخرونو   Kudriavtsevاجرى, الزيتون أصنافالاختلافات بين 

 RAPD ـ. ان مؤشرات الRAPDباستخدام   durumصنف من القمح  64التشابه الوراثي بين 
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   Dendrogram وتصنيفها ورسم الشجرة الوراثية الأنواعيمكنها ان تجهز معلومات دقيقة لفصل 

 Sitthiwong) ( كفاءة تقنية ال 2006بين الساهوكي ) (2005, آخرونوRAPD في الكشف 

نتيجة لذلك استخدمت هذه المؤشرات في مقارنة محصول الرز بسمتي و عن التغايرات الوراثية 

وقد أكد الباحثون ان هذا النوع من  ,فر القصيرة الارتفاع المشتقة منهمع اثنين من الطوا 370

  . ىخر المؤشرات اكثر دقة في تحديد التنوع الوراثي بين التراكيب الوراثية مقارنة  بالطرائق الأ

 Taqالـيستخدم فيها انزيم  RAPD( أن تقنية 1990) آخرونو  Williamsبين 

polymerase"  لتضخيم مقاطع منDNA  اما تطبيقات تقنية بين تسلسلات قريبة من بعضها ,

RAPD  من العنب  أصناففإنها تعمل على كشف مستويات مرضية من التعددية الشكلية بين

(This  1997;,آخرونو Stavrakakis وYE  1998, آخرونو),  ومع ذلك فأن الخلل الرئيسي

لهذه التقنية هو اعتماد النتائج على شروط تجريبية صارمة من مختلف الدورات الحرارية 

Thermocyclers ـفي ال PCR    حساسية تطبيق انزيم و" Taq polymerase ", الحمض و

 Alfalahiقام بها  أخرىاسة وفي در  .(1994, آخرونو   (Buscher النووي وتركيزات المرئسة

من  24من اصل  20في تقييم التباين الوراثي بين  RAPD( باستخدام تقانة ال 2012) آخرونو 

مجتمعات العقم الذكري في الذرة الصفراء الناتجة من دورات انتخاب مبكرة ومتأخرة استخدم فيها 

حزمة للبادئ  13.9ة بمعدل حزم 139بادئات جميعها انتجت حزم متباينة بلغ عدد هذه الحزم  10

يمكن ان تستخدم لتحديد  RAPDـ ( أن مؤشرات ال2009) آخرونو  El-badawyبين  الواحد

 .الجينية المختلفةالتنوع الجيني بين سلالات الذرة الشامية وتحديد المجاميع الوراثية وفق الانماط 

منها البساطة واختزال  يستعمل في مثل هذه الدراسات لعدة اسباب RAPD الواصم الجزيئي الـ

لا يتم استخدام مجسات  إذوالكلفة القليله مقارنة بباقي الواصمات الوراثية   ,هور النتائجظالوقت في 

ولا يتطلب المعرفة المسبقة لتسلسل الدنا في تصميم البوادئ  , Radioactive probesمشعة 
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Primers design وكذلك يتطلب كمية قليلة من قالب ـ ,DNAمؤشرات  . تعدRAPD  واحدة

لتحليل  التباين الوراثي بين التراكيب الوراثية عبر   PCRمن المؤشرات التي تعتمد على تقانة 

بشكل   PCRتشخص نواتج  إذ ,الاجيال ضمن مواقع محددة ومنتشره على مجين الكائنات الراقيه

 Guptaتم توثيق نتائجها )يتم  تصبيغ حزم الدنا بالاثيديوم برومايد ليو  ,حزم على هلام الاكاروز

 . (2111, آخرونو 

  SSRتقنية المقاطع البسيطة المتكررة  2-6-2

 جدا   الهامة الجزيئية المؤشرات من (SSR)المتكررة  البسيطة المقاطع مؤشرات تعد

متكررة,  متكررة, تدعى وحدات صغيرة مقاطع من المؤشرات هذه تتكون .حاليَا الانتشار والواسعة

 على مبعثرة بصورة (, وتتوزع2000, آخرونو  Sefc   )النوى  حقيقيات مجينات ة فيبكثر  تتواجد

 أوضح .(1997, آخرونو  (Powell  المشفرة غير أو المناطق المشفرة في سواء الصبغيات جميع

Sweigart  ( أن التسلسلات المايكروستليتيه 1999) آخرونو(SSR)  هي مؤشرات جزيئية مثالية

  SSR ( أن مؤشرات الـ1994) آخرونو  Wang. بين DNAقليلة من الـ كونها تحتاج لكميات

 ,في دراسات عديده ذات اهداف مختلفة ادخلت إذ ,تتميز بوفرتها وتوزعها ضمن المادة الوراثية

تحليل  (.Plieske Strus ,1998)وكذلك دراسة التنوع الوراثي  ,مثل انشاء خرائط الارتباط الوراثية

بنفس  ,ح بتحليل اعداد كبيرة من النباتات وعدد كبير من المواقع الوراثيةيمكن أن يسم  SSRالـ

 إنتاج يمكن و Genebank الجينية بالبحث  في قواعد البيانات  SSRالوقت يمكن تحديد ال 

 Chabane) بسهولة تطبيقها وتحليل نتائجهاتتميز جينومية صغيرة, و  "DNA"مكتبات

ذات اهمية في  انشاء خرائط  SSR ـ تقنية ال تعد .(2002, آخرونو  Hayes ;2115,آخرونو 

ودراسة التنوع الوراثي  .(2006, آخرونو  Von-Korff)نباتية مختلفة  نواعالارتباط الوراثية لأ

(Ozkan  وكذلك في التميز بين 2005, آخرونو )وتصنيف المجموعات الوراثية ) الأنواعFeng 
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 Thomasوتصنيفها ) الأنواعالتميز بين  SSRــ ومن أهم استخدامات ال .(2006 ,آخرونو 

لمعالجة المسألة الحيوية المتمثلة في تحديد هوية اشجار  SSRاستخدمت تقنية  .(Scott ,1993و

الخارقة   أوغير عادية ان الامكانات , (1995, آخرونو  Bottaالعنب المزروعة بشكل خاص )

وما بين الاصول قد تجلى في عدة  في التمييز ما بين اشجار العنب المزروعة SSRلمؤشرات ال 

فأن  SSRنتيجة لارتفاع القدرة التمييزية لتحاليل ال و  ,(2007, آخرونو  andres) Deدراسات 

اكتشاف تراكيب وراثية متطابقة لعينتين مختلفتين من العنب لأدلة قوية على انهم من نفس 

قام  .المجهولة المنشأ فصنافي تحديد هوية الأ SSRلذا  يمكن استخدام تحاليل ال . الصنف

Warren  وChristopher (1998) العديد من الدراسات على العنب باستخدام تقنية  بإجراء

باستخدام خمس  ,صنفا من العنب 110لـ Fingerprintingفي دراسة البصمة الوراثية  SSRالـ

 . 5..1-1.37تراوح بين  PICحزمة ومعامل التعددية الشكلية  33الى  16بوادئ تم تحديد من 

صنفا  60في تحديد التنوع الوراثي بين  SSR ـ( تقنية ال (2005 ,آخرونو  Akkak ايضا استخدم

بادئ تم  12من العنب الخمري المنتشرة في الجزائر وحوض البحر الابيض المتوسط, وباستخدام 

من  اأصنافبعض وتم تحديد اربع مجموعات تضمنت الصنفا تباينت وراثيا عن بعضها  34تمييز 

ومتوسط معامل التعددية  1..وكان متوسط عدد الحزم الناتجة  .العنب تشابهت وراثيا

بادئا في دراسة  45( باختبار مجموعة من 2008) آخرونو  Guidoقام  PIC 0.77.الشكلية

ثلاثية ورباعية وخماسية  (motifs)مواقع من التسلسلات الميكروستليتية التي تتكون من وحدات 

(Nucleotide penta ,- tetra tri عند )صنفا من العنب, وكانت النتيجة ان البوادئ  48

 ـكما استخدمت تقنية ال 1.34  1.13تراوح بين  . PIC, ومعاملحزمة 16الى  3اظهرت من 

SSR  لتحديد التباينات الوراثية بين عشر نباتات مستنسخةclones  من اصل

 م تحديد أي تباينات وراثية بين النباتات. لم يت SSRبادئ  23استخدام  إذ, Keshmeshiالعنب
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النباتية  الأنواععلى عدد من   SSRاستخدمت تقنية ويوجد العديد من الدراسات والابحاث التي 

والقمح  (,Kochert ,1992 و Zhao) والارز,  (2009,آخرونو  Al-Halabi) كالتفاح

(Roder  1995, آخرونو .)  أنجزت خطوات كبيرة في دراسة الخرائط الوراثية للعنب التي ساهمت

في تحديد عدد كبير من المواقع الميكروستليتية المرتبطة بشكل مباشر معها مما يشجع استخدام 

ق التقانات الحيوية في برامج التربية والانتخاب غير المباشر باستخدام المؤشرات  الجزيئية ائطر 

Marker Assisted Selection Eibach)   من خلال مقارنة النمط الوراثي  .(2009, آخرونو

محفوظة في قواعد البيانات .كذلك ان هذا النوع من التحاليل  أخرىالناتج من العينة مع انماط 

كنوع من المراقبة قبل الاكثار  cultured in vitro  مختبرضروري في تجارب المكاثرة في ال

Sefc)  قام 1998, آخرونو .)De andres  ـ مواقع لل 9( باستخدام 2007) آخرونوSSR 

في الكشف على هويات مزيفة من الاصول يظهر على عكس ما كان AFLP  ـمدعمة بتقنية ال

ذو  RU 140و  P 1103يعتقد بالنسبة للأصلين  تبين انهما يختلفان عما هو مسجل بالنسبة  ا 

 .(a 2000) آخرونو  Lefortبين  .الان للأصلين في مجمع للأصول الوراثية وبقيا مجهولين لحد

 تقنية مؤشرات تباين اطوال قطع التقييد 2-6-3

  Restriction  Fragments Length Polymorphism(RFLP)    وهي

 Molecular hybridization – basedمؤشرات الدنا المعتمدة على التهجين الجزيئي)

DNA markersطع التقييد ( التي تتضمن مؤشرات تباين اطوال قRFLP Restriction 

Fragments Length Polymorphism ( Hauschild2008 و tepanovic ؛ Nybom 

 استثمار بعد الجزيئي التهجين على المعتمدة الدنا مؤشرات لىأو  ظهرت لقد (.2014, آخرونو 

  Restriction enzymesالتقييد  إنزيمات اكتشاف هما ,كبيرين علميين الباحثين لانجازين

 أطلق تقانه لأو  بناء في,  1975عام  Southren blotting سوذرن ووصمة, 1968 عام
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 Restriction Fragments Length Polymorphismالتقييد قطع أطوال تباين عليها

(RFLP), في يتسبب الذي الانزيمي القطع مواقع في الاختلافات توارث أنها على وتعرف 

من أهم مميزات  .(Karp ,1997الاكاروز ) هلام على الدنا قطع من مختلفة أطوال ظهور

وبالتالي يمكن بواسطته الكشف عن اللواقح المتماثلة  ,متساوي السيادة يعد RFLP مؤشر: 

homozygosity المتخالفة  أو.Heterozygosity  

 (  (PCRالمؤشرات القائمة على مبدا التفاعل التسلسلي للبوليميراز  2-6-4

 آخرونو   ,Mullisقبل من PCR (Polymerase Chain Reaction)عل اكتشف تفا

( تعتمد هذه التقنية على اساس مضاعفة قطعة معينة من الدنا انزيميا وخارج الجسم الحي 1986)

in vitro ,( وذلك خلال استخدام تقنية تفاعل البلمرة المتسلسلPCR وبوجود البادئات )Primers 

وكذلك بوجود انزيم البلمرة  Template DNAلها على الدنا القالب  التي ترتبط بالتتابع المكمل

polymerase ( الذي يتميز بمقاومته للحرارة العاليةTong 2012, آخرونو),  ووجود

- Deoxyribonucleotide Triphosphateالنيوكليوتيدات المفسفرة منقوصة الاوكسجين 

dNTPs  dATP)الادنينDeoxyadenosine Triphosphate –  والسايتوسين

Deoxycytidine Triphosphate – dCTP  والثايمينdTTP –Triphosphate 

Deoxythymidine والكوانينDeoxyguanosine Triphosphate - dGTPيتميز تفاعل.) 

PCR  منها  ,وله تطبيقات في مجالات عديده ,وحساسيته الشديدة ,لقوة والفعالية الفائقةاب

ووراثة المجتمعات. يتضمن  Molecular biology diagnosticsفية البيولوجية الجزيئية الوص

تركيب وتصنيع متكرر وبشكل مستمر لقطعة محدده من الدنا لينتج كمية كبيرة من  PCR تفاعل

ن  هذا التفاعل أخلال الدراسات السابقة تبين و  .(1985 ,آخرونو   Saiki) الدنا وحيد السلسلة

ذات تسلسل نيوكليوتيدي معروف تلتصق بالمناطق المحيطة بـ  يعتمد  على وجود قطعة من الدنا
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)فصل سلاسل الدنا( المزدوجة  Denaturationالدنا المدروس خلال تكرار عملية المسخ 

وتحويلها الى سلاسل مفرده عن طريق تحطيم الروابط الهيدروجينية بالحرارة العالية )قاسم 

لدنا اة التسلسل )البادئة( بالمناطق المحيطة بالتحام القطع المعروف Annealingثم  .(2011,

لموقع المكمل له االمدروس وذلك بخفض درجات الحرارة لخليط التفاعل للسماح بارتباط البادئ ب

 Extensionثم مرحلة ,  (Innis ,1990و  (ssDNA)) Gelfandعلى شريط الدنا المفرد 

 تتضمن تركيب سلسلة دنا جديدهو ة خيرة من مراحل تفاعل البلمر هي المرحلة الأ, الاستطالة

Wilson) وWalker ,2005).  تعد تقنية الـPCR  الأكثر انتشارا واستخداما في مختبرات الوراثة

والأساس الذي تعتمد عليه معظم الدراسات العلمية البحثية   ,الجزيئية في جميع دول العالم

(Sridhar,(2006 .  شرات الـ وهي مؤ  ,عديدة لهذه المؤشرات أنواعهناكDNA  التي تستهدف

 DNA-PCRعدة مواقع على الجينوم تتضمن مؤشرات تستخدم بادئات عشوائية تماما مثل الـ

(RAPD) (Williams  مثل مؤشرات  ,مؤشرات تستخدم بادئات شبه عشوائيةو , 1990), آخرونو

مؤشرات وكذلك (, Clark ,2007و Meudth) AFLPتباين اطوال قطع الدنا المتضاعفة 

وكذلك  ,2005a), آخرونو  (Garrosتخدم بادئات متخصصة كمواقع موزعة داخل الجينوم تس

, آخرونو  Karpالمؤشرات التي تستهدف مواقع محدد معروفة التسلسل ) PCRتتضمن تقنية 

يتطلب فك شريطي الدنا عن  DNA مضاعفة قطعة معينة من الـ أوإن عملية تضخيم  .1997)

يرتبط الشريط  إذ, Polymerase DNAستخدام أنزيم بلمرة الدنا بعضهما وتكوين شريط جديد با

بدلا  DNAوبالتالي يصبح هناك جزيئان من الحامض النووي  ,المتكون الجديد مع الشريط القديم

 (.2010, آخرونو  Mouradمن جزئ واحد فقط, )

انه لا يحتاج الى معرفة مسبقة بالدنا وذلك في معظم  PCRمن أهم مميزات تفاعل 

وتختلف هذه المميزات  ,وكذلك لا يحتاج إلى تجهيزات مخبرية كبيرة ومتقدمة ,لتقنيات المشتقة عنها
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نفت ضمن طرازين وفق نوعية البادئ تبعا للتقانة المستخدمة المشتقة من هذا التفاعل والتي ص

نصف عشوائية  صممت البادئات دون  أو ,عشوائية PCRوهي تقنيات ذات بادئات  ,المستخدم

 .(1996,  آخرونو  RAPD , AFLP , ISSR(  )Linn الدنا مثل ) ـرفة مسبقه بمع

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 P C Rبواسطة تقنية الـ  DNAعملية تضاعف قطع الـ ( 2مخطط )                  

   htt://www.dna art online use primer              نقلا عن:                                
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 على مكاثرة قطع الدنا المتباينة المؤشرات المبنية -2-6-5

تتابعات قصيرة متكررة توجد في مجين الكائنات هي    Microsatellit المايكروستلايت 1- 

وما بين  Simple Sequence Repeat (SSR)الراقية تشمل تقانات التكرارات البسيطة المتعددة 

 Simple Sequence Repeats(ISSR) Inter (McGregorتكرارات التسلسلات البسيطة 

 (( ISSRتقنية  إن. (2013, آخرونو   Liu؛2002, آخرونو  Fernández ؛ 2000, آخرونو 

Inter Simple Sequence Repeat على  تعتمد التي المعلمات طرائق إحدىPCR , وهي 

 إلى تحتاج لا بأنها وتمتاز ,النباتي الجينوم في SSRـلالغزير والتوزع العشوائي  الوجود على تعتمد

 مواقع عدة عن ناجمة كبيرة شكلية ذات تعددية أنماط عنها وينجم ,الجينوم عن مسبقة علوماتم

من التقنيات المثالية لانها تعطي  ISSRتعد تقنية  (.Branchard  , 2001و ( Bornet  وراثية

من اماكن متعددة وسريعة ,وتعد هذه التقنية الاكثر تكرارية  أونتائج ثابتة ولو نفذت في مكررات 

بسبب طول البادئ المستخدم الذي يعكس درجة حرارة عالية لمرحلة انفصال   RAPDتقنية ال 

سلسلة الدنا المزدوجة الى سلسلتين مفردتين, كما انها تتطلب كمية قليله من الحمض النووي 

DNA الأنواع, استخدمت العديد من الدراسات والابحاث هذه التقنية لايجاد التنوع الوراثي بين 

(, والشعير 2111, آخرونو  Joshi(, والرز ) 2112, آخرونو  Bornetلنباتية كالبطاطا )ا

(Fernandes  بين  2112, آخرونو .)Rao  ( كفاءة تقنية  2007) آخرونو و ISSR  في دراسة

 .1) الحمص  ( وذلك من خلال دراسة العلاقة الوراثية بين  Cicerعلاقة القرابة الوراثية لجنس 

طرز وراثية عائدة للنوع البري  5و  C.arietinumمن الحمص المزروع  طرازا وراثيا

C.reticulatum   باستخدام تقنيةRAPD و ISSR   لوحظ ان كل بادئ من بادئاتRAPD 

وجد  RAPDوبتحليل نتائج تقنية  حزمة لكل بادئ, 11اعطت  ISSRحزم ,اما بادئات  6اعطى 

% بين الطرز  51.5% بين الطرز البرية و 51.7تخدمةان نسبة التعددية الشكلية للبادئات  المس
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و   Bhagyawantقام  . ISSR%بين الطرز الوراثية المزروعة عند استخدام  56.3المزروعة و 

Srivastava (2008 باستخدام تقنية )ISSR طرازا وراثيا من  12 ـفي تقييم التنوع الوراثي ل

 . حزمة ذات تعددية شكلية 492 اعطت  إذ, بادئات 10وذلك باستخدام  ,الحمص المزروع

 Amplified Fragment Lengthمؤشرات التباين في القطع المتضاعفة -2

Polymorphism (AFLP)    

ترجع اهمية هذه التقنية   إذ ,من اهم المؤشرات التي تستخدم في دراسة التنوع الوراثي تعد

 بأنزيمات الهضم على لىو الأ تمدتع, PCRوتقانات   RFLPالى كونها تجمع بين مميزات تقنية 

 التسلسلي التفاعل على اما الثانية فتعتمد  ,DNA جزيئة من ومحددة مناطق معينة في التحديد

تعمل  .(  1995, آخرونو  OS) DNA من الكافية الكمية على يؤمن الحصول الذي للبوليميراز

المتباينة  دناعددا كبيرا من قطع ال ل بإعطائهو يتميز الأ ,هذه التقنية على هضم الدنا بانزيمي تحديد

  (Chabaneبينما يعطي الثاني عددا قليلا من القطع الكبيرة نسبيا ,ذات الوزن الجزيئي الصغير

   (.2006, آخرونو 

 Genetic marker    المؤشر الوراثيأ -2

  أوعلى الكروموسوم   locusهو صفة مميزة تستخدم للاستدلال على   وجود موقع معين 

جينات الجين معين ف أوصفة معينة جين, وان معرفة هذا الموقع يساعد  على دراسة توارث الم

يعد المؤشر الوراثي صفة مميزة يمكن . (2000القريبة جدا من المؤشر تتوارث معه)الخطيب,

امتازت هذه المؤشرات بالاستقراريه  إذ, فيما بينها صنافوراثي وتمييز الأاستعمالها في التوصيف ال

Stability خرىلكون الدنا هو المادة الوراثية المستقرة التي لا تتأثر بالبيئة  بعكس المؤشرات الأ 

 Kingبين  .(1993, آخرونو  (Weigandالتي تتأثر بشكل كبير بالظروف البيئية  
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( أن المؤشرات الوراثية هي مؤشر مرتبط بموروث ذات اثر مورفولوجي 1990) Stansfieldو

خلية تحمل هذه المورثة. تقسم المؤشرات  أواستخدامه لتحديد هوية فرد معروف بحيث يمكن 

عين المجردة تدعى المؤشرات المورفولوجية الفهي اما مؤشرات تلاحظ ب أنواع ةثالوراثية الى ثلا

 أو, Biochemical markersانها أو, and agronomic traits Morphological والزراعية

لقد استخدمت المؤشرات  ,  Molecular markersلدنا  وتسمى تلك التي تعتمد على تجارب ا

 .Wexselsen,  (1932( , Sax , ( 1933) ل مرة من قبلو الوراثية لأ

 DNA Markersمؤشرات الدنا ب -2

تستخدم  ,المجين أوتتابعات من الدنا يمكن الاستدلال بها على موقع معين من الكروموسوم  هي

ن الافراد وايجاد البصمة الوراثية  لكونها تعكس الاختلافات في لدراسة العلاقات الوراثية بي

 ,Deletionوهذه الاختلافات تكون ناتجة اما من الحذف  ,لمعلومات الوراثيه المخزونة فيهما

للنيوكليوتيدات  في مجين الافراد  Rearrangementاعادة الترتيب  أو Insertinالادخال

 التصنيف دراسات في اعتمدت لذلك, وراثيةال كالطفرات ,المدروسة لأي سبب كان

وفي بناء  ,Evolutionary studiesوالدراسات التطورية  ,Molecular taxonomyالجزيئي

 Genetic Mapping  (Caetano ,1997.)الخرائط الوراثية
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 The Primerالبادئ ج -2 

ح طوله بين يتراو  DNAوهو تسلسل من القواعد النتروجينيه على شريط قصير من الـ 

المراد تضخيمه من الحامض النووي ويكون على   DNAنيوكليوتيده  المكمل لجزء الـ 25-20

كذلك يعرف البادئ  بانه  .2010))التركي ,  Reverseو خلفي  Forwardنوعين هما امامي 

 "3ترتبط بقالب شريط الدنا المفرد الشريط عند النهاية   RNAوالرنا DNAقطعة صغيرة من الدنا 

يمكن تصميم  .الضرورية لبدا عمل أنزيم بلمرة الدنا OHالمحتوية على مجموعة الهيدروكسيل 

  AFLPكتلك البوادئ المستخدمة في تحليلات تقنية الـ  ,البوادئ بوجود تسلسل معين في تركيبه

نا يجب التعرف على القواعد النتروجينيه في المنطقة المجاورة لجزء الد إذ .2014))أبوالجدايل ,

ان الطرف الآخر للجزء المراد تضخيمه يحتاج  إذ,المراد تضخيمه لكي يتم تصميم البادئ الملائم 

 .2013) الى بادئ آخر )القرةغولي,

  Solution  Buffer  المحلول المنظمد -2

من التغيرات الناتجة عن  pHالهيدروجيني  ة الرقموهو المحلول الذي يحافظ على قيم 

عند تخفيف المحلول الى درجة معينة, ويقوم هذا المحلول بتنظيم  أو ,ة إليهقاعد أواضافة حامض 

( أن الرقم 2001) Coenو Kramerذكر  .عمل انزيم البلمرة والمحافظة على نشاطه

وزن من الجلاتين  م/حج 0.1%فضلا عن   8.3ي و اللمحلول المنظم  يس pHالهيدروجيني 

اهمية المحلول المنظم هو  .X1اء تحضير التفاعل الى ويتم تخفيفه اثن X10بقوة ليصبح المحلول 

 DNAان تركيز الأملاح التي توجد ضمن مكوناته توثر على قدرة التحام البادئ بالدنا القالب 

Template,   كذلك يؤثر بشكل كبير جدا على درجة حرارة تفكك الـDNA  في التفاعل الرئيس

, Janes ,2002  ; Rouxو  (Denaturation  Chenفي أثناء عملية المسخ )التفكك(

(2009. 
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 .الدراسات السابقة المتعلقة باستخدام المؤشرات الجزيئية لدراسة التنوع الوراثي  2-7

التنوع الوراثي هو اختلاف صفات النباتات الناتجة من اختلافها في التركيب الوراثي عند 

ييم التنوع الوراثي بين المجتمعات يتم تق .(2011,آخرونعبدالغفور و (زراعتها في البيئة نفسها 

مثل تحليل  ,بشكل روتيني خلال استخدام مختلف التقنيات الجزيئية والتي تستخدم في المختبر

  AFLP,RFLP,RAPD,SSR,ISSR تم استخدام تقنيات جزيئية مثل DNA.الحامض النووي 

درجة الاختلاف بين وامكانية تقدير  ,DNAمستوى الحامض النووي  لىلتقدير التنوع الوراثي ع

اجريت دراسة من قبل  .Tanksley ,(1990و Millerالافراد بدون تأثر الاختلاف البيئي )

Thomas  وScott (1993 باستخدام الميكروستلايت للتعرف على هوية ال )DNA 26 ـل 

  otundifoliaمثل  Vitisاضافية من  أصناف 6و .Vitis vinifera Lصنفا من 

Muscadinia, عنب  ,, عنب نبيذوراثيةحتوي على اصول تركيبا وراثيا ت 80التعرف على  تم إذ

التنوع الوراثي لعشائر 1999) ) آخرونو  Nebauerدرس  .(1994, آخرونو  Thomasمائده) 

تركيبا وراثيا تعود 50 وقاموا بتحليل  .Digitalis obscura Lخلطيه التلقيح من النوع النباتي 

وجدوا ان اغلب الاختلافات الوراثية التي قدرت بحوالي  إذ RAPD عشائر باستخدام تقانة6الى 

% كانت 5.5والنسبة الاقل  ,% بين المناطق 9.7ونسبة اقل من  ,% كانت ضمن العشائر84.8

اثبتت بعض الدراسات اهمية استخدام المؤشرات الجزيئية من اجل  .بين العشائر ضمن المناطق

 SSR أما بالنسبة للمؤشرات الوراثية, (2000, آخرونو  (Sefcتصنيف اشجار العنب  المزروعة

 إذ ,(2007,آخرونو  (Starazالعنب  أصنافاستخدامها ضعيفا على عدد من  يعدف

صنف ا مزروعا وتبين انها ضمن نفس المخزون الوراثي  222( 2003) آخرونو   Aradhyaدرس

"Gene pool", صطناعي أي ان البنية الوراثية كانت متأثرة بالانتخاب الاArtificiel 

selection" .  بادئا لتحديد  21( باستخدام  2112) آخرونقام بها اليوسف و  أخرىوفي دراسة
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 65من اصول العنب المقاومة لحشرة الفيلوكسيرا  تم تحديد  أنواعدرجة التقارب الوراثي بين ستة 

الشكلية ان اكبر  %. تبين من خلال حساب التعددية 33.5حزمة , وبلغت نسبة الحزم الفريدة 

, VVMD32و VRZAG62مقدرة على اظهار التباينات بين الاصول كانت باستخدام البادئان 

ان معرفة التنوع الوراثي في نوع ما تكون  .1.73كانت قيمة المعامل لهما مرتفعة نسبيا  إذ

باستخدام   تمكنت بعض الدراسات إذ ,ضرورية للاختيار الامثل للآباء الداخلة ضمن برامج التربية

المؤشرات الجزيئية على نطاق واسع لتجميع الطرز المختلفة من الشعير ضمن مجموعات تبعا 

, آخرونو   (RFLP  Casasللتشابه الوراثي فيما بينها وذلك باستخدام مؤشرات مختلفة مثل

1..3) , Ellis) AFLP   و( 1993 ,آخرونوSSR (Russel  1997),آخرونوa .  التجارب

 آخرونو  Grandoل مرة على اشجار العنب البرية من قبل و ين الوراثي اجريت لألى للتباو الأ

ان هذه المؤشرات لم تصل الى ربط التراكيب البرية المزروعة,  إذ  ,RAPD(, مستخدما 1995)

تبين ان هناك تميز وراثي واضح  على المستوى المحلي الفرنسي بين الانماط البرية والمزروعة  و

( 2006) آخرونو   Ailقامت الباحثة  .(2001, آخرونو  This)  SSR باستخدام مؤشرات

للتحقق من الثبات الوراثي للنخيل المنتجة بطريقة تكوين الاجنة  RAPDباستخدام مؤشرات 

بادئا ووجدت ان ثلاث بادئات فقط تم من  30وتم استخدام  ,الجسمية لصنف النخيل البرحي

في نباتات النخيل الناتجة من  ةحدوث تغايرات وراثي تلاحظو  ,خلالها الحصول على حزم متباينة

تعد   RAPDـ( إلى أن مؤشرات ال2006) AL-Khalifahو Askariالتقانة المستخدمة, واشار 

وسيلة فعالة في الكشف المبكر عن التغايرات الوراثية التي تحصل في النباتات المنتجة من زراعة 

 ,من النخيل وهي برحي وسكري وخلاص أصنافث الانسجة النباتية وذلك من خلال دراسة ثلا

ان استخدام التقانات الجزيئية يمكن ان يقلل من تعقيدات 2000) ) آخرونو  Ramsay أوضح

 (2008) آخرونو   Eleuchذكر  .ادخال عدد من الصفات المرغوب فيها في النمط الوراثي الواحد
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قام  .الوراثي وتقدير التشابه الوراثي ل التنوعامكانية استخدام المؤشرات الوراثية بشكل فعال في تحالي

Staraz  باستخدام مؤشرات  دراسات بإجراء( 2007) آخرونوSSR  حول تقييم التنوع الوراثي

اظهرت هذه الدراسات تباينات واضحة بين الانماط البرية والمزروعة في نفس  إذ, للعنب البري

وخاصة  الأصنافشف عن الاختلافات بين للك SSRوكذلك استخدمت تقنية  ,المنطقة الجغرافية

 .الأنواعبالنسبة لتحديد 
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  Materials and Methodsالمواد وطرائق العمل  – 3

    Materialsالمواد  1 – 3

 الأجهزة والمواد المستخدمة في هذه الدراسة  1 -1 – 3

 (  الأجهزة والمواد المستخدمة والشركات المصنعة والمنشأ2جدول )

 ت
 اسم الجهاز

Apparatus Name 

المنشأ أوالشركات المصنعة    

Company and origin 

 Deep freeze Arcelik – Turkeyثلاجة    1

 Gel Electrophoresis Labnet – The U. S. Aجهاز ترحيل كهربائي  2

 Microcentrifuge TUV-Germanyجهاز طرد مركزي دقيق  3

 Power Supply ECM-Germanyمجهز للطاقة  4

5 
 ميزان كهربائي حساس

 Sensitive Electronic Balance 

Denver  instrument –

Germany 

 VI plus  Vortex Boeco –Eufor جهاز 6

 Water bath Mummer-Germany حمام مائي    7

8 Hot plate magnetic Stirrer Vision – Korea 

 UV Cabinet Diocom – The U. Kكابينة الأشعة فوق البنفسجية  9

 Eppendrof   Tubes Geneaid – Taiwanأنابيب أبندروف  10

11 Tips Bio Basic – Canada 

12 Micropipettes Dragonmed– Germany 
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 . Gel Documentation Passed electrical – The Uجهاز تصوير الجل   13

K 

 PCR (Thermal Black Labnet Edison NJ – U.S.A) جهاز البلمرة الحراري  14

 Approx .500 ml Germanyدورق زجاجي مدرج  15

16 
أنابيب زجاجية مدرجة مختلفة الأحجام                    

Cytoglas.500ml,100ml , 50ml 
Germany 

 Petri Dishes Plastilap – Chinaإطباق بتري  17

 Medical Gloves Safe Pack – U.S.Aقفازات طبية  18

 Medical Cotton Kardelen – Turkeyقطن طبي  19

 Spartan – Jordan ( ml . 200 )قنينة ماء بلاستيكية شفافة   20

 Syria ورق  )سيليفون(  21

22 Micro tip short 10.01 Bio Basic INC – Canada 

23 Tip rackc sterile BT 222- RS100-1000ul Bio Basic INC – Canada 

24 Eppendrof tube sterile 1.5 ml ( 100 ) Bio Basic INC – Canada 

25 PCR rack tube Bio Basic INC – Canada 

26 Rack Eppendrof 100 sample Bio Basic INC Canada 
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 المحاليل والمواد الكيميائية المستخدمة في هذه الدراسة  2 –1–3

 المحاليل والمواد الكيميائية والأصل والمنشأ  )3جدول )                

المنشأ أوالأصل  المحاليل والمواد الكيميائية ت  

1   Genomic DNA Mini Kit (Tissue) Gs100 

Prep  

Geneaid – Taiwan  

2 Agarose AB 0013 50 mg  Bio Basic INC – 

Canada  

3 TBE A0026 10 x1L Bio Basic – Canada  

4 100 bp DNA Ladder D- 1030 250 ul  Bioneer – Korea  

5 PCR Premix K-2012 0.2 ml / 20 ul rxns / 

96 tube 

Bioneer – Korea  

6 Ethidium bromide solution Do 

 177 . 5 ml  

Bio Basic – Canada 

 – Loading dye Bio Basic INCصبغة تحميل  7

Canada 

  Distilled water Kuwait  %100ماء مقطر 8

9 
 Specific primersبوادئ متخصصة 

  primers    Randomبوادئ عشوائية

Bioneer – Korea  

               Ethyl Alcohol  Iraq ( % 96 )اثيلي كحول   01

  Isopropanol  Himedia – India  الايزوبروبانول كحول   00
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 . DNAمحتويات عدة استخلاص ألـ  3 –1–3

   والأصل والمنشأ  Plant)) Genomic DNA Mini kit(  محتويات   (4جدول  

المنشأ أوالأصل  المحتويات ت  

1 GPX1 Buffer Geneaid – Taiwan  

2 Gp1 Buffer  Geneaid – Taiwan 

3 GP2 Buffer  Geneaid – Taiwan  

 4    GP3 Buffer  Geneaid – Taiwan  

      

5 

Wash Buffer 25ml  

Add 100 ml Ethanol  

Geneaid – Taiwan 

6 W1 Buffer 45 ml  Geneaid – Taiwan 

7 Elution Buffer 30 ml  Geneaid – Taiwan 

8 Proteinase  K Geneaid – Taiwan 

9 Filter Column Geneaid – Taiwan  

 GD Column Geneaid – Taiwanأنابيب جيديكولومن  10

 11 Gilson Pipette Tip 200UL  Geneaid – Taiwan  

12 1.5ml Graduated Centrifuge Tubes, Natural , 

Sterile             

Bio Basic Canada 

INC. 
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 Methodsطرائق العمل  3-2

 جمع العينات  1-2-3   

من  (.Baggiolini ,0996)الفتية  الأوراقجمعت  إذ, 6106 أنجزت عملية الجمع خلال سنة

ورقة  01وهي )السبتية, رقة حجي سهيل والوجيهية(, واختيرت  إلىثلاث مناطق في محافظة دي

اكدت و  ,شجيرات لكل صنف  7ان لدينا  باعتباربصورة عشوائية بمعدل ورقتين من كل شجيرة 

 OIV (6117.) حسبالعديد من الدراسات ان هذا العدد من التكرارات كافي لمثل هذه الدراسات 

احداثيات مناطق , و (, يوضح مواقع الجمع3. والشكل )GPSجهاز بجمع العينات  واقعتم تحديد م

 :جمع العينات

 اثياتدالاح اسم المنطقة
 السبتية

 
33 44'41 "N 

44 38 '37 "E 

 رقة حجي سهيل
 

33. 8430542 "N 

44. 5219807 "E 

 الوجيهية
 

33. 9691698 ''N 

44.9305653 ''E 

    *N=North     *E=East  
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 الوجيهية (  3موقع )                        رقة حجي سهيل ( 2موقع)                   السبتية (  1موقع )              

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
 

 
 

 
 

 

 (Google earth ,2016)موقع كوكل الأرض  ديالى. في محافظة مواقع الدراسة ( 3شكل )
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  DNA تحضير العينات النباتية لاستخلاص  3-2-2 

تم جمع  إذ,مع بعض التحويرات( 6119النباتية حسب طريقة  زيان ) تم تحضير العينات

سبعة اصناف من العنب  جمعتو  ,من محافظة ديالى  مناطق ثلاث الفتية من الأوراق أوالعينات 

ثم وضعت  ,(ديس العنزعجيمي و الاسود شدة, الافرنسي, الزيتوني, الحلواني, الكمالي ,ال) وهي

سطحها من الغبار والشوائب  لتنظيفثم خضعت بعدها  بأسمائهاوعلمت  بلاستيكيةفي اكياس 

لماء اب الأوراقالعالقة )الناتج من جراء تطبيق المركبات الكيميائية( بواسطة قطن مبلل ثم غسلت 

  .استعمالها وتم خزنها لحين ,المنيوم اقر أو بان تجف ثم لفت  إلىالمقطر وتركت 

 Molecular Genetic Studyالدراسة الوراثية الجزيئية  3-3

    DNA Extraction DNAاستخلاص ألـ   1-3-3    

  Genomic DNA Mini Kit Plant  Protocolتمت عملية الاستخلاص وفقا لطريقة     

   Buffers used in DNA Extractionمحاليل الاستخلاص  2-3-3

GPX1 Buffer  

GP2 Buffer  

Gp1 Buffer 

GP3 Buffer 

Proteinase  K  20 µ L  

W1 Buffer 400 µ L 

Elution Buffer 50 µ L 

 Wash Buffer 600 µ L  
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 طريقة الاستخلاص   3-3-3

العنب الفتية بمعدل راق أو من كامل الجينوم من  DNA ـتم أستخلاص المادة الوراثية ال      

 Genomic DNA Mini Kitاجريت عملية الاستخلاص حسب تقنيةو  ,ورقتين من كل شجيرة

(Plant) ,  إلىتم طحن ألأنسجة النباتية بواسطة الهاون والمدقة لعمل مسحوق ثم نقل المسحوق 

نواصل بعدها الخطوة التي تليها حسب بروتوكول الموضوع من  ,لى نحو ملائم الحجمانبوبة ع

مع بعض  (6119)زيان , الطريقة التقليدية  أو Genomic DNA Mini Kit  (Plant) قبل 

 :ياتيالتي تتم كما التحويرات 

  Step Tissue Dissociationتفكك الانسجة  .0

  الطريةملغم( من العينة  09 إلىملغم من الانسجة النباتية الطازجة )أي مايصل  91قطع  

 ة حرارة الغرفةراق الالمنيوم بدرجأو في  حفظ العينة   . 

 استخدام الهاون والمدقة ثم تنقل ك بطحن العينة حتى تصبح بشكل مسحوق ناعم جدا وذل

  ml 1.5. انبوبة ابندروف حجمها  إلى

  مايكروليتر من  111اضافة GP1  أو GPX1  مايكروليتر من    9وProtenase K  

 .   Vortexالانبوبة المحتوية على العينة ثم تمزج محتويات العينة بوساطة جهاز  إلى

 م   61الانبوبة في حمام مائي بدرجة حرارة  حضنت
و لمدة عشرة دقائق وخلال فترة   

 . الحضن تقلب الانبوبة كل خمس دقائق
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  Lysisالتحلل . 6

  مايكروليتر من  011اضافةGP2   وتخلط بواسطةVortex   ثم تحضن في الجليد لمدة

 . دقائق  3

  انبوبة الفلتر إلىمل ثم ينقل الخليط  6وضع فلتر التصفية في انبوبة الجمع التي حجمها .  

  المحتوية على الفلتر ثم  دورة بالدقيقة للانبوبة 011عمل طرد مركزي لمدة دقيقة وبسرعة

 . بعد الطرد يأخذ الفلتر وتترك الانبوبة 

  انبوبة ابندروف جديده إلىينقل بعناية الطافي من انبوبة الجمع .  

  حجم من   1.5اضافةGP3  الانبوبة ثم عمل  إلىVortex   لمدة خمس ثواني )أي

 . ( GP3مايكروليتر من  791اضافة 

 DNA  (DNA Binding )ارتباط ال . 3

  فلتر التصفية  أووضع عمود التصفيةGD   مل 6في انبوبة الجمع .  

  انبوبة الجمع  إلىمايكروليتر من الخليط واي راسب متبقي  711نقلGD  . 

  دورة  01111دقيقة وبسرعة 6عمل طرد مركزي لمدة . 

  يأخذ الفلتر وتترك انبوبة الجمع ويوضع الفلتر في انبوبة جمع جديدة . 

  Washالغسل . 1

  محلول مايكروليتر من  111اضافةW1  الانبوبة المحتوية على الفلتر وعمل طرد  إلى

  . /دقيقهدورة 01111مركزي لها لمدة دقيقة وبسرعة 
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  611تترك انبوبة الجمع ويأخذ الفلتر ويوضع في انبوبة جمع جديدة ويضاف لها 

 . دورة 01111لمدة دقيقة وبسرعة زي ويعمل لها طرد مرك  Wash محلولمايكروليتر من 

  دقائق لغرض  3يأخذ الفلتر ويوضع في انبوبة الجمع ويعمل طرد مركزي لها لمدة

  Washالتجفيف )في حالة ظهور اصباغ في العمود المحتوي على الفلتر بعد اضافة ال 

انبوبة الفلتر ثم يعمل لها طرد مركزي لمدة  إلىمل من الكحول المطلق  111يضاف 

دقائق وبسرعة  3وبعد ذلك يعمل لها طرد مركزي لمدة دورة  01111دقيقة وبسرعة 

 . دورة لغرض التجفيف( 01111

 ـتنزيل الDNA  (DNA Elution) 

جديدة   الفلتر بعد وضعه في انبوبة ابندروف إلى  Elutionمايكروليتر من  91اضافة 

دورة وبذلك يتم  01111ومن ثم وضعه في جهاز الطرد المركزي لمدة دقيقتين وبسرعة 

 .  DNAعلىالحصول 

   Characterization of DNA  الدنا توصيف 3-3-4

  :تضمنت الدنا توصيف عملية ان

 .  نقاوته وتقدير الدنا تركيز قياس - أ

 3 وضع تم إذ Nanodropجهاز وساطةب  نقاوته وتقدير الدنا كيزاتر  قياس تم

 الطول الإمتصاصية عند يقيس الذي الجهاز عدسة على من العينة مايكروليتر

 وكانت نقاوة الدنا المستخلص .نانوميتر 280 والطول الموجي نانوميتر 260 الموجي

 .   6-0.8 تتراوح من
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  Electrophoresis Gelالاكاروز  هلام باستعمال الدنا لعينات الكهربائي الترحيل  - ب

المحلول  من مل 100 إلى الاكاروز من غم 1 بإضافة %1 بتركيز الهلام ضرح -0

TBE   قوة(الداريءx  0( الدقيقة  الموجات بفرن سخن ثمMicrowave oven 

 . 0م  55-50درجة حرارة  إلى ليبرد وترك ابةذالإ اكتمال حين إلى

 Ethidium bromide .الايثيديوم  بروميد صبغة من مايكروليتر 3 أضيف   -6

 الحفر لتكوين الخاص المشط عليه وثبت الهلام لصب المعد الزجاجي اللوح ضرح -3

 .الحوض احد اطراف  عند

 الفقاعات حدوث لمنع داخل الحوض مستمر وبشكل برفق السائل الهلام سكب تم -1

 ترك ليتصلب . ثم

 1Xبقوة TBE وغمر بلمحلول الدارئ الترحيل حوض في وضع الهلام تصلب بعد -9

 ومن ثم رفع المشط .   

مايكروليتر  3المراد تحميلها مع  الدنا عينات من عينة لكل مايكروليتر 8 مزج تم -6

 الموجودة الحفر داخل العينات وزعت  loading dye .من محلول صبغة التحميل

  .الهلام في

  .دقيقة 60 لمدة فولت   90بقدرة وجهز الكهربائي التيار اقطاب توصيل تم -7

 الكشف جهاز في بوضعه البنفسجية فوق للأشعة بتعريضه الهلام فحص تم -8

  .الدنا حزم لرؤية Documentation Gelوالتصوير 
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  الدنا لسلسلة  RAPDالعشوائي التضاعفي التفاعل مؤشرات  3-4

 AccuPower® PCRالحراري  البلمرة تفاعل خليط عدة باستعمال التفاعل اجراء  تم 1-

PreMix kit   0.2انبوب صغير سعة   96تحوي العدة على إذ,( 6119طريقة زيان )حسب  

 :على المكونات الأتيةمايكروليتر تحوي 

 .  Top DNA polymerase 2.5 U/ml هالبلمر  انزيم -أ

 .  μM 250تركيز   dNTPsالفوسفات  ثلاثية النيتروجينية القواعد - ب

 KCl 30 و  mM Tris – HCL 10 من يتكون والذي PCR Bufferالمنظم  المحلول - ت

mM  وMgCl2 1.5 mM  . 

(علما ان البادئات مصنعة في شركة 5بادئ عشوائي كما مبين بالجدول ) 15استعمل-  2

Geneaid     وبحسب التتابعات الخاصة بشركةOperon . 

 العمل  طريقة

من البادئ العشوائي  مايكروليتر 1مايكروليتر ماء و  6 باضافة وذلك التفاعل حضر خليط 1-

 البلمرة تفاعل خليط عدة صغير من ابندروف انبوب لكل DNAمايكروليتر من عينة   9مع 

 الحراري .

 في الموضح البرنامج ونفذ Thermocyclerالحراري  البلمرة جهاز في العينات وضعت 2-

 (. 6) جدول

  PCRالحراري  البلمرة تفاعل لخليط Gel Electrophoresisالكهربائي  الترحيل  3-
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الدنا  لعينات الكهربائي الترحيل -الفقرة ب في مذكور ما وحسب الكهربائي الترحيلراء اج تم

 . Gel Electrophoresisالاكاروز  هلام باستخدام

 ( البادئات العشوائية مع التتابعات الخاصة بها.5جدول )

Nucleotide Sequence 5"-3"  Primer Code No. 

CAGGCCCTTC 1224 1 

AGGTGACCGT 1225 2 

CGCAGGATGG 1226 3 

GTGTGCCCCA 1227 4 

ACGGATCCTG OPF -01 5 

GAGGATCCCT OPF-02 6 

CCTGATCACC OPF-03 7 

GGTGATCAGG OPF-04 8 

CCGATATCCC OPF-07 9 

GGGATATCGG OPF-08 10 

CCAAGCTTCC OPF-09 11 

GGAAGCTTGG OPF-10 12 

TTGGTACCCC OPF-11 13 

ACGGTACCAG OPF-12 14 

GGCTGCAGAA OPF-13 15 
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  PCR –RAPDالدنا لسلسلة العشوائي في التضاع ت التفاعل مؤشرا تفاعل برنامج (6جدول ) 

م   رارةالح ت
 الوقت الخطوات   

 دقيقة  Initial Denaturation 5لي لشريط الدنا و المسخ الأ 94 1

 دقيقة Denaturation 1 مسخ القالب  94 2

 دقيقة Primer Annealing  1ارتباط البادئ  36 3

 دقيقة Primer Extension  2استطالة البادئات  72 4

  مرة   45تكرر   4-2الخطوات   5

 دقيقة Final Extension   7 الاستطالة النهائية 72 6

 . 2014),وآخرون (Khierallah عن نقلاا         

 الدنا  لسلسلة SSRالمتخصص التضاعفي التفاعل مؤشرات   5-3

  (SSR primers)المتخصصة  البوادئ منأزواج  10 باستخدام النووي الحمض مضاعفة تمت

  SSR-PCR .ال  تقنية باستخدام

 العمل: طريقة

 6و  Forwardمايكروليتر  6مايكروليتر ماء و  6 باضافة وذلك التفاعل حضر خليط 1-

Reverse  مايكروليتر من عينة   9من البادئ المتخصص  معDNA ابندروف انبوب لكل 

 الحراري . البلمرة تفاعل خليط عدة صغير من

 في الموضح البرنامج ونفذ Thermocyclerالحراري  البلمرة جهاز في العينات وضعت 2-

 (. 7) جدول
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  PCRالحراري  البلمرة تفاعل لخليط Gel Electrophoresisالكهربائي  الترحيل- 6  4-

 في (Amplification) ضاعفتال عملية أجريت2012) ) وآخرونحسب طريقة عبد الحميد 

  الحراري التالي : البرنامج وفق  الحراري التدوير أجهزة

 SSR  - PCR  ناالد لسلسلة التضاعفي المتخصص  ت التفاعل مؤشرا تفاعل برنامج (7) جدول       

  

   

 

 

 

 

 الوقت الخطوات 0م رارةالح ت

 دقيقة   Initial Denaturation 5لي لشريط الدنا و المسخ الأ 94 1

 دقيقة  Denaturation 1 مسخ القالب  94 2

 دقيقة  Primer Annealing  1ارتباط البادئ  62-51 3

 دقيقة  Primer Extension  1.5استطالة البادئات  72 4

  مرة   35تكرر  4-2الخطوات   5

 دقيقة  Final Extension   7 الاستطالة النهائية 72 6
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  مع التتابعات الخاصة بها   SSR البادئات المتخصصة (8جدول ) 

 الترحيل الكهربائي  3-6

% مع تحميل مؤشر قياسي 0اروز بتركيز كفي هلام الا PCRال  تفاعل نواتج ترحيل تم

زان الجزيئية و ( ذو حزم ثابتة ومحددة الأ(DNA Gene ruler 100bp plus DNA ladderلل 

 Gelباستخدام جهاز   UV-ligh t,وشوهدت وصورت الحزم الظاهرة بوجود الاشعة فوق البنفسجية

Nucleotide Sequence 5"-3" 

Forward / Reverse 
Primer Code 

 البادئ أسم
 حرارة
 Tanالالتحام 

No. 

F-GGTGAAATGGGCACCGAACACACGC 

R-CCATGTCTCTCCTCAGCTTCTCAGC   

VRZAG62 56 1 

F-GATTGTGGAGGAGGGAACAAACCG 

R-TGCCCCCATTTTCAAACTCCCTTCC 

VRZAG79 51 2 

F-CCATCAGTGATAAAACCTAATGCC 

R-CCCACCTTGCCCTTAGATGTTA 

VVS4 52 3 

F-CTAGAGCTACGCCAATCCAA 

R-TATACCAAAAATCATATTCCTAAA 

VVMD5 57 4 

F-ATCTCTAACCCTAAAACCAT 

R-CTGTGCTAAGACGAAGAAGA 

VVMD6 52 5 

F-AGAGTTGCGGAGAACAGGAT 

R-CGAACCTTCACACGCTTGAT 

VVMD7 52 6 

F-GTACCAGATCTGAATACATCCGTAAGT 

R-ACGGGTATAGAGCAAACGGTGT 

VVMD27 55 7 

F-AACAATTCAATGAAAAGAGAGAGAGA 

R-TCATCAATTTCGTATCTCTATTTGCT 

VVMD28 55 8 

F-CAGTGGTTTTTCTTAAAGTTTCAAGG 

R-CTCTGTGAAAGAGGAAGAGACGC 

VVMD31 59 9 

F-TATGATTTTTTAGGGGGGTGAGG 

R-GGAAAGATGGGATGACTCGC 

VVMD32 56 11 
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documentation الجزيئية للحزم الظاهرة  زانو الأ تحديد وتمallele) size باستخدام برنامج )

Analysis  Gel  (. 2012, وآخرون)عبد الحميد      

  Data Analysis    النتائج تحليل3 _7 

  الجزيئي الوزن حساب -0

 ,وآخرون  (Ceraselaالجزيئي الوزن لحساب 10 الأصدار Photo capt برنامج من الافادة تمت

 تفاعلات من الحزم الناتجة عن الكشف في بدقته يمتاز الذي برامج الحاسوب احد وهو 2011). 

الذي تراوحت اوزانه الجزيئية  DNA Ladderالمؤشر  بحجم ومقارنته PCR الحراري البلمرة

 زوج قاعدي.   200-100

 Smilarity للتشابه  المئوية النسبة تقدير - 2

 للتشابه المئوية النسبةو  البعد لحساب20 الأصدار SPSS الجاهز الإحصائي البرنامج استعمال تم

النسبة المئوية للتعددية الشكلية للبادئ المستخدم من تم حساب و  .التجمعي التحليل مخطط ورسم

 المعادلة الآتية :

Polymorphsim 011 ×العدد الكلي لحزم البادئ( /= )عدد الحزم المتباينة في البادئ 

  المعادلة الآتية: من تم حساب النسبة المئوية لكفاءة كل بادئ

 . x 011)العدد الكلي لحزم البادئ/ العدد الكلي لحزم كل البادئات( 

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

 ,وآخرون (x 011 Grudman)عدد الحزم المتباينة للبادئ/ عدد الحزم المتبايبة لكل البادئات(  

0999) .  



  Results and Discussion                                                  والمناقشة النتنائج  : الرابع الفصل               
 

42 

  Results and Discussionالنتائج والمناقشة -4

  RAPD ـنتائج تفاعلات ال 4-1

V.vinifera 

 الحلواني 

V.Hissarica 

 العنزديس 

   V .Berlandieri 

planch 

 شدة  أسود

V.Sylvestris 

 

 الزيتوني 

V.Var sativa 

 الاعجيمي 

V.vinifera var 

sativa beck 

 الكمالي 

V. hissarica 

vassilcz 

 لفرنسي ا

 

 

 

 

 

 -2( V.hissarica vassilczفرنسي) -1 ( نواتج الدنا لاصناف العنب المرحلة على هلام الاكاروز،1صورة )

 -5( V.Sylvestrisزيتوني ) -4( V.Var sativaالاعجيمي ) -3( V.vinifera var sativa beckكمالي)

 ( .V.viniferaحلواني) -7(  V. Hissaricaديس العنز) -6( V   Berlandieri planchشدة ) أسود

المنتشر في العنب  من صنافألعينات الدنا المعزولة من سبعة   RAPD ـتم استعمال مؤشرات ال

ومن ثم وضفت النتائج  ،Geneaidبوادئ عشوائية والمنتجة من شركة  10وبوجود محافظة ديالى 

اثي والكشف عن العلاقة الوراثية وايضا لتحديد التنوع الور ، Fingerprintلإيجاد البصمة الوراثية 

كثر عىى الاتم في هذه الدراسة التركيز  ،المدروسة الأصنافو البعد الوراثي بين ألتحديد القرب 

الحزم  أعداد أنوبما  ،عد من أسس ايجاد البصمة الوراثيةها تنوجود الحزم الفريدة والحزم الغائبة؛ لأ

لذا سوف يتم تحىيل نتائج كل بادئ عىى حدة وكما  ،دئها الجزيئية مختىفة لكل باأوزانالمتضاعفة و 

 ي:يأت
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   1224. البادئ 1

لمضاعفة عينات الدنا المدروسة الذي يرتبط بالتتابعات المكمىة له  1224استعمل البادئ  

 2-6هذا البادئ مابين  أظهر، حزمة 32بىغ العدد الكىي لىحزم المتضاعفة  إذ ،في قالب الدنا

عدد من الحزم وهو  أعىىالصنف زيتوني وديس عنز وحىواني  أظهر، 2 ةحزمة لكل صنف صور 

تميز  إذ ،زوج قاعدي 198-600تراوحت مابين  الأصنافالجزيئية لهذه  وزانوالأ ،ستة حزم

 ،الباقية الأصنافزوج قاعدي ولم تظهر هذه الحزمة في  496بظهور الحزمة ذات الوزن الجزيئي 

الثلاثة عن بقية  الأصنافلموقع يمثل مؤشرا وراثيا يميز هذه ا الحزمة وفي هذان وجود هذه إلذا 

زوج قاعدي في  730هذا البادئ حزمة ذات وزن جزيئي  أظهرو باستعمال هذا البادئ،  الأصناف

البادئ حزم  أظهرو  ،هذه الحزمة الأخرى الأصناففي حين لم تظهر اعجيمي الصنفين فرنسي و 

 المدروسة جميعها جدول الأصنافزوج قاعدي ظهرت في  600و 297جزيئية  أوزانرئيسية ذات 

9 . 

حلة على هلام الاكاروز بتركيز للعينات كافة والمر  1224للبادئ  RAPD-PCR( نتائج تفاعلات 2صورة )

 إذ ، ولمدة ساعة ونصف والمصورة تحت الاشعة فوق البنفسيجة بعد تصبيغها بصبغة بروميد الاثيديوم،1%

 (V.vinifera var sativa beck)كمالي -2 (V.hissarica vassilcz)فرنسي -1 الدليل الحجمي، Mيمثل 

 (V   Berlandieri planch) شدة أسود -5 (V.Sylvestris) زيتوني -4 (V.Var sativa) مييعجالا -3

 . (V.vinifera)حلواني -7 ( V. Hissarica)ديس العنز -6
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 ا الجزيئية لبعض اصناف من العنب هأوزانمع  1221( الحزم المتباينة لىبادئ 9جدول )

V 

.vinifera 

 الحلواني 

V. 

Hissarica 

 العنزديس 

V   

Berlandieri 

planch 

 شدة  أسود

V 

.Sylvestris 

 الزيتوني 

V 

.Var 

sativa 

 الاعجيمي 

V 

.vinifera var 

sativa beck 

 الكمالي 

V 

.hissarica 

vassilcz 

 الفرنسي 

Moleculer 

Weights 

0 0 0 0 1 0 1 030 

1 1 1 1 1 1 1 000 

1 1 0 1 0 0 0 190 

1 1 0 1 1 0 1 300 

1 1 1 1 1 1 1 290 

1 1 0 1 1 0 1 210 

1 1 0 1 0 0 0 191 

 

  1221البادئ  -2

نتائج  أعطى RAPDبعد مضاعفة دنا النماذج المدروسة مع هذا البادئ ضمن تفاعلات 

حزم، كما بىغ العدد  0-3ح عدد الحزم المتضاعفة بين متباينة فيما بين التراكيب الوراثية، إذ تراو 

هذا  أظهر ،زوج قاعدي 130-100ا الجزئية بين هأوزانحزمة والتي تراوحت  12الكىي لىحزم 

زوج قاعدي لصنفي ديس عنز وحىزوني افتقرت لها بقية  290البادئ حزمة ذات وزن جزئي 

لجميع  101و 230و 391و 130جزيئية  أوزانهذا البادئ حزم ذات  أظهركما  الأصناف

لذا كانت بمثابة بصمة وراثية  الأخرىافتقرت لها بقية النماذج اعجيمي باستثناء الصنف  الأصناف

 (.     3)وكما هو موضح في صورة لهذا الصنف 
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للعينات كافة والمرحلة على هلام الاكاروز بتركيز  1225للبادئ  RAPD-PCR ( نتائج تفاعلات3صورة )

اذ  ة ساعة ونصف والمصورة تحت الاشعة فوق البنفسيجة بعد تصبيغها بصبغة بروميد الاثيديوم،ولمد %.1

 (V.vinifera var sativa beck) كمالي -2 (V.hissarica vassilcz)فرنسي -1الدليل الحجمي،  Mيمثل 

 (V Berlandieri planch  ) شدة أسود -5 (V.Sylvestris) زيتوني -4 (V.Var sativa) مييعجالا -3

 . (V.vinifera)حلواني -7 ( V. Hissarica)ديس العنز -6

 ها الجزيئية لبعض اصناف من العنبأوزانمع  1221( الحزم المتباينة لىبادئ 10جدول )

V 

.vinifera 

 الحلواني 

V. 

Hissarica 

   العنز  ديس

V   

Berlandieri 

planch 

 شدة  أسود

V 

.Sylvestris 

 الزيتوني 

V 

.Var sativa 

 الاعجيمي 

V 

.vinifera var 

sativa beck 

 الكمالي 

V 

.hissarica 

vassilcz 

 الفرنسي 

Moleculer 

Weights 

1 1 1 1 0 1 1 635 

1 1 0 1 0 0 0 596 

0 0 0 0 1 0 0 514 

1 1 1 1 0 1 1 396 

1 1 0 0 0 0 0 492 

1 1 1 1 0 1 1 432 

0 0 1 0 1 1 1 400 

1 1 1 1 0 1 1 121 

0 0 1 0 1 1 1 131 

1 1 0 0 0 1 1 100 



  Results and Discussion                                                  والمناقشة النتنائج  : الرابع الفصل               
 

46 

  1220البادئ  -3

لم يبين هذا البادئ  RAPDبعد مضاعفة دنا النماذج المدروسة مع هذا البادئ ضمن تفاعلات 

كما هو موضح في  عدم وجود تسىسل متمم له مع تسىسل الدنا إلىوجود اي حزم وهذا يرجع 

  .  1صورة 

 %.1للعينات كافة والمرحلة على هلام الاكاروز بتركيز  1226ادئ للبتوضح عدم ظهور اي حزمة  (4)صورة 

%، ولمدة 1للعينات كافة والمرحلة على هلام الاكاروز بتركيز  1224للبادئ  RAPD-PCRنتائج تفاعلات 

الدليل  Mساعة ونصف والمصورة تحت الاشعة فوق البنفسيجة بعد تصبيغها بصبغة بروميد الاثيديوم، اذ يمثل 

الاعجيمي  -3( V.vinifera var sativa beckكمالي) -2( V.hissarica vassilczفرنسي) -1 الحجمي،

(V.Var sativa )4- ( زيتونيV.Sylvestris )5- أسود ( شدةV   Berlandieri planch )6-  ديس

 ( .V.viniferaحلواني) -7(  V. Hissaricaالعنز)

  1227البادئ -3

حزمة  25، أذ بىغ العدد الكىي حزمة 2-6البادئ  بين تراوحت الحزم المتضاعفة في هذا  

نلاحظ ظهور اربعة حزم لاربعة  1ها الجزيئية ومن خلال ملاحظة الصورة أوزانوالتي تفاوتت في 

 133و 192و 278و 737ها الجزيئية أوزانشدة تراوحت  أسوديتوني و ز ، كمالي ،اصناف فرنسي

  396هذا البادئ حزمة عامة ذات وزن جزيئي  رأظهلها .كما  الأخرىفي حين افتقرت النماذج 
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زوج قاعدي  باستثناء  100هذا البادئ حزمة عامة ذات وزن جزيئي  أظهرزوج قاعدي وكذلك 

 الذي افتقر لهذه الحزم.اعجيمي الصنف 

حلة على هلام الاكاروز بتركيز للعينات كافة والمر   1227للبادئ  RAPD-PCR( نتائج تفاعلات 5صورة )

لمدة ساعة ونصف والمصورة تحت الاشعة فوق البنفسيجة بعد تصبيغها بصبغة بروميد الاثيديوم، اذ و ، 1%

( V.vinifera var sativa beckكمالي) -2( V.hissarica vassilczفرنسي) -1الدليل الحجمي،  Mيمثل 

( V   Berlandieri planchشدة ) أسود -5( V.Sylvestrisزيتوني ) -4( V.Var sativaالاعجيمي ) -3

 ( .V.viniferaحلواني) -7(  V. Hissaricaديس العنز) -6

 ها الجزيئية لبعض اصناف من العنب أوزانمع  1220( الحزم المتباينة لىبادئ 11جدول )

V 

.vinifera 

 الحلواني 

V. 

Hissarica 

   العنز ديس

V   

Berlandieri 

planch 

 شدة  أسود

V 

.Sylvestris 

 الزيتوني 

V 

.Var sativa 

 الاعجيمي 

V 

.vinifera 

var sativa 

beck 

 الكمالي 

V 

.hissarica 

vassilcz 

 الفرنسي 

Moleculer 

Weights 

0 0 0 1 0 1 1 030 

1 1 1 1 1 1 1 390 

0 0 0 1 0 1 1 201 

0 0 0 1 0 1 1 192 

0 0 0 1 0 1 1 133 

1 1 1 1 0 1 1 100 
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 0PF-01البادئ - 1

اذ  ،ها الجزيئية عىى هلام الاكاروزأوزانالحزم و  أعدادختىفة بكان لهذا البادئ نواتج م

ة حزم 20حزمة وبىغ العدد الكىي لىحزم المتضاعفة  0-4الحزم لىنماذج المدروسة  أعدادتراوحت 

وديس عنز في اعجيمي لم يظهر هذا البادئ أي حزمة لىصنفين ، 0كما هو موضح في صورة 

 أسودزوج قاعدي لىصنفين  297-390ها الجزيئية أوزانهذا البادئ حزمتين تراوحت  أظهرحين 

 . 12 كما هو موضح في جدول الأصنافشدة وحىواني افتقرت لها بقية 

للعينات كافة والمرحلة على هلام الاكاروز OPF-01 للبادئ  RAPD-PCR( نتائج تفاعلات 6صورة )

بروميد  بعد تصبيغها بصبغةولمدة ساعة ونصف والمصورة تحت الاشعة فوق البنفسيجة %. 1بتركيز 

 V.vinifera varكمالي) -2( V.hissarica vassilczفرنسي) -1الدليل الحجمي،  Mالاثيديوم، اذ يمثل 

sativa beck )3- ( الاعجيميV.Var sativa )4- ( زيتونيV.Sylvestris )5- شدة ) أسودV   

Berlandieri planch )6- (ديس العنزV. Hissarica  )7- (حلوانيV.vinifera. ) 
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 ها الجزيئية لبعض اصناف من العنبأوزانمع  OPF-01( الحزم المتباينة للبادئ 12)جدول 

V 

.vinifera 

 الحلواني 

V. 

Hissarica 

  العنز ديس

V   

Berlandieri 

planch 

 شدة  أسود

V 

.Sylvestris 

 الزيتوني 

V 

.Var sativa 

 الاعجيمي 

V 

.vinifera 

var sativa 

beck 

 مالي الك

V 

.hissarica 

vassilcz 

 الفرنسي 

Moleculer 

Weights 

1 0 1 1 0 1 1 000 

1 0 1 0 0 0 0 390 

0 0 0 1 0 1 1 321 

1 0 1 0 0 0 0 290 

1 0 1 1 0 1 1 221 

0 0 0 1 0 1 1 119 
 

  OPF-02البادئ  -0

يبين هذا البادئ لم  RAPDبعد مضاعفة دنا النماذج المدروسة مع هذا البادئ ضمن تفاعلات 

عدم وجود تسىسل متمم له مع تسىسل الدنا كما هو موضح في  إلىوجود اي حزم وهذا يرجع 

 .  0 صورة
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للعينات كافة والمرحلة على هلام OPF-01 ( توضح عدم ظهور اي حزمة نتائج تفاعلات للبادئ 7صورة )

بعد تصبيغها بصبغة بروميد  وق البنفسيجةولمدة ساعة ونصف والمصورة تحت الاشعة ف%. 1الاكاروز بتركيز 

 V.vinifera varكمالي) -2( V.hissarica vassilczفرنسي) -1الدليل الحجمي،  Mالاثيديوم، اذ يمثل 

sativa beck )3- ( الاعجيميV.Var sativa )4- ( زيتونيV.Sylvestris )5- شدة ) أسودV   

Berlandieri planch )6- (ديس العنزV. Hissarica  )7- (حلوانيV.vinifera. ) 

  OPF-03البادئ  - 0

وبىغ العدد الكىي لىحزم  حزم، 1-5هذا البادئ عدد من الحزم تراوح مابين  أظهر

شدة  أسودقاعدي للأصناف  زوج 427وفقدت الحزم ذات الوزن الجزيئي  ،حزمة 21المتضاعفة 

لىصنفين فرنسي وزيتوني  196-351جزيئية  أوزانهذا البادئ ثلاث حزم ذات  أظهركما  .وحىواني

زوج  112هذا البادئ حزمة عامة ذات وزن جزيئي  أظهروكذلك ، الأخرى الأصناففقدت في 

هذا البادئ حزم لثلاث  أظهركما ، لحزمذ افتقدا لهذه اأشدة وحىواني  أسودقاعدي باستثناء الصنفين 

كما  الأصنافتقدت لها بقية زوج قاعدي اف 351اصناف فرنسي ،كمالي وزيتوني ذات وزن جزيئي 

 .1هو موضح في صورة 

للعينات كافة والمرحلة على هلام الاكاروز بتركيز OPF-0 3للبادئ RAPD-PCR( نتائج تفاعلات 8صورة )

بصبغة بروميد الاثيديوم، اذ  ولمدة ساعة ونصف والمصورة تحت الاشعة فوق البنفسيجة بعد تصبيغها%. 1
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( V.vinifera var sativa beckكمالي) -2( V.hissarica vassilczرنسي)ف -1الدليل الحجمي،  Mيمثل 

( V   Berlandieri planchشدة ) أسود -5( V.Sylvestrisزيتوني ) -4( V.Var sativaالاعجيمي ) -3

 ( .V.viniferaحلواني) -7(  V. Hissaricaديس العنز) -6

 الجزيئية لبعض اصناف من العنب ها أوزانمع  OPF-03( الحزم المتباينة لىبادئ 13جدول )

V 

.vinifera 

  الحلواني

V. 

Hissarica 

  العنز ديس

V   

Berlandieri 

planch 

 شدة  أسود

V 

.Sylvestris 

  الزيتوني

V 

.Var sativa 

  الاعجيمي

V 

.vinifera 

var sativa 

beck 

  الكمالي

V 

.hissarica 

vassilcz 

 الفرنسي 

Moleculer 

Weights 

1 0 1 0 0 0 0 120 

0 0 0 1 0 1 1 311 

0 1 0 0 1 0 0 320 

0 1 0 0 1 0 0 201 

0 1 0 0 1 0 0 223 

0 0 0 1 0 1 1 190 

0 1 0 0 1 0 0 101 

0 1 0 1 1 1 1 112 

 

  OPF-O4البادئ  - 1  

حزمة ،بينما  1-12هذا البادئ عددا كبيرا نسبيا من الحزم المتضاعفة تراوحت بين  أظهر

 586ذات وزن جزيئي  الأصنافهذا البادئ حزمة عامة لجميع  أظهر حزمة، 55ي بىغ العدد الكى

زوج قاعدي  426ظهور حزمتين ذات وزن جزيئي  9ومن خلال ملاحظة الصورة ، زوج قاعدي

 أوزانهذا البادئ حزم عامة ذات  أظهر.كما  الأصنافوحىواني وغيابها في بقية اعجيمي لىصنفين 
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شدة الذي افتقد لهذه الحزم في حين افتقاد  أسودي باستثناء الصنف زوج قاعد 247و 394جزيئية 

كما  زوج قاعدي 586لجميع الحزم باستثناء حزمة واحدة فقط ذات وزن جزيئي شدة  أسودصنف 

 . 11في الجدول 

 

 

 

 

للعينات كافة والمرحلة على هلام الاكاروز بتركيز OPF-0 4للبادئ RAPD-PCR( نتائج تفاعلات 9صورة )

بروميد الاثيديوم، اذ  ولمدة ساعة ونصف والمصورة تحت الاشعة فوق البنفسيجة بعد تصبيغها بصبغة %.1

( V.vinifera var sativa beckكمالي) -2( V.hissarica vassilczفرنسي) -1الدليل الحجمي،  Mيمثل 

( V   Berlandieri planchشدة ) أسود -5( V.Sylvestrisزيتوني ) -4( V.Var sativaالاعجيمي ) -3

 ( .V.viniferaحلواني) -7(  V. Hissaricaديس العنز) -6
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 ها الجزيئية لبعض اصناف من العنبأوزانمع  OPF-04( الحزم المتباينة لىبادئ 11جدول )

V 

.vinifera 

  الحلواني

V. 

Hissarica 

 العنزديس 

V   

Berlandieri 

planch 

 شدة  أسود

V 

.Sylvestris 

  الزيتوني

V 

.Var sativa 

 الاعجيمي 

V 

.vinifera 

var sativa 

beck 

 الكمالي 

V 

.hissarica 

vassilcz 

 الفرنسي 

Moleculer 

Weights 

1 0 0 0 1 1 1 1111 

1 0 0 0 1 1 1 1200 

1 0 0 1 1 1 1 901 

1 0 0 0 0 1 1 000 

1 0 0 0 1 1 1 000 

1 1 1 1 1 1 1 110 

1 1 0 1 1 1 1 100 

1 0 0 0 1 0 0 120 

1 1 0 1 1 1 1 391 

1 0 0 1 1 1 1 313 

1 1 0 1 1 1 1 210 

1 0 0 0 1 1 1 202 

 

  OPF-07البادئ  -9

لم يبين هذا البادئ  RAPDذج المدروسة مع هذا البادئ ضمن تفاعلات ابعد مضاعفة دنا النم

موضح في  عدم وجود تسىسل متمم له مع تسىسل الدنا كما هو إلىي حزم وهذا يرجع أوجود 

 .  10صورة 
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للعينات كافة والمرحلة على هلام OPF-07 ( توضح عدم ظهور اي حزمة نتائج تفاعلات للبادئ 11صورة )

ولمدة ساعة ونصف والمصورة تحت الاشعة فوق البنفسيجة بعد تصبيغها بصبغة بروميد %. 1الاكاروز بتركيز 

 V.vinifera varكمالي) -2( V.hissarica vassilczفرنسي) -1الدليل الحجمي،  Mالاثيديوم، اذ يمثل 

sativa beck )3- ( الاعجيميV.Var sativa )4- ( زيتونيV.Sylvestris )5- شدة ) أسودV   

Berlandieri planch )6- (ديس العنزV. Hissarica  )7- (حلوانيV.vinifera. ) 

  OPF-08البادئ -10

لم يبين هذا البادئ  RAPDا البادئ ضمن تفاعلات بعد مضاعفة دنا النماذج المدروسة مع هذ

عدم وجود تسىسل متمم له مع تسىسل الدنا كما هو موضح في  إلىي حزم وهذا يرجع أوجود 

 .  11صورة 

للعينات كافة والمرحلة على هلام OPF-08 ( توضح عدم ظهور اي حزمة نتائج تفاعلات للبادئ 11صورة )

ونصف والمصورة تحت الاشعة فوق البنفسيجة بعد تصبيغها بصبغة بروميد  ولمدة ساعة%. 1الاكاروز بتركيز 
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 V.vinifera varكمالي) -2( V.hissarica vassilczفرنسي) -1الدليل الحجمي،  Mالاثيديوم، اذ يمثل 

sativa beck )3- ( الاعجيميV.Var sativa )4- ( زيتونيV.Sylvestris )5- شدة ) أسودV   

Berlandieri planch )6- (ديس العنزV. Hissarica  )7- (حلوانيV.vinifera. ) . 

  OPF-09البادئ - 11

ها الجزيئية عىى هلام الاكاروز ،إذ أوزانالحزم و  أعدادهذا البادئ نواتج مختىفة ب أظهر

حزمة  38حزمة، وبىغ العدد الكىي لىحزم  4-6تراوحت عدد الحزم  لىنماذج المدروسة بين 

 700و  381جزيئية  أوزانذات  الأصنافلبادئ ثلاث حزم عامة لجميع هذا ا أظهر. 11جدول

جزيئية  أوزانيمكن تمييز حزمتين الاولى ذات  12زوج قاعدي ومن خلال ملاحظة صورة  796و

 1121والثانية ذات وزن جزيئي اعجيمي زوج قاعدي والتي ظهرت في الصنف  955و 1200

 .الأخرى الأصنافاتين الحزمتين في كما فقدت ه أسودزوج قاعدي ظهرت في الصنف 

للعينات كافة والمرحلة على هلام الاكاروز OPF-0 9للبادئ RAPD-PCR( نتائج تفاعلات 12صورة )

ولمدة ساعة ونصف والمصورة تحت الاشعة فوق البنفسيجة بعد تصبيغها بصبغة بروميد % . 1بتركيز 

 V.vinifera varكمالي) -2( V.hissarica vassilczفرنسي) -1الدليل الحجمي،  Mالاثيديوم، اذ يمثل 

sativa beck )3- ( الاعجيميV.Var sativa )4- ( زيتونيV.Sylvestris )5- شدة ) أسودV   

Berlandieri planch )6- (ديس العنزV. Hissarica  )7- (حلوانيV.vinifera. ) 
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 لبعض اصناف من العنب ها الجزيئية أوزانمع  OPF-09( الحزم المتباينة لىبادئ 11جدول )

V 

.vinifera 

  الحلواني

V. 

Hissarica 

 العنزديس 

V   

Berlandieri 

planch 

 شدة  أسود

V 

.Sylvestris 

  الزيتوني

V 

.Var sativa 

 الاعجيمي 

V 

.vinifera var 

sativa beck 

 الكمالي 

V 

.hissarica 

vassilcz 

 الفرنسي 

Moleculer 

Weights 

1 0 0 1 0 1 1 1340 

0 0 0 0 1 0 0 1400 

0 0 1 0 0 0 0 1141 

0 0 0 0 1 0 0 966 

1 1 1 1 1 1 1 295 

1 1 1 1 1 1 1 200 

1 1 0 0 1 1 1 663 

1 0 1 0 1 1 1 514 

1 1 1 1 1 1 1 311 

 

 OPF-10البادئ  -12

ظهور  13وتبين الصورة  OPF-10تم مضاعفة دنا العينات المدروسة  باستعمال البادئ 

 397البادئ حزمة ذات وزن جزيئي  أظهرحزمة . 6-8عف ،فقد بىغ عدد الحزم مابين حزم التضا

 أظهربصمة وراثية لهذا الصنف .كما  إذ تعد الأصنافوغيابها في بقية  أسودزوج قاعدي لىصنف 

هذا البادئ  أظهركما و  .300و  436و 587و 700و 966جزيئية  أوزانالبادئ حزم عامة ذات 

كما فقدا هذه الحزم  زوج قاعدي باستثناء ديس عنز وحىواني إذ 500زيئي حزم عامة ذات وزن ج

 .10هو موضح في جدول 
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للعينات كافة والمرحلة على هلام الاكاروز -OPF 11للبادئ RAPD-PCR( نتائج تفاعلات 13صورة )

بروميد  ها بصبغةولمدة ساعة ونصف والمصورة تحت الاشعة فوق البنفسيجة بعد تصبيغ%. 1بتركيز 

 V.vinifera varكمالي) -2( V.hissarica vassilczفرنسي) -1الدليل الحجمي،  Mالاثيديوم، اذ يمثل 

sativa beck )3- ( الاعجيميV.Var sativa )4- ( زيتونيV.Sylvestris )5- شدة ) أسودV   

Berlandieri planch )6- (ديس العنزV. Hissarica  )7- (حلوانيV.vinifera. ) 

 ها الجزيئية لبعض اصناف من العنبأوزانمع  OPF-10( الحزم المتباينة لىبادئ 10جدول )

V 

.vinifera 

  الحلواني

V. 

Hissarica 

 العنزديس 

V   Berlandieri 

planch 

 شدة  أسود

V 

.Sylvestris 

  الزيتوني

V 

.Var sativa 

 الاعجيمي 

V 

.vinifera var 

sativa beck 

 الكمالي 

V 

.hissarica 

vassilcz 

 الفرنسي 

Moleculer 

Weights 

1 1 1 1 0 1 1 1150 

1 1 1 1 1 1 1 955 

1 1 1 1 1 1 1 200 

1 1 1 1 1 1 1 612 

0 0 1 1 1 1 1 600 

1 1 1 1 1 1 1 535 

0 0 1 0 0 0 0 392 

1 1 1 1 1 1 1 300 
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 OPF-11 البادئ-13

ذ بىغ العدد الكىي إ حزمة، 8-11تراوح مابين  هذا البادئ عددا كبيرا نسبيا من الحزم أظهر

 542و 686و 1050جزيئية  أوزانربع حزم عامة ذات أحزمة كان من بينها  64لىحزم المتضاعفة 

عجيمي أللأصناف  1200كما فقدت الحزمة ذات الوزن الجزيئي ، 11 زوج قاعدي صورة 287و

ومن خلال ملاحظة الصورة  ،12جدول  الأخرىوالتي ظهرت هذه الحزمة للأصناف شدة  أسودو 

الذي افتقد لهذه شدة  أسودستثناء الصنف اب 500لحزم ذات الوزن الجزيئي أظهور جميع  11

باستثناء الصنف  380وكذلك ظهور جميع الحزم في هذا البادئ ذات الوزن الجزيئي  الحزمة،

لجميع  900ي هذا البادئ حزم ذات وزن جزيئ أظهرحىواني إذ افتقر لهذه الحزمة ،وكذلك 

وكذلك افتقار الصنفين ديس العنز  الأصنافاذ افتقر لهذه شدة  أسودباستثناء زيتوني و  الأصناف

 .الأصنافزوج قاعدي وظهورها في بقية  810والحىواني لىحزمة ذات الوزن الجزيئي 

روز للعينات كافة والمرحلة على هلام الاكا-OPF 11للبادئ RAPD-PCR( نتائج تفاعلات 14صورة )

بروميد  ولمدة ساعة ونصف والمصورة تحت الاشعة فوق البنفسيجة بعد تصبيغها بصبغة%. 1بتركيز 

 V.vinifera varكمالي) -2( V.hissarica vassilczفرنسي) -1الدليل الحجمي،  Mالاثيديوم، اذ يمثل 

sativa beck )3- ( الاعجيميV.Var sativa )4- ( زيتونيV.Sylvestris )5- ة )شد أسودV   

Berlandieri planch )6- (ديس العنزV. Hissarica  )7- (حلوانيV.vinifera. ) 
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 ها الجزيئية لبعض اصناف من العنبأوزانمع  OPF-11نة لىبادئ يا( الحزم المتب10جدول )

V 

.vinifera 

  الحلواني

V. 

Hissarica 

 ديس العنز

V   

Berlandieri 

planch 

 شدة  أسود

V 

.Sylvestris 

  تونيالزي

V 

.Var sativa 

 الاعجيمي 

V 

.vinifera var 

sativa beck 

 الكمالي 

V 

.hissarica 

vassilcz 

 الفرنسي 

Moleculer 

Weights 

1 1 0 1 0 1 1 1400 

1 1 1 1 1 1 1 1060 

1 1 0 0 1 1 1 900 

0 0 1 1 1 1 1 110 

1 1 1 1 1 1 1 515 

1 1 1 1 1 1 1 654 

1 1 0 1 1 1 1 600 

1 0 1 1 1 0 1 255 

0 1 1 1 1 1 1 310 

0 0 1 1 0 1 1 300 

1 1 1 1 1 1 1 412 

 

 OPF-12البادئ 14-

لم يبين هذا البادئ  RAPDبعد مضاعفة دنا النماذج المدروسة مع هذا البادئ ضمن تفاعلات 

عدم وجود تسىسل متمم له مع تسىسل الدنا كما هو موضح في  إلىحزم وهذا يرجع  أيوجود 

 .  11صورة 
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للعينات كافة والمرحلة على هلام الاكاروز بتركيز OPF-12 حزمة للبادئ  أي( توضح عدم ظهور 15صورة ) 

بصبغة بروميد الاثيديوم، اذ  ولمدة ساعة ونصف والمصورة تحت الاشعة فوق البنفسيجة بعد تصبيغها%. 1

( V.vinifera var sativa beck)كمالي -2( V.hissarica vassilczفرنسي) -1الدليل الحجمي،  Mيمثل 

( V   Berlandieri planchشدة ) أسود -5( V.Sylvestrisزيتوني ) -4( V.Var sativaالاعجيمي ) -3

 ( .V.viniferaحلواني) -7(  V. Hissaricaديس العنز) -6
 OPF-13البادئ   -16

نتائج  أعطى RAPDبعد مضاعفة دنا النماذج المدروسة مع هذا البادئ ضمن تفاعلات 

حزمة وبىغ العدد الكىي لىقطع  7-10إذ تراوحت مابين  الحزم المتضاعفة، أعدادجيدة في 

كانت من بين تىك  زوج قاعدي، 190-910جزيئية تراوحت بين  أوزانقطعة ذات  58المتضاعفة 

زوج قاعدي  320و 390و 412و 590و 610و 910جزيئية  أوزانالحزم ستة حزم عامة ذات 

ولوحظ غياب حزمتين رئيسية  ،10صورة كما هو موضح في ذج المدروسة جميعها ظهرت في النما

زوج قاعدي لذا تعد بمثابة مؤشرا  796و 877وحىواني عند الوزن الجزيئي شدة  أسودلىصنفين 

 .11جدول كما في لهما 
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للعينات كافة والمرحلة على هلام الاكاروز -OPF 13للبادئ RAPD-PCR( نتائج تفاعلات 16صورة )

بروميد  ولمدة ساعة ونصف والمصورة تحت الاشعة فوق البنفسيجة بعد تصبيغها بصبغة%. 1بتركيز 

 V.vinifera varكمالي) -2( V.hissarica vassilczفرنسي) -1الدليل الحجمي،  Mالاثيديوم، اذ يمثل 

sativa beck )3- ( الاعجيميV.Var sativa) 4- ( زيتونيV.Sylvestris )5- شدة ) أسودV   

Berlandieri planch )6- (ديس العنزV. Hissarica  )7- (حلوانيV.vinifera. ) 

 ها الجزيئية لبعض اصناف من العنبأوزانمع  OPF-13( الحزم المتباينة لىبادئ 11جدول )

V 

.vinifera 

  الحلواني

V. 

Hissarica 

 ديس العنز

V   

Berlandieri 

planch 

 شدة  أسود

V 

.Sylvestris 

  الزيتوني

V 

.Var sativa 

 الاعجيمي 

V 

.vinifera var 

sativa beck 

 الكمالي 

V 

.hissarica 

vassilcz 

 الفرنسي 

Moleculer 

Weights 

1 1 1 1 1 1 1 910 

0 1 0 1 1 1 1 122 

0 0 0 1 1 1 1 295 

1 1 1 1 1 1 1 510 

1 1 1 1 1 1 1 690 

1 1 1 1 1 1 1 514 

1 1 1 1 1 1 1 390 
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1 1 1 1 1 1 1 340 

0 1 0 1 1 1 1 412 

0 1 1 0 0 0 0 410 

1 0 0 1 1 1 1 190 

 وكفاءة البوادئ وقدرتها التمييزية  Polymorphismالتعددية الشكلية -4-2

ددية بوادئ منها فعاليتها في اعطاء تع 10 أثبتتبادئ  15تضمنت الدراسة استعمال 

حزمة  88، اذ نتج عن استعمال هذه البوادئ عدد من الحزم بمجموع ن المواقع المدروسةشكىية بي

وتباينت البادئات في عدد الحزم وكان ، 19 الجدولكما في حزمة اعطت تعددية شكىية  66منها 

عدد حزم فظهرت في تفاعل  أعىىاما  ،OPF-01و 1227في البادئ  حزمة 6عدد حزم  أقل

كما اختىفت البادئات في اعطاء عدد الحزم المتباينة او ذات  ،مةحز  OPF-04 12البادئ 

 أعىىفي حين كان  OPF-10حزمة في البادئ   3عدد حزم متباينة  أقلالتعددية الشكىية، اذ كان 

.سجىت خصائص المؤشرات بحساب  OPF-04حزمة في البادئ  11 عدد من الحزم المتباينة

-OPFو 1225وأعطت البوادئ  كفاءة والقدرة التميزية لكل بادئ،النسبة المئوية لىتعددية الشكىية وال

وينتج هذا بسبب  % 100نسبة مئوية من التباين او التعددية الشكىية وبىغت  أعىى OPF-03و 01

 نسبة مئوية لىتعددية الشكىية فكانت أقلان عدد الحزم المتباينة مساو لعدد حزمها الكىي ،اما 

 3حزم والتي كانت الن عدد الحزم المتباينة تقريبا نصف عدد لا OPF-10% في البادئ  37.5

وكذلك  ،% 13.63وكانت  OPF-04كفاءة في البادئ  أعىىأذ سجىت ، حزم عىى التوالي 8و

 . %  16.7قدرة تمييزية وكانت  أعىىنفس البادئ  أعطى
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 التمييزية تهاوقدر  كفاءتها نسب مع والمتباينة الكلية الحزم من البادئات ( نواتج19)جدول 

 .العنب المدروسة لأصناف

 رمز البادئ
عدد الحزم 

 الكلي

عدد الحزم ذات 

 التعددية الشكلية

للتعددية  %

 الشكلية للبادئ

% لكفاءة 

 البادئ

للمقدرة  %

 التمييزية للبادئ

1224 0 1 71.4 7.95 7.57 

1225    10 10 100 11.36 15.15 

1226        0 0 0 0 0 

1227    0 1 83.3 6.81 7.57 

OPF -01  0 0 100 6.81 9.1 

OPF-02     0 0 0 0 0 

OPF-03     1 1 100 9.1 12.12 

OPF-04     12 11 91.6 13.63 16.7 

OPF-07     0 0 0 0 0 

OPF-08     0 0 0 0 0 

OPF-09     9 0 66.6 10.2 9.1 

OPF-10     1 3 37.5 9.1 4.54 

OPF-11    11 0 63.6 12.5 10.6 

OPF-12    0 0 0 0 0 

OPF-13   11 1 45.4 12.5 7.6 

    00 11 المجموع
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  RAPDمناقشة نتائج تفاعلات  1-3 

عىى استعمال تسىسل قواعد  RAPDتعتمد تقانة التضاعف العشوائي لقطع الدنا 

شريط  له في فعندما يجد البادئ مناطق مكمىة ،DNA primerنتروجينية من بادئ الدنا المفرد 

 ،الكهربائية قد تظهر حزم متشابهة وعند تحىيل الناتج باستعمال تقانة الهجرة ،الدنا يتضاعف الناتج

ان  (،1994وآخرون ، Wang) Polymorphismsاو تظهر حزم مختىفة تدعى تعددية شكىية 

وتكمن اهمية تقانة ، (1997،وآخرون  Milbourne) هذه الاشكال المظهرية تكون ذات توريث

RAPD  ان ، ها تميز بين اصناف النوع الواحدوكذلك ان الأصناففي ايجاد التغيرات الوراثية بين

البادئات التي تنتج حزما متباينة عديدة وفقا لكل الاسس المعتمدة في اظهار التنوع الوراثي تحظى 

ي تنتج بفرص اكبر في ايجاد حزم فريدة لىعينات مع ان الفرص تبقى قائمة بالنسبة لىبادئات الت

طريقة تحىيل نتائج تفاعلات ، (1993 ،وآخرون Williams)قىيىة من الحزم المتباينة أعداد

RAPD  اعتمدت عىى وجود او غياب الحزم الناتجة من تضاعف قطع معينة من جينوم

لتىك الحزم التي تعتمد عىى العدد والمواقع المكمىة   الجزيئية وزانالمدروسة وعىى الأ الأصناف

 ،وآخرون Betancor)البادئات عىى شريط الدنا القالب كما اهمىت الحزم الخفيفة جدا  لتسىسلات

ان الحزم المتضاعفة التي تظهر عىى هلام  (،1999 ،وآخرون (Barone وهذا يتفق مع  (2004

اذ انها تؤثر عىى حجم  ها الجزيئية تعتمد عىى نوع البادئ المستعمل،أوزانالاكاروز والتي تختىف ب

تبعا لىبادئ  RAPDتباينت نتائج تفاعلات  ،(2004وآخرون ، Dalmassoالمتضاعفة )الحزم 

حزمة مضاعفة عبر النماذج السبعة المختىفة من دنا  88كان عدد الحزم الناتجة الكىي  ،المستعمل

اما الحزم المتباينة  زوج قاعدي، 1455-100ها الجزيئية ما بين أوزانوالتي تراوحت  الأصناف

كما هو في حزمة  66اساسية في تقدير البعد الوراثي بين اصناف العنب فقد بىغ عددها والتي تعد 

 حزمة، 11عدد من الحزم المتباينة والتي بىغت  أعىى OPF-04البادئ  أعطىاذ  ،19 جدول
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ان . حزم تضاعف 3عدد من الحزم المتباينة والتي بىغت  أقل OPF-10البادئ  أعطىبينما 

يبدو منطقيا بسبب التغير في تسىسل الدنا بين  الأصنافاتجة باختلاف اختلاف عدد الحزم الن

اختلاف ترتيب القواعد النتروجينية لذلك  إلىالحزم الناتجة يعود  أعدادإذ ان التفاوت في  ،الأصناف

ت العديد من البادئات المستعمىة في الدراسة أظهر ، البادئ والأنماط الوراثية للأصناف المدروسة

 الأصنافلىنماذج المدروسة جميعها والتي تعد بمثابة بصمة وراثية لتميز الصنف عن  حزما فريدة

عدد من الحزم الفريدة وذلك عند استعمال البوادئ  أعىىمي يالصنف اعج أعطىأذ  ،الأخرى

عدد من الحزم الفريدة والتي بىغت حزمة  أقلشدة  أسودالصنف  أعطىبينما  ،OPF-09و 1225

والتي عدت بمثابة  OPF-09زوج قاعدي عند استعمال البادئ  1121ي واحدة ذات وزن جزيئ

 وبالرغم من ان البادئين المدروسة الباقية. الأصنافعن شدة  أسودمؤشر وراثي يميز الصنف 

OPF-09  1121وكانت ذات وزن جزيئي  شدة أسودامكن به ايجاد بصمة وراثية لصنفين وهي 

 عىىان القدرة التميزية له لم تكن الأ إلا1200 جزيئي  مي وكانت ذات وزنيوالثانية لىصنف اعج

وبالتالي لا توجد علاقة طردية بين البادئ الذي يستطيع ايجاد بصمة وراثية مميزة في اكبر عدد 

نما القدرة التميزية ارتبطت ب ،الأصنافمن   أعىىعدد حزم ذات تعددية شكىية ،اذ كانت  أعىىوا 

كانت ذات وزن جزيئي اعجيمي بصمة وراثية  لىصنف  عطىأالذي  1225قدرة تميزية لىبادئ 

لذلك توجد علاقة طردية بين البادئ الذي يستطيع  ، 15.15هي  اذ كانت قدرته التميزية ، 412

من ناحية اخرى بالرغم من ان النسبة المئوية لىتعددية  .البصمة الوراثية و الصنف المدروسايجاد 

% إلا انها  لم تحظ 100هي  عىىكانت الأ  OPF-03و OPF-01و  1225الشكىية لىبوادئ 

وهذا يؤكد عىى ارتباط  ،1225نسبة مئوية من الكفاءة و القدرة التمييزية باستثناء البادئ  أعىىب

القدرة التمييزية لىبادئ بعدد الحزم المتباينة وهذا يعني ان زيادة عدد  الحزم المتباينة فيه يزيد صفة 

 المتوقع تشخيصها  من قبل ذلك البادئ. الأصنافة عدد زياد إلىالتميز مما يؤدي 
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 المدروسة. الأصنافتقدير البعد الوراثي بين  1-1 

بين  Genetic similarityيمثل البعد الوراثي المقياس لدرجة التشابه او التماثل الوراثي 

.تم في هذه  العائدة لىجنس نفسه الأنواعاو حتى بين  الأفرادأي فردين او بين أي مجموعتين من 

لغرض ايجاد التشابه الوراثي وذلك بالاعتماد عىى  SPSSالدراسة استخدام البرنامج الحاسوبي 

أي بالاعتماد عىى النسبة المئوية لىبوادئ التي تعطي حزما متشابهة لىبادئات  ،RAPDنتائج 

ج ان قيم ومن خلال ملاحظة هذه القيم نستنت 40المستخدمة جميعها ،وتمثىت النتيجة بالجدول 

وكانت اكبر نسبة تشابه بين الصنفين الفرنسي و  -0.892 0.252نسبة التشابه قد تراوحت مابين  

 الأصنافوراثيا من ضمن  قربلذلك قد يكون هذين الصنفين هما الأ ،كمالي )حامد الوادي(

ا ابعد وهذا يعني انهمشدة  أسودو اعجيمي نسبة تشابه بين الصنفين  أقلفي حين كانت ، المدروسة

ان العامل المحدد لىقرب او البعد الوراثي  (.2003،وآخرون Aradhya)المدروسة وراثيا  الأصناف

 ياسين ذكر هو عدد الحزم المشتركة فكىما كثر عدد الحزم قل البعد الوراثي، الأصنافبين 

جين ان الحزم المشتركة  تدل عىى تشابه في المادة الوراثية في تىك المنطقة من الم (2011)

للأصناف المدروسة والذي قد يمثل تشابها في الصفات المظهرية وخصوصا الثمار او  قد يكون 

 .والتي ليس لها تعبير جيني  Non coding DNAالتشابه في منطقة من المناطق غير المشفرة 

   Cluster analysisان ترتيب اصناف العنب المدروسة ضمن طريقة التحىيل العنقودي 

عىى قيم التشابه الوراثية يتم فيها الحصول عىى شكل شبيه بالشجرة تدعى شجرة القرابة وبالاعتماد 

ويعتمد عىى المدى الوراثي الذي ترتبط فيه   Dendogramالوراثية او مخطط التحىيل التجمعي 

في مجموعة معينة يدل عىى مدى الكم  الأصنافوبالتالي فان وجود قسم من  ،المجاميع الرئيسية

 2011وآخرون ، Elmeer؛ 2003وآخرون ،  Askariالمتشابه لأصناف تىك المجموعة ) الوراثي

(. 2011وآخرون ،  Khierallah؛ 2013وآخرون ،  El Kichaoui؛ 2009واخرون، Eissa؛
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خمسة فروع ،و شمل الفرع  إلىضمت مجموعة واحدة تفرعت  الأصنافان  1يلاحظ من الشكل 

الصنف  إلىوراثيا  أقرباذ كان الصنف الفرنسي  ،مد الوادي(الاول  الصنفين فرنسي وكمالي )حا

التشابه في العديد من الصفات الشكىية  والنمو في منطقه  إلىكمالي ويعود سبب التقارب بينهما 

اذ بىغت درجة  ،(Nabulsi ،2003و   Mir Aliبيئية وجغرافية واحدة وهذا يتفق مع ما ذكره )

 أقربوكذلك شمل  الفرع الاول الصنف زيتوني الذي كان  ،0.892التقارب الوراثي بين الصنفين 

 إلىوراثيا   أقربوكذلك كان ، 0.659اذ بىغت درجة التقارب له  ،الصنف فرنسي إلىوراثيا 

اذ بىغت درجة التقارب الوراثي بينه وبين الصنف كمالي ، الأصنافالصنف كمالي عن بقية 

الصنفين كمالي وفرنسي عن بقية  إلىثيا ورا أقربوبذلك يكون الصنف زيتوني ، 0.618

 ،السابقة الأصناف إلىوراثيا  أقرباذ كان  ،اما الفرع الثاني  فشمل الصنف حىواني، الأصناف

اذ بىغت درجة التقارب الوراثي بينهما  ،درجة تقارب بينه وبين الصنف فرنسي أعىىوكانت 

عاليه بين صنفين عىى الرغم  ( عند وجود درجة تقارب2001وآخرون )  Quarta بين .0.486

اذ انهما كانا  ،من وجود اختلافات شكىية بينهما فيعود ذلك بسبب تأثره بالظروف البيئية المختىفة

لكن نتيجة لتعرضهما لىظروف  Genotypeقبل التعرض لمثل هذه الظروف نفس الطراز الوراثي 

شمل الصنف ديس العنز الذي كان  الفرع الثالث .الشكل الظاهري تغيير في إلىالبيئية التي ادت 

اذ  ،درجة تقارب بينه وبين الصنف حىواني أعىىالسابقة ولكن بىغت  الأصناف إلىوراثيا  أقرب

 إلىوراثيا  أقربالذي كان اعجيمي ،الفرع الرابع شمل الصنف  0.447بىغت درجة تقاربهما 

شدة  أسودخير فشمل صنف اما الفرع الا ،0.458اذ بىغت درجة التشابه بينهما  ،الصنف فرنسي

نلاحظ خلال شجرة  .0.347اذ بىغت درجة تقاربهما   ،الصنف حىواني إلى أقربالذي كان 

اذ بىغت درجة تقاربهما  ،الأصنافوراثيا من بقية  أقربالتقارب ان الصنفين فرنسي وكمالي كانا 

ويعود اعجيمي و شدة  أسودالتي كانت ابعد وراثيا عن بعضها فهما الصنفين  الأصنافاما  ،0.892
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طرز  إلىالاختلاف البيئي والجغرافي والاختلافات الشكىية اذ ان الصنفين يعودان  إلىسبب ذلك 

 (.2001وآخرون ، Quartaوراثية مختىفة 

 المدروسة  ( نسبة التشابه بين اصناف العنب21جدول )

 Sokal and Sneath Measure 2  
V 

.hissarica 

vassilcz 

 الفرنسي

V 

.vinifera var 

sativa beck 

 الكمالي

V 

.Var sativa 

 الاعجيمي

V 

.Sylvestris 

 الزيتوني

V   

Berlandieri 

planch 

شدة أسود  

V. 

Hissarica 

  العنز ديس

V 

.vinifera 

 الحلواني

V 

.hissarica 

vassilcz 

 الفرنسي
1.000 .892 .458 .659 .333 .362 .486 

V 

.vinifera var 

sativa beck 

ليالكما  

.892 1.000 .405 .618 .339 .351 .453 

V 

.Var sativa 

 الاعجيمي
.458 .405 1.000 .328 .252 .373 .357 

V 

.Sylvestris 

 الزيتوني
.659 .618 .328 1.000 .333 .429 .429 

V   

Berlandieri 

planch 

شدة أسود  

.333 .339 .252 .333 1.000 .300 .347 

V. 

Hissarica 

 

.362 .351 .373 .429 .300 1.000 .447 

V 

.vinifera 

 الحلواني
.486 .453 .357 .429 .347 .447 1.000 

This is a similarity matrix 
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 V.hissarica vassilcz  

 الفرنسي

 V.vinifera var sativa 

beck الكمالي 

  

V.Sylvestris  

 الزيتوني

 V.vinifera 

 الحلواني

 Vhissarica  

   ديس العنز

 V.Var sativa  

 الاعجيمي

  V.Berlandieri planch 

 شدة أسود

 اصناف بين فيما  Genetic Relationshipالوراثية  للعلاقة Dendogram   التجمعي التحليل( 4) مخطط

 العنب المدروسة

 SSRنتائج تفاعلات ال  4-5

ب وبوجود لعينات الدنا المعزولة من سبعة اصناف من العن SSRتم استعمال مؤشرات ال

ومن ثم وضفت النتائج لايجاد البصمة ، Gene aidبوادئ متخصصة والمنتجة من شركة  10

تم في هذه  المدروسة. الأصنافالوراثية وتحديد التنوع الوراثي وايجاد درجة التقارب الوراثي بين 

بصمة لانها تعد من اسس ايجاد ال ؛لكل صنف يز عىى وجود وغياب الحزم الفريدةالدراسة الترك

 الأخرىحزمة مميزة عن بقية البوادئ  أعطىوتم في هذه الدراسة تحىيل ناتج البادئ الذي  ،الوراثية

 لاتي:اويكمن تحىيل نتائجه ك
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 VRZAG62البادئ   -1

هذا  أعطىاذ  جميعها، الأخرىعن بقية البوادئ  ةومميز  ةج مختىفئاتهذا البادئ ن أظهر

زوج قاعدي، ومن خلال ملاحظة الصورة                200جزيئي البادئ حزمة مميزة وفريدة ذات وزن 

والتي تعد  ها هذا البادئ لىصنف كمالي )حامد الوادي(أظهر يمكن تمييز هذه الحزمة التي  17

 إلى الأصناففي حين افتقرت بقية  الأخرى الأصنافبصمة وراثية لهذا الصنف تميزه عن بقية 

في درجة التقارب  الأخرى الأصنافالي يختىف عن بقية وجود الحزم مما يبين ان الصنف كم

الوراثي .ان تحديد درجة التقارب الوراثي يفيد في تأمين قاعدة وراثية كبيرة للافادة منها في برامج 

 (.2013التربية والتهجين )طربين واخرون ،

لام الاكاروز للعينات كافة والمرحلة على ه VRZAG62للبادئ  SSR-PCRنتائج تفاعلات  (17صورة )

بروميد  ولمدة ساعة ونصف والمصورة تحت الاشعة فوق البنفسيجة بعد تصبيغها بصبغة%. 1بتركيز 

 V.vinifera varكمالي) -2( V.hissarica vassilczفرنسي) -1الدليل الحجمي،  Mالاثيديوم، اذ يمثل 

sativa beck )3- ( الاعجيميV.Var sativa )4- ( زيتونيV.Sylvestris )5- شدة ) أسودV   

Berlandieri planch )6- (ديس العنزV. Hissarica  )7- (حلوانيV.vinifera. ) 
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 VRZAG 09البادئ   -2

لم يبين هذا البادئ وجود  SSRبعد مضاعفة دنا النماذج المدروسة مع هذا البادئ ضمن تفاعلات 

 .18ما هو موضح في صورة عدم وجود تسىسل متمم له مع تسىسل الدنا ك إلىاي حزم وهذا يرجع 

 

للعينات كافة والمرحلة على هلام الاكاروز VRZAG -79 ( توضح عدم ظهور اي حزمة للبادئ 18صورة )

%. ولمدة ساعة ونصف والمصورة تحت الاشعة فوق البنفسيجة بعد تصبيغها بصبغة بروميد 1بتركيز 

 V.vinifera varكمالي) -2( V.hissarica vassilczفرنسي) -1الدليل الحجمي،  Mالاثيديوم، اذ يمثل 

sativa beck )3- ( الاعجيميV.Var sativa )4- ( زيتونيV.Sylvestris )5- شدة ) أسودV   

Berlandieri planch )6- (ديس العنزV. Hissarica  )7- (حلوانيV.vinifera. ) 

 VVS4البادئ  -3

شدة عن بقية  أسودد اختلاف الصنف بين وجو بعد مضاعفة دنا النماذج المدروسة مع هذا البادئ 

في درجة التقارب الوراثي، اذ بين هذا البادئ حزمة فريدة ذات وزن جزيئيب  الأخرى الأصناف

 الأصنافشدة عن بقية  أسودزوج قاعدي عدت بمثابة بصمة وراثية تميز الصنف  200

عدم وجود تسىسل متمم   إلىفقد غابت فيها الحزم ويعود ذلك  الأخرى الأصنافالمدروسة، اما بقية 

   .  المدروسة الأصنافلهذا البادئ مع دنا 
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للعينات كافة والمرحلة على هلام الاكاروز بتركيز   VVS4للبادئ  SSR-PCRنتائج تفاعلات  (19صورة )

بروميد الاثيديوم، اذ  %. ولمدة ساعة ونصف والمصورة تحت الاشعة فوق البنفسيجة بعد تصبيغها بصبغة1

( V.vinifera var sativa beckكمالي) -2( V.hissarica vassilczفرنسي) -1الدليل الحجمي،  Mيمثل 

( V   Berlandieri planchشدة ) أسود -5( V.Sylvestrisزيتوني ) -4( V.Var sativaالاعجيمي ) -3

 ( .V.viniferaحلواني) -7(  V. Hissaricaديس العنز) -6

  VVMD5البادئ  -1

لم يبين هذا البادئ وجود  SSRالنماذج المدروسة مع هذا البادئ ضمن تفاعلات  عد مضاعفة دناب

 .20عدم وجود تسىسل متمم له مع تسىسل الدنا كما هو موضح في صورة  إلىاي حزم وهذا يرجع 

للعينات كافة والمرحلة على هلام الاكاروز بتركيز  VVMD5 ( توضح عدم ظهور اي حزمة للبادئ 21صورة )

ة ساعة ونصف والمصورة تحت الاشعة فوق البنفسيجة بعد تصبيغها بصبغة بروميد الاثيديوم، اذ %. ولمد1
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( V.vinifera var sativa beckكمالي) -2( V.hissarica vassilczفرنسي) -1الدليل الحجمي،  Mيمثل 

( V   Berlandieri planchشدة ) أسود -5( V.Sylvestrisزيتوني ) -4( V.Var sativaالاعجيمي ) -3

 ( .V.viniferaحلواني) -7(  V. Hissaricaديس العنز) -6

 VVMD6البادئ  -1

لم يبين هذا البادئ وجود  SSRعد مضاعفة دنا النماذج المدروسة مع هذا البادئ ضمن تفاعلات ب

 .21عدم وجود تسىسل متمم له مع تسىسل الدنا كما هو موضح في صورة  إلىاي حزم وهذا يرجع 

 للعينات كافة والمرحلة على هلام الاكاروز بتركيزVVMD6 توضح عدم ظهور اي حزمة للبادئ ( 21صورة )

%. ولمدة ساعة ونصف والمصورة تحت الاشعة فوق البنفسيجة بعد تصبيغها بصبغة بروميد الاثيديوم، اذ 1

( V.vinifera var sativa beckكمالي) -2( V.hissarica vassilczفرنسي) -1الدليل الحجمي،  Mيمثل 

( V   Berlandieri planchشدة ) أسود -5( V.Sylvestrisزيتوني ) -4( V.Var sativaالاعجيمي ) -3

 ( .V.viniferaحلواني) -7(  V. Hissaricaديس العنز) -6
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 VVMD7البادئ  -0

لم يبين هذا البادئ  SSRعد مضاعفة دنا النماذج المدروسة مع هذا البادئ ضمن تفاعلات ب 

عدم وجود تسىسل متمم له مع تسىسل الدنا كما هو موضح في  إلىد اي حزم وهذا يرجع وجو 

 .22صورة 

 للعينات كافة والمرحلة على هلام الاكاروز بتركيزVVMD7 ( توضح عدم ظهور اي حزمة للبادئ 22صورة )

الاثيديوم، اذ %. ولمدة ساعة ونصف والمصورة تحت الاشعة فوق البنفسيجة بعد تصبيغها بصبغة بروميد 1

( V.vinifera var sativa beckكمالي) -2( V.hissarica vassilczفرنسي) -1الدليل الحجمي،  Mيمثل 

( V   Berlandieri planchشدة ) أسود -5( V.Sylvestrisزيتوني ) -4( V.Var sativaالاعجيمي ) -3

 ( .V.viniferaحلواني) -7(  V. Hissaricaديس العنز) -6

 VVMD27البادئ   -0

لم يبين هذا البادئ وجود  SSRعد مضاعفة دنا النماذج المدروسة مع هذا البادئ ضمن تفاعلات ب

 .23عدم وجود تسىسل متمم له مع تسىسل الدنا كما هو موضح في صورة  إلىاي حزم وهذا يرجع 
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كاروز بتركيز كافة والمرحلة على هلام الا  للعيناتVVMD27 عدم ظهور اي حزمة للبادئ ( توضح 23صورة )

%. ولمدة ساعة ونصف والمصورة تحت الاشعة فوق البنفسيجة بعد تصبيغها بصبغة بروميد الاثيديوم، اذ 1

( V.vinifera var sativa beckكمالي) -2( V.hissarica vassilczفرنسي) -1الدليل الحجمي،  Mيمثل 

( V   Berlandieri planchشدة ) أسود -5( V.Sylvestrisزيتوني ) -4( V.Var sativaالاعجيمي ) -3

 ( .V.viniferaحلواني) -7(  V. Hissaricaديس العنز) -6

 VVMD28البادئ  -1

لم يبين هذا البادئ وجود  SSRبعد مضاعفة دنا النماذج المدروسة مع هذا البادئ ضمن تفاعلات 

 .24في صورة  عدم وجود تسىسل متمم له مع تسىسل الدنا كما هو موضح إلىاي حزم وهذا يرجع 

كافة والمرحلة على هلام الاكاروز بتركيز  للعيناتVVMD28 ( توضح عدم ظهور اي حزمة للبادئ 24صورة )

%. ولمدة ساعة ونصف والمصورة تحت الاشعة فوق البنفسيجة بعد تصبيغها بصبغة بروميد الاثيديوم، اذ 1



  Results and Discussion                                                  والمناقشة النتنائج  : الرابع الفصل               
 

76 

( V.vinifera var sativa beckمالي)ك -2( V.hissarica vassilczفرنسي) -1الدليل الحجمي،  Mيمثل 

( V   Berlandieri planchشدة ) أسود -5( V.Sylvestrisزيتوني ) -4( V.Var sativaالاعجيمي ) -3

 ( .V.viniferaحلواني) -7(  V. Hissaricaديس العنز) -6

 VVMD31البادئ  -9

يبين هذا البادئ وجود  لم SSRبعد مضاعفة دنا النماذج المدروسة مع هذا البادئ ضمن تفاعلات 

 .25عدم وجود تسىسل متمم له مع تسىسل الدنا كما هو موضح في صورة  إلىاي حزم وهذا يرجع 

كافة والمرحلة على هلام الاكاروز بتركيز  للعيناتVVMD31 ( توضح عدم ظهور اي حزمة للبادئ 25صورة )

تصبيغها بصبغة بروميد الاثيديوم، اذ %. ولمدة ساعة ونصف والمصورة تحت الاشعة فوق البنفسيجة بعد 1

( V.vinifera var sativa beckكمالي) -2( V.hissarica vassilczفرنسي) -1الدليل الحجمي،  Mيمثل 

( V   Berlandieri planchشدة ) أسود -5( V.Sylvestrisزيتوني ) -4( V.Var sativaالاعجيمي ) -3

 ( .V.viniferaحلواني) -7(  V. Hissaricaديس العنز) -6
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 VVMD32البادئ  -10

لم يبين هذا البادئ وجود  SSRبعد مضاعفة دنا النماذج المدروسة مع هذا البادئ ضمن تفاعلات 

 .26عدم وجود تسىسل متمم له مع تسىسل الدنا كما هو موضح في صورة  إلىاي حزم وهذا يرجع 

كافة والمرحلة على هلام الاكاروز بتركيز  للعيناتVVMD32 ( توضح عدم ظهور اي حزمة للبادئ 26صورة )

%. ولمدة ساعة ونصف والمصورة تحت الاشعة فوق البنفسيجة بعد تصبيغها بصبغة بروميد الاثيديوم، اذ 1

( V.vinifera var sativa beckكمالي) -2( V.hissarica vassilczفرنسي) -1الدليل الحجمي،  Mيمثل 

( V   Berlandieri planchشدة ) أسود -5( V.Sylvestrisني )زيتو  -4( V.Var sativaالاعجيمي ) -3

 ( .V.viniferaحلواني) -7(  V. Hissaricaديس العنز) -6
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 الاستنتاجات والتوصيات -5

 _الاستنتاجات 5-1

ومؤشرات التضاعف   RAPDية استعمال مؤشرات التضاعف العشوائي المتعدد الأشكال إنمكإ-1

تميزت و في الكشف عن التنوع الوراثي بين اصناف العنب, DNA لسلسلة   SSRالمتخصص 

 هذه المؤشرات بسرعتها وسهولة تطبيقها.

وهذه الاصناف  اعطاء بصمة وراثيه لبعض الاصناف المدروسة في  RAPDقدرت مؤشرات -2

بصمة وراثية  أعطتالتي  SSRمؤشرات فضلًا عن , شدة مي والصنف اسوديهي الصنف اعج

الذي اعطى  ذلك خلال البادئ والصنف الاسود شدة  كمالي )حامد الوادي(الالصنف لكل من 

 حزمة مميزة .

فية لتقدير البعد الوراثي والعلاقة الوراثية التي تربط الاصناف اعداد البادئات المستخدمة كا كانت-3

 المدروسة.

الصنف الكمالي كان اقرب  إنخلال دراسة تقدير البعد الوراثي بين الاصناف السبعة لوحظ  -4

 عجيمي. أبعد وراثيا عن صنف أسود شدة كان ألى الصنف الفرنسي , اما الصنف إوراثياً 
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 _التوصيات  5-2

وتوسيع منهج البحث ليشمل اصناف  RAPDزيادة عدد البادئات المستخدمة ضمن مؤشرات -1

 اخرى من العنب.  

المدروسة وتطبيقها على اصناف   للأصنافحزما فريدة  أعطتالتركيز على البادئات التي  -2

 اخرى من العنب للتحقق من مدى خصوصية تلك الحزم.

غير التي استخدمت في البحث لايجاد  SSRلتقنية  خرى تابعةأاستخدام بوادئ متخصصة  -3

 الاخرى . للأصنافالحزم المطلوبة وايجاد البصمة الوراثية 

اتساع نطاق البحث ليشمل جميع مناطق العراق لايجاد البعد الوراثي بين جميع اصناف العنب  -4

 في العراق.
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 كتاب  تصنيف النبات (4ملاحق )



 

a 

 

Abstract 

 This study is conducted in the Laboratory of Genetics of the 

Molecular at the college of Education for Pure Sciences/ University of 

Diyala to detect genetic changes and estimate the genetic distance among 

seven types of Vitis vinifera L which are: The French, 

V.hissaricavassilcz, V.viniferavar sativa beck, V. Hissarica , V.Var sativa, 

V.vinifera, V.Sylvestris and V Berlandieri planch. 15 primers are 

randomly used to investigate the performance indicators of the DNA by 

using Random Amplified polymorphic techniques, for the DNA series, 

and 10 specialized primers to investigate the DNA indicators by using 

Simple Sequence Repeat techniques (SSR), based on Polymerase Chain 

Reaction  (PCR). The procedures of this study include isolating and 

purifying the DNA from the newest leaves of the studied types to get 

DNA with purity between 2-1.8. The Polymerase Chain Reaction ( PCR ) 

are carried out with the used primers to detect the differences between 

The doubled DNA species for each type ( their numbers and their partial 

sizes) when moving the double results for the samples onto the agarose 

gel  after dyeing with the epithelium of atheidium bromide  . The results 

of the genetic analysis with RAPD indicators show clear differences in 

the number of doubled DNA band and their partial weights according to 

the used primer, so the total number for the polymorphic bands are 88 

bands for all the primers , and the less number of the polymorphic band 

are 6 bands in the two primer ( 1227 , OPF-01 ) whereas the highest 

number polymorphic bands are 12 in the primer OPF-04,and the number 

of the primer in this study show of the unique bands for some of the 

models studied, which is considered as a genetic print to distinguish each 

item between them  , so  V.Var sativa type gives the highest number of 

unique bands because of the using the primer 1225 and OPF-09, these 

primers give two bands  a with different partial weights while the V 



 

b 

 

Berlandieri planch  gives the least number of unique bands that reaches a 

single band which has 1121 partial weight when using the primer OPF-09 

and for the purpose of finding the genetic similarity and genetic 

relationship between the types species in the computer, and according to 

the SPPS statistical programme,  the similar percentage between the types 

is 0.892-0.252, and the highest percentage of similarity is between the 

French V.hissaricavassilcz and V.viniferavar sativa beck  types. While 

the results of the Dendogram, includes the first group in which it is 

typeed onto five groups , the first type includes French 

V.hissaricavassilcz  and  V.viniferavar sativa beck  as well as the 

V.Sylvestris types, whereas the second type includes, V.vinifera , the 

third one includes V. Hissarica ,the fourth type includes V.Var sativa, and 

the last one includes V. Berlandieri planch type. The results of the genetic 

analysis for SSR techniques, in which the primer VRZAG62 technique is 

used, has given one unique band with Partial weight 200 genetic predator 

which is originally considered as a genetic print which distinguish the 

V.vinifera var sativa beck types from other types, as well the primer 

VVS4 has an important role in appearing the  As well as the unique band 

with 200 partial weight which also considered as  genetic print in which 

distinguishes the V. Berlandieri planch  type from the rest of the other 

items, while the other primers , the bands have been vanished because of 

the lack of a complementary sequence in the DNA studied types.  
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