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 الشكر والتقدير

 

. فً علاه فإلٌه ٌنسب الفضل كله فً إكمال هذا العمل وبعد  ّجلأحمد الله وأشكره فً البداٌة         

أتمدم بوافر شكري وتمدٌري إلى عمادة كلٌة التربٌة للعلوم الصرفة ورئاسة لسم علوم الحٌاة 

 لإتاحتهم الفرصة لأكمال دراستً العلٌا ومالدموه لً من العون والمساعدة.

و أستاذتً الدكتورة أسٌل كاظم هادي وأتوجه إلى أستاذي الدكتور مثنى محمد إبراهٌم المهداوي 

م فلولا دعمه ماي كلمات حمه   مبالشكر والتمدٌر الذي لم تفٌه –على رسالتً  انفالمشر –الأنباري

وإلى  م وعملهموعمره مفً ولته مالله تعالى ماهو أهله وبارن الله له مفجزاه الكبٌر ماتم هذا العمل،

 مزٌد من التمٌز والرلً والنجاح إن شاء الله .

 

أتمدم بشكري الى أساتذتً الذٌن لدموا لً المعروف بكل  والاحترام والإخلاصومن باب الوفاء 

 نفس رالٌة وطٌبة .

 

انتً من تجرعتً  تما حٌٌسأظل شاكره لكً أمً من أي أبواب الثناء أدخل لمن غمرتنً بحبها و

. ومهما شكرت من ضحت بالكثٌر من اجل ان أحٌا.. . ٌاكأس الشماء مرا لٌسمٌنً رحٌك السعادة ..

 اعمك من ذلن. شًء  لنِ فً نفسً ولكن  أكمل لٌس تهاونا  فلن استطٌع أن 

 

انده لً طٌله مدة من فضل ومس لما لهى وخاصة )ضحى ( وأتمدم بجزٌل الشكر والتمدٌر الى اخوتً

 ... لكم منً كل الحب والمودة.دراستً فمد غمرتنً بحبها ومساعدتها لً 

ع صدٌماتً وزملائً اللذٌن تحملوا المعطاء الى جمٌ والسحابةشكري وتمدٌري الى رفاق دربً 

)سحر كاظم ، ضحى صباح ، نغم عماد ، إٌمان الكثٌر من أجلً واسهموا فً مساعدتً بدون ممابل 

 محسن ، رشا كفاح ، إٌناس عمار(

 اٌناس 

 



 داءــالإه
 

مام إلى من كلله الله بالخلك العظٌم إ.. صاحب الاسراء والمعراج .. إلى من أضاء بعلمه عمل غٌره

 المرسلٌن.

 ) النبً محمد علٌه الصلاة والسلام (                                                   

فانً والإخلاص فً العمل .. ومنن ومعنى ..ومنن تعلمنا كٌف ٌكون التمنن تعلمنا أن للنجاح لٌمة 

 "ساتذتً الأفاضلمنا ان لامستحٌل فً سبٌل الإبداع والرلً .......  "أآ

 منا بدمائهم الطاهرة ..إلى من اشتروا  لنا لٌلا  آ  

 إلى أرواح فً السماء ترزق عند الله .... " شهداء العراق "  

 

ق جبٌنه ...وشممت الأٌام ٌدٌه...إلى من علمنً أن الأعمال الكبٌرة لا تتم إلا ر  إلى من كلل الع  

 اهٌم كاظم "جاسم إبر شهٌد "لشهداء المكرمٌن ، والدي الرحمه الله وجعله من ابالصبر...

 

ت إلى شمس ر  ف ج  لً  فتحتظلام عملً وبنورها  من أضاءت ٌنابٌع الأمل ...ٌا ْأذابت جمود للبً و 

 طرٌما فً الحٌاة ...إلى من غرست حب الله فً فؤادي .......    " أمً الغالٌة "

 إلى سندي ولوتً وملاذي بعد الله...." زوجً "

إلى الابتسامة اللطٌفة التً شمت بجمال نورها ظلام للبً فمسحت مابه من هموم ... إلى تلن   

ت  " فً للبً ٌنبوعا من الأمل فً هذه الحٌاة الماسٌة... " أخوانً   ْاللمسة الحانٌة التً ف جر 

 إلى فلذات كبدي ولرة عٌنً ..... أولادي"

 

    وركم الرالً والابتسامة الدائمة.... " زملائً "إلٌكم لروعة أخلالكم وتمٌزكم الملحوظ وحض 

  ايناس

 



 إقرار السذرف

 
في تحليل التغايرات   RAPDتقشية الـإستخدام ) نشهد أن إعداد هذه الرسالة الطهسهمة بـ     

 Stevia rebaudianaالوراثية لأندال كالس مزارع السعلقات الخلوية لشبات ورق الدكر 
Bertoni )  قد جرت تحت إشرافظا في كلية  ) إيشاس جاسم إبراهيم ( التي قدمتها الطالبة

وهي جزء من متطلبات نيل شهادة الطاجستير في علهم  ,جامعة ديالى - التربية للعلهم الصرفة
                                                              .الحياة

 

التهقيع:                                                         التهقيع:               

هاديأ.م.د أسيل كاظم  الطشرف:                           أ. م. د مثظى محمد ابراهيم الطشرف :  

التاريخ :      

  

 إقرار رئيس قدم علوم الحياة
بظاء على التهصيات الطتهافرة  أرشح هذه الرسالة للطظاقشة   

:التهقيع   

ذكرى عطا ابراهيم : د م.أ.الاسم:  

رئيس قسم علهم الحياة   

   /       /    2021 التاريخ :   



 

  إقرار السقوم اللغوي     
   

في تحليل التغايرات الوراثية   RAPDتقشية الـ إستخدام )أشهد أن هذه الرسالة الطهسهمة بـ     
 Stevia rebaudiana (لأندال كالس مزارع السعلقات الخلوية لشبات ورق الدكر

Bertoni) وصُحّحَ ما ورد روجعت لغهيأ  (إيشاس جاسم إبراهيم )الطاجستير ةها طالبتالتي قدم
وبذلك أصبحت الرسالة مؤهلة للطظاقشة بقدر تعلق الأمر بسلامة  ,فيها من أخطاء لغهية وتعبيرية

 الأسلهب وصحة التعبير.                                            
 

 

 

 

 

 

 

      التهقيع:                                        

                                     فهاز التطيطي  أ.م.د. لؤي صيههد الاسم:                                                            

 م 2021التاريخ :      /      /                                                              

                     

 



   إقرار الخبير العلسي    
 

في تحليل التغايرات الوراثية  RAPDتقشية الـ  إستخدام) أشهد أن هذه الرسالة الطهسهمة بـ     
 (Stevia rebaudiana Bertoni)لأندال كالس مزارع السعلقات الخلوية لشبات ورق الدكر 

قسم علهم الحياة قد تم مراجعتها من (  ) إيشاس جاسم إبراهيمير الطاجست ةها طالبتالتي قدم
                    الظاحية العلطية وبذلك أصبحت الرسالة مؤهلة للطظاقشة.                                                                          

 

 

 

 

 

 

 

 

التهقيع :                      

             أ. د. إحسان عرفان حسين  الاسم :                                             
                

م 2021التاريخ :      /      /                                                

 

 

 



 اقرار لجشة السشاقذة
 

إستخدام تقشية  نشهد نحن أعضاء لجظة الطظاقشة، بأنظا اطلعظا على هذه الرسالة الطهسهمة بـ )       
في تحليل التغايرات الوراثية لأندال كالس مزارع السعلقات الخلوية لشبات ورق الدكر   RAPDالـ

Stevia rebaudiana Bertoni) )،  محتهياتها في  إبراهيم( إيشاس جاسم )وقد ناقشظا الطالبة
 (.      وفيطا لها علاقة بها، ونعتقد بأنها جديرة بالقبهل لظيل درجة ماجستير في علهم الحياة بتقدير)

                                                  
 رئيس اللجشة                                  
 التهقيع :                                  
 الاسم :                                  
 الطرتبة العلطية :                                  
  2021/  /    التاريخ :                                   

  : عزو اللجشة                                                       :عزو اللجشة 
 التهقيع :                       التهقيع :                                       

    : الاسم                                                   الاسم :             
 الطرتبة العلطية :                                    الطرتبة العلطية :                    

 2021التاريخ :   /  /                                                 2021التاريخ :   /  /
 

 ا  مذرف وا  عز                                                         ا  مذرف وا  عز
 التهقيع :                                                       التهقيع :
 اسيل كاظم هادي أ.م.د. الاسم :                                أ.م.د. مثظى محمد أبراهيمالاسم :

 الطرتبة العلطية:                                              الطرتبة العلطية:  
       2021/  /    التاريخ :                                         2021/  /  التاريخ :  

 

 مرادقة عسادة كلية التربية للعلوم الررفة
 التهقيع :                   
  الاسم :                     

 الطرتبة العلطية :
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 الخلاصة

أُجريتتتتتتتتتتا ةتتتتتتتتتتزر ال ااختتتتتتتتتتة اتتتتتتتتتتخ بخ  تتتتتتتتتتتر  اا تتتتتتتتتتة الخلا تتتتتتتتتت   ا   تتتتتتتتتت ة ال     تتتتتتتتتتة  بخ  تتتتتتتتتتتر        

ف  تتتتتتتتتتت  لمعمتتتتتتتتتتتوج الةتتتتتتتتتتتراة / ج بعتتتتتتتتتتتة   تتتتتتتتتتت ل  لم  تتتتتتتتتتتالوااثتتتتتتتتتتتة ال يي  تتتتتتتتتتتة اتتتتتتتتتتتخ  م تتتتتتتتتتتة ال ر  تتتتتتتتتتتة 

ال غتتتتتتتتتتت بر التتتتتتتتتتتوااثخ قتتتتتتتتتتتل  أ  تتتتتتتتتتت ت ال تتتتتتتتتتت ل  ال  تتتتتتتتتتت   بتتتتتتتتتتت   اا تتتتتتتتتتتة الخلا تتتتتتتتتتت  ال عم تتتتتتتتتتتة ل  تتتتتتتتتتت   

Stevia rebaudiana Bertoni ال  لوختتتتتتتتتتتتتتتل بر تتتتتتتتتتتتتتت    ر لتتتتتتتتتتتتتتتي    تتتتتتتتتتتتتتت برSteviosid   .

ب ؤشتتتتتتتتتتتترا    ةبخ مفتتتتتتتتتتتت قوا تتتتتتتتتتتت    ر جل  تتتتتتتتتتتتة 10ذ   بتتتتتتتتتتتت    11 بإختتتتتتتتتتتت خ اج    تتتتتتتتتتتتلاا  22أُخ  تتتتتتتتتتتتر

RAPD،   حلتتتتتتتتتا ا   تتتتتتتتت ا التتتتتتتتت  ،  ا   تتتتتتتتت ت   و تتتتتتتتت ا  ااث تتتتتتتتت ا  تتتتتتتتت  ا تتتتتتتتت  قتتتتتتتتتوا    1أظهتتتتتتتتتر

اتتتتتتتتتتخ ب  و تتتتتتتتتتتة  20إذ إ عتتتتتتتتتتيت ال  تتتتتتتتتتت    اا تتتتتتتتتتئ ب تتتتتتتتتت ب ئ او  تتتتتتتتتتت ة ح تتتتتتتتتت      تتتتتتتتتتت ة  التتتتتتتتتتوااثخ

Polymorphicحيبتتتتتتتتتتتتتتتة ب عتتتتتتتتتتتتتتت    ال تتتتتتتتتتتتتتت   11 ظهتتتتتتتتتتتتتتتر   او  تتتتتتتتتتتتتتت ة  احتتتتتتتتتتتتتتت   ،  band   لتتتتتتتتتتتتتتت 

Monomorphic ظهتتتتتتتتتتتر حتتتتتتتتتتتيج اح   تتتتتتتتتتتة ال تتتتتتتتتتت     band .  أ متتتتتتتتتتت     تتتتتتتتتتتة  20ختتتتتتتتتتت   ال  تتتتتتتتتتت

 التتتتتتتتتتتتزي   تتتتتتتتتتتت ا   ااث تتتتتتتتتتتت ا بتتتتتتتتتتتتئ ال  تتتتتتتتتتتت   1-بتتتتتتتتتتتت   ر  راج. ل تتتتتتتتتتتتر 2.611قمغتتتتتتتتتتتتا  Steviosidتلمتتتتتتتتتتتت

 ، إذ 20  ال ر تتتتتتتتتتي اللتتتتتتتتتت  خ بعتتتتتتتتتت  ال  تتتتتتتتتت  لتتتتتتتتتتزا  تتتتتتتتتترس أأ   تتتتتتتتتت ة اتتتتتتتتتتخ ةتتتتتتتتتتزا ال  تتتتتتتتتت  أختتتتتتتتتتز 11

 10اتتتتتتتتتتتتتتتخ ال  تتتتتتتتتتتتتتت    Steviosid  قتتتتتتتتتتتتتتت  قمغتتتتتتتتتتتتتتتا    تتتتتتتتتتتتتتتة 1-بتتتتتتتتتتتتتتت   ر  راج.ل ر 1.211ك  تتتتتتتتتتتتتتتا 

أقتتتتتتتت     تتتتتتتتة خُتتتتتتتت ما قتتتتتتتتل  ا   تتتتتتتت ت قلتتتتتتتت  ال ااختتتتتتتتة  ، بتتتتتتتت لرجو  التتتتتتتت  ال تتتتتتتت ر  الوااث تتتتتتتتة   تتتتتتتت  أأ 

ب فةتتتتتتتتت   تتتتتتتتت  بتتتتتتتتت قخ ا   تتتتتتتتت ت  ي    تتتتتتتتت   ااث تتتتتتتتت ا  ةتتتتتتتتتزا بؤ تتتتتتتتت  أأ ال تتتتتتتتتوا  الفع لتتتتتتتتتة  20ال  تتتتتتتتت  

بتتتتتتتتتتتت   ر  راج   0.212ةتتتتتتتتتتتتخ  6اتتتتتتتتتتتخ ال  تتتتتتتتتتتت    Steviosid  قمغتتتتتتتتتتتتا    تتتتتتتتتتتتة     تتتتتتتتتتت ثر  ااث تتتتتتتتتتتت ا ،

،    تتتتتتتتت  ال تتتتتتتتتوت بتتتتتتتتت أ  جتتتتتتتتتو  ال  تتتتتتتتت بي  10 م تتتتتتتتت ا ا تتتتتتتتت    تتتتتتتتت ا   ااث تتتتتتتتت ا بتتتتتتتتت  ال  تتتتتتتتت   1-.ل تتتتتتتتتر

 م تتتتتتتتتتت  إق عتتتتتتتتتتت    ، إذبتتتتتتتتتتتؤثر اتتتتتتتتتتتخ   تتتتتتتتتتت ة ال تتتتتتتتتتتوا  الفع لتتتتتتتتتتتة  التتتتتتتتتتتوااثخ  ال غتتتتتتتتتتت بر اتتتتتتتتتتتخ ا   تتتتتتتتتتت ت

 ا    ت    بعضه   ااث  ا  م   قما    ة ال وا  الفع لة اخ ال     .
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 انًىضىع ث
رقى 

 انصفحت

 انًقذيت  –انفصم الأول 

 3-1 انممذمت 1

 إستعراض انًراجع –انفصم انثبَي 

 17-4 اضتعراع انمراخع 2

 4 انتظىٍف انىباتً نىباث ضتٍفٍا . 1- 2

 5-4 انمىطه الاطهً والاوتشار. 2- 2

 Stevia  6-7أهمية نبات ستيفيا 3- 2

 9-7 الاختلافاث انىراثٍت فً انمسارع انىطٍدٍت 4- 2

 11-9 واضتخذامها فً معرفت انتغاٌر انىراثً PCRتمىٍت  5- 2

 PCR 11-13انتمىٍاث انمعتمذة عهى انـ  2-6

2-6-1  (Inter Simple Sequence Repeat Markers (ISSR 11 

2-6-2 Amplified Fragment Length polymorphism (AFLP) 11 

2-6-3 Random Amplified Polymorphic DNA Markers (RAPD)  12-13 

 PCR  13-14التمنٌة التً لا تعتمد على الـ  2-7

 17-14 المركبات الفعالة فً نبات ستٌفٌا  2-8

 انًىاد ، وطرائق انعًم  –انفصم انثبنث 

 18 المواد وطرائك العمل 3

 18 الأجهزة المستعملة فً هذه الدراسة . 1- 3

 18 المواد المستعملة فً هذه الدراسة . 2- 3

 19 طرائك العمل  3-3

 19 مصدر نبات ورق السكر  3-3-1

 21 -19 تحضٌر الأوساط الغذائٌة  3-3-2

 21 إدامة أندال الكالس المذتق من زراعة المعلقات الخلهية . 3-3-3

 قائمة المحتويات
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 21 الدراسة الجزٌئٌة  3-4

 DNA  22إستخلاص الـ 3-4-1

 23 لٌاس تركٌز ونماوة الحامض النووي الدنا  3-4-2

 RAPD 23تحضٌر البادئات العشوائٌة لتمانة  3-4-3

 PCR 23-25لعٌنات النباتٌة مع البادئات العشوائٌة باستعمال جهاز ا دنا تضاعف 3-4-4

 DNA Ladder 26الدلٌل الحجمً  3-4-5

 Electrophoresis 27 ترحٌل العٌنات كهربائٌآ  3-4-6

 Solutions 27المحالٌل :  3-4-7

 Preparation of agarose 27تحضٌر الأكاروز   3-4-8

 Casting of the horizontal agarose   27صب هلام الأكاروز الأفمً     3-4-9

 DNA Loading        28    دنا تحمٌل الـ 3-4-11

 RAPD 28تحلٌل نتائج   3-4-11

3 -5 

فً أوراق نبات ستٌفٌا وكالس    Steviosidالستٌفوساٌد تمدٌر محتوى 

الاداء عالً الورلة ومعلماتها الخلوٌة ، بإستخدام تمانة كروماتوكرافٌا السائل 

High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

28-29 

 29 تحضٌر العٌنات 5-1- 3

3-5-2 
كروماتىكرافً انطائم عانً إضتخلاص وفظم انطتٍفىضاٌذ باضتخذاو تمىٍت 

 . HPLCالاداء 
29 

3 -5-3 
بتمىٍت كروماتىكرافً  Steviosideانتشخٍض وانتمذٌر انكمً نهطتٍفىضاٌذ  

 . HPLCانطائم عانً الاداء 
31-32 

 انُتبئج وانًُبقشت  –انفصم انرابع 

 59-33 انىتائح وانمىالشت 4

 RAPD 33-44وتائح تفاعلاث  4-1

 RAPD 44-48انعلالاث اندٍىٍت بٍه الاشكال اندٍىٍت نىباث انطتٍفٍا بىاضطت تمىٍت  4-2

 HPLC) ) 48-56 بأستخدام تقنية  Steviosidالتذخيص والتقدير الكمي لمحتهى  4-3
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 51-48 اوراق نبات ستيفيا 4-3-1

 51 عينة الكالس 4-3-2

4-3-3 
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 Introduction  المقدمة  -1

، ت الصبية السيسةحج الشباتاأ  Stevia rebaudiana Bertoniيعتبخ نبات ورق الدكخ          
 Honey أو Candy leaf plant أو Suger bushسساء ومشيا بالمغة الإنكميدية بعجة أيعخف 

plant أو Sweet leaf plant (Mubarak 8006خخون ،وآ.) ذجيخة صغيخة عذبيو الشبات ك هيشس
اجج ته تشسال شخق الباراجهاي و  مهششيا ،Asteraceaeالشجسية شبو كثيفة معسخة تشتسي الى العائمة 

نهع نباتي  800كثخ من يهجج أ (. 8008وآخخون  Soejatro)   رجشتين  أيزا في البخازيل والأ
 S.plummeraeو  S.ovata كثخ شيهعآ مشياكن الأ، ل Steviaتشتسي جسيعيا الى جشذ 

 Stevia rebaudianaكثخىا حلاوة ىه وأو  S.serrstaو  S.rebaudiana S.salicifolliaو
Bertoni (Beement  8008 ،وآخخون  ) . سم ) 70-60هالي حالشبات رتفاع يبمغ إSavita 
ممم  43-33عمى الداق بصهل وراق متقابمة الأ ، سيقان رفيعة متفخعة القسة، لو  ( 8002وآخخون 
صغيخة الحجم مجتسعة في أزىار ذات  يةعشقهد ممم. يحسل الشبات نهرات زىخية 10-80وعخض 

ل الى سبع يسكث نبات ستيفيا لسجة قج تر (. 0771 ،وآخخون  Lyakhovkin)  سلاسل صغيخة
 تتخاوح منضاءة الارض ، وىه أحج نباتات الشيار الصهيل إذ يحتاج الشبات الى مجة إسشهات في 

ساعة لمشسه الخزخي  04-02 زىار وساعات نيار أشهل تتخاوح منساعة كافية لعسمية الإ 08-01
  (. 8005وآخخون ،  Yonedaو  Geuns  ،8001و  Ceunenوزيادة غمة الأوراق )

وآخخون  Yadavلأن أزىار ىحا الشبات غيخ متهافقة ذاتياً)وذلك  ، مخاً صعباً يعج إكثار الشبات جشديا أ 
في ختلاف يؤدي الى إ ختلاف التخكيب الهراثي لمشباتات الشاتجة من البحورمسالى إإ .إضافة( 8002

إن معجلات إنبات البحور (.  0764وآخخون ،  Miyagawa)محتهاىا من السادة الحمهة كساً ونهعاً 
مشباتات لحا يفزل إكثارىا عن شخيق لالزعيفة وعجم كفاية التمكيح الخمصي يؤدي الى عجم التجانذ 

زراعة الاندجة الشباتية واحجة من الهسائل  قانةت وتعج(  8003وآخخون  Turgut ) العقل الجحعية
إن خلايا الجدء الشباتي  ، إذالسيسة لإكثار العجيج من الشباتات وبكسيات كبيخة وفي مجة  زمشية قريخة 

  .(Devi ،8001ليا القابمية عمى التزاعف الى الآف الشباتات في اقل من سشة )
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لكمهكهسيجات وراقو مرجراً تعج أإذ  قتراديةمن الشاحية الصبية والإاىسية   Steviaشبات  ول
 Rubsoside و Rebaudioside A,B,C,D,Eو  Steviolbioside التخبيشات الثشائية مثل 

نتاج الدكخ مادة أولية لإ عجي الحي (8008 ،واخخون  Starrattٍ) Steviosideو  Dulcosideو
خخى وىحا مايفدخ البحث السدتسخ الأسهاد الغحائية لاسيسا الصعام والأغخاض الرشاعية السدتعسل لم

كثاره ونذخ لديادة في إنتاجو الى اتي يشجح فييا زراعة ىحا الشبات وإلمجول الستقجمة وخاصة الجول ال
تعج عذبة ستيفيا من السحميات الآمشة لسخضى الدكخي لسا ليا  (. 8005الله ، خيخزراعتو )العبيجي و 

مزاد لإرتفاع ضغط الجم وتدهس الأسشان ومزاد من خرائز مختمفة كتشظيم الدكخ في الجم و 
،  Raoو  Singhمجر لمبهل ومهسع للأوعية الجمهية ) لمجخاثيم والفيخوسات ومزاد لمفصخيات و 

ذات كخبهىيجرات مشخفزة وتدتخجم في  نياكسا أ ،(  Begum  ،8003و  Mathurو  8003
وتعتبخ ( ، وتقمل من تشاول الصعام  8004وآخخون ،  Abo Elnagaبعس الحسيات الغحائية ) 

 (.  Masoumi  ،8006و   Ranjbarكسزادات لمدسشة ) 

يسكن تعخيف السعمقات الخمهية عمى انيا مجسهعة من خلايا مفككة تتكهن من تفكك نديج 
الكالذ الير أو من الشديج الستهسط للأوراق الشامية في وسط سائل متحخك ، ويفزل إستخجام 

غيخ الستساسك والدخيع الشسه لإنذاء مدارع السعمقات الخمهية لديهلة تفككيا الى خلايا الكالذ الير 
مفخدة أو كتل صغيخة من الخلايا بهاسصة التحخيك السدتسخ في الهسط الغحائي الدائل ، وتتسيد 

قميمة من السدتعسخات السعمقات الخمهية الشسهذجية بإحتهائيا عمى ندبة عالية من الخلايا السفخدة وندبة 
الخمهية ويعتسج ذلك أساساً عمى البشية اليذة لمكالذ ، ونهع الهسط الغحائي الدائل السدتخجم 

(Ramawat   8006وآخخون .)  

ججيجة  Clonesويدتفاد من مدارع السعمقات الخمهية لمحرهل عمى نباتات كاممة كأندال           
من الخلايا السفخدة التي تتسيد بخهاص مخغهبة بعج إختبارىا وإنتخابيا مثل مقاومة السبيجات 

و  8000وآخخون ،   Martinez-Estevezوالأمخاض وتحسل السمهحة والبخودة والسعادن الثقيمة )
Andrade  ، يادة قات الخمهية من خلال الد ستفادة من مدارع السعميسكن الإ ( . و8007وآخخون

كبات الريجلانية بالأضافة الى إستثسار السال والهقت يس الثانهي ، والسخ في إنتاج مخكبات الأ
  (.Deroles ،8002و  Daviesنتاج )الآزم للإ
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 .عمى السدتهى الجديئي دوات في الكذف عن التغايخاتالأ أوسعتعتبخ مؤشخات الجنا من           
التقانات التذخيرية وتعتسج عمى عجد البهادئ السدتخجمة ، من وىي  RAPDالـ  ومن تقاناتيا 

في حين والتي تعصي مؤشخ عمى بعس الفهارق بين العيشات بالإعتساد عمى عجد الحدم الشاتجة ، 
عذخات الرفات فإن الجراسة الجديئية  معتتعامل الجراسات السظيخية والتذخيحية والكيسياوية 

تقشية تتزسن العجيج من التقشيات ومن بيشيا و ، ات والرفات والهراثية تتعامل مع ملايين الجيش
و  RAPD-PCR (Kumar شكال لدمدمة الجناالتزاعف العذهائي متعجد الأ

Gurusubramanian ،8000)  ستعسال بادئات بإ الجنافييا تزاعف مهاقع عمى شخيط  يتمإذ
للأرتباط بو ومزاعفتو ، حيث وذلك  الجنان مهاقع مكسمة ليا عمى شخيط عذهائية تقهم بالبحث ع

عمى عجد مهاقع  اً عجاد اعتسادتكهن مختمفة الأشهال والأ الجناكهن من ىحا التزاعف قصع من يت
 (.Bardakci   ،8000رتباط والبعج بين مهقع وآخخ )الإ

 ىجفت ىحه الجراسة الى   

 Steviaمن السدارع الخمهية لشبات أندال مختمفة عن شخيق الكالذ الشاتج إكثار الشبات وإنتاج -0
 لمتغمب عمى حالة عجم التهافق الحاتي في الشبات . 

 Steviaالسعمقات الخمهية لشبات  ةزارعندال الكالذ الشاتج من أ يخات الهراثية فياالكذف عن التغ-8
 التباعج الهراثي بيشيا .وتحجيج  RAPD – PCR  ةناعن شخيق تق

ومقارنة   HPLCندال الكالذ الشاتجة بتقشية في أ Steviosideلسخكب  الكسيالكذف والتقجيخ -1
 في الأندال مع قيم البعج الهراثي ليا . Steviosidالأختلافات في كسية مخكب 
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  :التصظيف الظباتي لظبات ستيفيا .2-1

Kingdom     Plantae (Plants) 

    Sub kingdom    Tracheobionta ( Vascular plants )  

         Super division    (Seed plants ) Spermatophyta  

             Division           ( Flowering plant ) Magnoliopsida  

                Sub class         Asteridae   

                    Order             Asterales 

                        Family           (composetae) Asteraceae  

                             Genus         Stevia  

                                 Species      rebaudiana Bertoni    
( 3122،وآخرون  Yavad                                                                          (  

 الطوطن الاصلي والانتشار. :2-2

 مؽ الجراسات الحجيثة الى اىسيتو الحي تظخقت العجيج الشباتات واحجة مؽ الاستيفيا نباتيعج          
شتسي الى العائمة ي مدىخة،اً مؽ شجيخات نؾع 240يزؼ ىحا الجشذ  ، لرحة الاندان وتغحيتو

ورقة باراجؾاي الحمؾة  مشيا الؾرقة العدمية، يظمق عميو العجيج مؽ اسساء ، Asteraceaeالسخكبة  
جداء شسؾ في الأالشبات وي تؾاججي ، Stevia rebaudiana ليا عمسيالسؼ لإا،  الؾرقة الدكخية وأ

وىي عذبة معسخة دائسة  ، مخيكا الجشؾبيةألذسالية والجشؾبية ومؾطشيا شسال مخيكا اأالسجارية مؽ 
 والباراجؾاي،بيؽ البخازيل  تشسؾ في مختفعات عمى الحجود ما إذ ، يبمغ ارتفاعيا متخ واحج ، الخزخة

وفي الؾقت الحاضخ انتذخت زراعتيا في مشاطق عجيجة مؽ العام كأمخيكا الؾسظى والريؽ وتايلانج 
 (1)شكل  (.2004وآخخون,   Suanarunsawatوفمدظيؽ )
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 Stevia rebaudiani  (Treben،2000 )  الذكل العام لشبات الدتيفيا (:1ذكل) ال
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 ستيفيا :أهطية نبات 2-3

 الجمؾية لقج إرتبط إستيلاك السذخوبات بالدكخ بسخاطخ الإصابة بأمخاض القمب والأوعية         
وغيخىا مؽ الحالات السخضية الفديؾلؾجية  مثل الدسشة أو داء الدكخي ، ونغخاً لمؾعي الستدايج بيحه 

ة لتقميميا كسية الدكخ السزاف في الحكيقة تعسل الرشاعات الغحائية عمى تظؾيخ مشتجات ججيج
عالؼ الشبات   كان 1899في عام  . (2018وآخخون ،   Pengتظؾيخ السشتجات الغحائية )

Bertoni  ( أول مؽ وصف ستيفياRasenack، 1908) العجيج مؽ  أشار الى إحتؾاء الشبات وقج
يتؼ استخخاج  .والسجاريةى الشباتات الاستؾائية ذو قيسة علاجية عمى مدتؾ وإن الشبات السحميات 

دتيفؾسيج الان  ، Steviosid والحي يجعى لحمؾة مؽ اوراق ستيفياالبمؾرية ا الثشائية  كلايكؾسيجات
الية ودرجة مخة مؽ الدكخ السعتاد وىؾ مدتقخ في درجة حخارة ع 300احمى  جالشقي السدتخخج يع

عمى ثبات  لا يغيخ المؾن ويحافظعية اخخى فيؾ طبي برفات كسا يستاز  ، 9-3حسؾضة تتخاوح بيؽ 
ؾة وتعتبخ مؽ السحميات التي تزاف الى القي ،وتتسيد بعسخ تخديشي طؾيلمْ  100الحخارة في درجة 

السرابيؽ بجاء  للأشخاصىسية مخكب ذو أ    Steviosidويعتبخ ،والسذخوباتوالاطعسة السرشعة 
  kantia) الشغام الغحائي م وكحلػ اصحابالدكخي ومؽ لجييؼ اعخاض ارتفاع الدكخ في الج

 (. kothari ، 2002و

والبخازيل مختمف الخلاصات السرشعة  البخكؾاي استيمػ السلاييؽ مؽ سكان عاماً  20مشح  
البكتخيا في الفؼ  نسؾ الحج مؽك إذ يستاز الشبات بالعجيج مؽ الاستخجامات الظبية  مؽ اوراق الدتيفيا

 Salehi   و Krejpcio  ،2019و  Kurekلتعديد صحة الفؼ )  فت كعذبة لسعاجيؽ الاسشانضيأ   إذ
وليا اىسية أيزا في استخجاميا مؾضعيا للأمخاض الجمجية كالاكديسا والتياب ( .  2019، وآخخون 

)الظب البجيل ( لذفاء الكثيخ مؽ الشاس السرابيؽ بتمػ الامخاض  طبيعيا خيارامسا جعميا  الجمج،
(Jayaraman   2008 ،وآخخون ). اعتسجت شخكة كؾكاكؾلا السذيؾرة عمى نبات ستيفيا لتحمية  وقج

كَخيؽ )  Nutra)سؾيت و الشؾتخا أ (Sacchrinمشتجاتيا مؽ السذخوبات الغازية بجلا مؽ مادة الد 
sweet( ) Choi ،2002 وآخخون .) 

الدعخات الحخارية كسا يسكؽ لمحيؽ يقؾمؾن بالحسية مؽ تشاول الأوراق نفديا لأنيا مادة قميمة      
وبحلػ  ججابأنيا ذات سعخات حخارية مشخفزة  سيد السؾاد السحمية فيوإذ تت وىي مكسلا جيجا لمظعام،
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لحى سؾف تديج مؽ فخص فقجان  ،يتشاولؾن الحمؾيات السرشؾعة مشيافأنيا لا تؤثخ عمى الافخاد الحيؽ 
عمى مخكبات  أيزادتيفيا ال نبات حتؾي وي(. Tanak، 2002 و Mizutani)الؾزن لجييؼ وبشجاح 

كسكسلات  جالكمؾكؾسيجات الاخخى والتي تع كايسبفيخول ومخكبات مثل كيخسيتيؽ، للأكدجةمزادة 
لمؾجبات الغحائية السثالية لمؾقاية مؽ الدخطان والقزاء عمى الجحور الحخة في الجدؼ ومشعيا مؽ 

عمى مشع الذيخؾخة  أيزاوتعسل مزادات الاكدجة  ،الى خلايا سخطانيةتحؾيخ الخلايا الدميسة 
 .( Yan، 2009و Maالقمب ) بأمخاضالسبكخة ومشع الاصابة 

 الاختلافات الوراثية في الطزارع الظسيجية  :2-4

ة ان نسؾ خلايا الشبات خارج الجدؼ الحي وتحؾليا الى نبات كامل ىي عسمية غيخ جشدي       
نباتات متساثمة التخكيب  عميو فسؽ الستؾقع ان تكؾن نؾاتجيا ، فقطتزسؽ الانقدام الخيظي لمخمية ت

ن ىشاك اختلافات وراثية قج تحجث نتيجة اكثار ىحه الشباتات مؽ خلال اعادة تسايد إلا إ ، الؾراثي
ل ب إذ يعج حجوث تبايشات غيخ مديظخ عمييا خلال تكؾن الكالذ مؾضؾعا متؾقعاً ،  نديج الكالذ

ختلافات الجدسية كؾنت مثل ىحه الاو  .وراثياً  التي تتظمب ثباتاً  بعض الاحيانوغيخ مخغؾب فيو في 
 (. 2017)الرسيجعي ، الؾراثية بيؽ الشباتات الشاتجة  ختلافاتللإقاعجة 

 Smithالتظبيقات الخئيدية والكبيخة لتقشية زراعة الاندجة ىي تقشية الاكثار الجقيق ) إن مؽ أىؼ
عجم الثباتية الكخومؾسؾمية  عؾاىخلؾحغت في الشباتات السكثخة بيحه الظخيقة إذ  ، ( 2013،

التبايشات ونتيجة لحلػ زاد الاىتسام لاكتذاف ىحه  .واختلافات في الرفات الحقمية مغيخيةوتبايشات 
ففي عام  ،دجة الشبات مؽ اجل ادخال تحديشات عمى نباتات السحاصيل السختمفةمؽ خلال زراعة ان

في جدؼ الدلالة الخزخية ختلافات مرظمح الإ Scowcroftو  Larkinطمق أ م 1981
(Somaclonal variation  عمى عاىخة الاختلافات التي تحرل في الاخلاف الشاشئة مؽ مدارع)

ان و جخاء تجخل الاندأ أيزا عمى التبايشات التي تحرل تمقائياً الخمية ويظمق ىحا السرظمح عالسيا 
  (. 2017)الرسيجعي ، .ا الجدسيةخلال استخجام الخلاي
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و السجتسعات الحية التي ألاختلافات السؾجؾدة بيؽ الافخاد يعخف التشؾع الؾراثي عمى انو ا         
، واحيانا تحرل نتيجة والانتخاب الظبيعيالبيئة السحيظة  بتأثيختعؾد الى نؾع معيؽ والتي تتكؾن 

  (. 2015 ة والتحديؽ ) حديؽ ،يعسميات التخب

فات لمتغمب عمى مذكمة الاختلا الؾراثيالتقارب ثية لجراسة الؾرا العلائؼاستعسال فكخة  بخزت       
التي تؾجج بيؽ الاصشاف وذلػ لؾجؾد الكثيخ مؽ الاسساء لشفذ التخكيب الؾراثية والبيئية الكبيخة 

ستخجام مجسؾعة مؽ لحلػ تؼ ا ، الؾراثي والحي ادى الى الرعؾبة في التسييد بيؽ الاصشاف السختمفة
سؤشخات ك راثيا وتسييده عؽ الاصشاف الاخخى الؾراثية مؽ قبل الباحثيؽ في تؾصيف الرشف و  العلائؼ

RAPD  ،AFLP ، ISSR  ،STS  ،SSR اعتسجت السؤشخات السؾرفؾلؾجية  إذ ، ، وغيخىا 
Morphological markers   ومؽ ثؼ استخجمت  ولية في مثل ىحه الجراساتاحل الأفي السخ ،

وفي اوائل ، ي تعتبخ كشؾاتج تعبيخ مؾرثي معيؽوالت  Biochemical markersمؤشخات بيؾكيسيائية 
مض اتعتسج عمى تجارب الحالتي  Molecular markersية جديئالسؤشخات العيخت  الثسانيشيات

 .(  2008 ،)اشتخ  الجنا  الشؾوي 

السدتخجمة يعتسج عمى مجى تؾافق  العذؾائية مؽ البادئاتن الاختلاف في عجد الحدم الشاتجة إ       
لمبادئات  الشيتخوجيشيةختلاف في تدمدل القؾاعج إان وجؾد اي  إذ،  البادئ بالجيشؾم الشباتيارتباط 

لى تبايؽ في إ، مسا يؤدي سجروسال مؾاقع ارتباط مع جيشؾم الشباتالسدتخجمة يؤدي الى اختلاف 
 لحلػ عشج حجوث اي تغييخ (.1995 ،وآخخون  Vos بادئات السدتخجمة )عجاد الحدم الشاتجة مؽ الأ 

 عادة تختيب إ و أ Insertionاو الاضافة  Deletionفي تدمدل الشيؾكميؾتيجات نتيجة الححف 
Rearrangment  سباب كالظفخات الشقظية كانت الأ أياً السجروسة الشباتات لمشيؾكميؾتيجات في جيشؾم 

Point mutations او التغيخات في الييئة الكخومؾسؾمية Chromosomal karyotypic 
change و العبؾر الجدسي أو الارتباط أSomatic crossing over  الجنا او بمسخة DNA 

Amplification   مثيمتواو DNA Methylation  او التغييخ في دنا العزيات Change in 
organelles DNA  قابمة للإنتقال العشاصخ الاو وجؾد ما يعخف Transposable elements  ،

الستزاعفة  مسا يؤدي الى تغييخ في حجؼ القظعة ،في مؾاقع الارتباط بالبادئ غييخاً سؾف يؤدي الى ت
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 ،Jain و Brarو عجم عيؾرىا في مؾاقع محجدة عمى اليلام )، أر حدماً متبايشةوبيحا يدبب عيؾ 
1998). 

 واستخدامها في معرفة التغاير الوراثي  PCRتفاعل البلطرة الطتسلسل تقظية  5:-2

الجراسات الجديئية وإن مؤشخات ىحا الحامض ىي مؽ  أغمب السادة الاساس في جنايعج الـ
 Ullah )        افزل الظخائق لتحجيج الاختلاف الؾراثي ورسؼ الخارطة الؾراثية وتحجيج الاصؾل الؾراثية 

مفيجة ججاً في  جنا( الى إن مؤشخات ال2012)  VermaوKumar شار أ(. و 2013 ، وآخخون 
( Loci وليا القجرة عمى الكذف عؽ مئات السؾاقع ) ،  التغايخ في مخاحل مبكخة مؽ الشسؾتحجيج 

ليات متعجدة لمسؾقع الؾاحج وتتسيد عؽ طخق التذخيص السغيخية والانديسات الستشاعخة بأنيا لا وبآ
(. 2001وآخخون ، Han لى عيشات بكسيات كبيخة لتشفيحىا )إيئة وتتسيد بدخعتيا ولا تحتاج لبتتأثخ با

مفيجة ىي اختلافات السادة الؾراثية مؽ كائؽ  PCRـ ومؽ اىؼ الحقائق العمسية التي جعمت تقانة ال
حي الى اخخ وىي مؽ الرفات الفخيجة السؾجؾدة فقط ضسؽ اصشاف الشؾع الؾاحج وبحلػ يسكؽ تتبع 

تدتيجف جدء معيؽ مؽ  ، إذواسعة الاستخجام  PCR ة ومعخفة اصميا. تعتبخ تقشيةالسادة الؾراثي
     يتؼ مزاعفة  إذ ، مؽ العيشة الرغيخة الحجؼومزاعفتو لمحرؾل عمى كسية كبيخة لجنا شخيط ا

بالاعتساد عمى ارتفاع وانخفاض درجات الحخارة لسدخ جدء   in vitroخارج الجدؼ الحي    جناالـ
اثشاء  جنا، ويسكؽ اعتبار ىحه التقشية بأنيا تخجسة مبدظة لعسمية استشداخ الـ معيؽ مشو وتزخيسو

ـ ساعات بؾاسظة تقشية  3 خلالجنا الشدخ الستعجدة مؽ الـالانقدام الخمؾي. ويسكؽ الحرؾل عمى 
PCR عؽ طخيق الاستشداخ الحاصل في الخمية نحؾ نفديا ، في حيؽ يدتغخق الحرؾل عمى الكسية

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              جناستشداخ التزاعف الحامض الشؾوي في الظبيعة إن إاسبؾع. وعمى عكذ عسمية 
لا يذسل التدمدل الكامل لجديئات الحامض الشؾوي الاصمي بل يقترخ ويدتيجف  PCRـة انقبت

ذكخ و (. 2005واخخون ، Lippمشظقة جديئات الحامض الشؾوي القالب السحجد والقريخ ندبياً ) 
Dholakia  ان تفاعل  (2001)خخون وآPCR   يستاز بديؾلة  لأنوىؾ تفاعل قؾي لمتحميل الجيشي

 Polymorphism في التعامل والقجرة عمى اعظاء افزل مدتؾى مؽ التعجد السغيخي 

 يتستع بعجة ميدات :  PCRـ( الى إن تفاعل ال2008ذكخت اشتخ )و 
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 يحتاج الى كسية قميمة مؽ الحامض الشؾوي .  -1
 اغمب السؾاد السذتقة مشو لا تحتاج الى استعسال السؾاد السذعة .  -2
 الى تجييدات مختبخية كبيخة .لا تحتاج  -3
   .ذلػ لسعغؼ التقانات السذتقة مشوو  جنالا تحتاج الى معخفة سابقة بال -4

لسدتخجمة السذتقة مؽ ىحا التفاعل لمتقانات ا شقران وذلػ تبعاً الديادة و بالالسسيدات  وتختمف ىحه
 RFLPسؤشخات التي تعتسج عمى ىحا التفاعل كو PCR ـمتظؾر الحاصل في تقانة نتيجة ل

،RAPD ،SSRI  و  AFLP  بامتلاكيا ميدات ونقاط ضعف تستاز كل تقانة مشيا  إذ ،وغيخىا
 ،صؾل الى اليجف السظمؾب )حسج الله، لحلػ فأن قخار اختيار التقانة  السشاسبة ىؾ ميؼ لمؾ خاصة
2009.) 

 : PCR: التقظيات الطعتطدة على الـ  2-6

إن تظؾر السؤشخات الجديئية بذكل كبيخ وواسع وتعجد أنؾاعيا والسبادئ التي تعتسج عمييا        
(  2011بالإضافة الى إستعسالاتيا وتظبيقاتيا ، إذ تتسيد بخرائص عجيجة ) البظل وآخخون ، 

 مشيا:

يؾتيجي التخكيب الشيكمكذف بإستعسال البادئات الجديئية ناتجة عؽ تغييخ بالتبايشات التي ت   -1
 ستأثخة بالغخوف البيئية . الغيخ جنا لجديئة الـ

نتائجيا لا تتأثخ بعسخ ونؾع الشديج الشباتي السدتعسل في الجراسة وإمكانية إجخاء الجراسة  -2
 أي طؾر مؽ أطؾار الشسؾ .الجديئية في 

 إمكانية الحرؾل عمى الشتائج بدخعة ودقة في كثيخ مؽ الأحيان . -3
 ليا قجرة الكذف عؽ التبايشات الؾراثية بشدبة أكبخ .  -4

عؽ بعزيا البعض بشؾع التبايشات الؾراثية التي  جناالسعتسجة عمى دراسة الـسؤشخات التختمف 
  : السؤشخات  تكذفيا ومؽ ىحه



 استعراض المراجع  11
 

 Inter Simple Sequenceتكرار التسلسل البسيط الطتداخل :  2-6-1
Repeat Markers (ISSR)                   

  د ـخايـيسـمة البؾلــفي سمدة الرغيخة ــــتخادفيـدل التؾابع الـمـجم لتدـتخـة تدـي تقشيـى        
Reddy)  ، وتدتخجم عمى نظاق واسع في الترشيف والسقارنة السشيجية  2002وآخخون ، )

(Nilkanta  ، و  2017وآخخون Amom  ، والعلاقات التظؾرية للأنؾاع  2018وآخخون )
( وتتسيد بالبداطة والدخعة وذات  2017وآخخون ،  Mohamadوتحجيج الأصشاف الجيشية )

( وىي مؤشخ شبو عذؾائي يتؼ تزاعفو بؾاسظة الـ  2018وآخخون ،  Ragiأسعار معقؾلة )
PCR  ؼ لسشاطق اليجفساحج متبؾجؾد بادئ و     (Bornet  وBranchard  ،2001 )  يتخاوح ،

القالب وذو قابمية عالية عمى  DNAنتخوجيشية بإستظاعتو إستيجاف الـ ( قاعجة 20-16طؾلو )
 .( 2002، وآخخون  Reddyالتكخار )

 Amplified التعــــــــــدط الشــــــــــخلي  طــــــــــوا  الق ــــــــــ  الطضــــــــــخطة  : 2-6-2

Fragment Length polymorphism (AFLP)           

ــــــــى السؤشــــــــخات           ــــــــات الأخــــــــخى والقائســــــــة عم ــــــــجة مقارنــــــــة بالتقشي ــــــــا عجي ــــــــة ليــــــــا مداي تقشي
ـــــــة  ـــــــة مـــــــؽ التعـــــــجد الذـــــــكمي ، دون السعخف ـــــــج بانـــــــجات عالي ـــــــى تؾلي الجديئيـــــــة إذ ليـــــــا القـــــــجرة عم

( ، تعتســــــــج ىــــــــحه التقشيــــــــة عمـــــــــى 2007وآخــــــــخون ،  Sorkhehبتدمدــــــــل الحســــــــض الشــــــــؾوي )
وآخــــــــــخون ،  PCR  (Dhutmalلمقظــــــــــع السحـــــــــجدة لمجيشــــــــــؾم بؾاســــــــــظة  التزـــــــــخيؼ الإنتقــــــــــائي

( إذ تـــــــؼ إســـــــتخجاميا بشجـــــــاح فـــــــي العجيـــــــج مـــــــؽ الجراســـــــات لأخـــــــح البرـــــــسات ، ودراســـــــة 2018
ـــــؾراثي فـــــي العجيـــــج مـــــؽ الأنـــــؾاع الشباتيـــــة  التشـــــؾع الجيشـــــي ، والعلاقـــــات التظؾريـــــة ، والإســـــتقخار ال

و  Ghoshؾ فـــــــي شـــــــخق آســـــــيا )التـــــــي تشســـــــ Murraya Koenigii ) شـــــــجخة الكـــــــاري ( مثـــــــل
Mandi  ،2018  . ) 
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 Random التضاعف العشوائي الطتعدط ا شخا  لسلسلة الدنا: 2-6-3
Amplified Polymorphic DNA Markers (RAPD)            

مض الشؾوي ىي تقانة الـ امؽ بيؽ العجيج مؽ السؤشخات الجديئية القائسة عمى الح        
RAPD  التي تؼ تؾعيفيا بشجاح لتقييؼ الإستقخار الجيشي لمشباتات السججدة في السختبخ

(Lakshmanan  ، و 2007وآخخونSenapati   ، إذ تتسيد بالدخعة  2013وآخخون )
 و  2011وآخخون،  Bhatiaو  Maiti  ،2010و  (Samantaray  والفعالية العالية

Robarts  وwolfe  ،2014 . ) 

لمحرؾل عمى الحامض الشؾوي بكسية جنا مزاعفة لقظع محجدة مؽ الـ RAPDلـ تقانة اتتزسؽ 
كافية تدسح بخؤيتيا بؾضؾح تحت الأشعة فؾق البشفدجية وذلػ لمسقارنة بيؽ الأفخاد قيج الجراسة 

( إن ىحه التقانة تعتسج عمى إكثار قظع 2011(. إذ أشار حديؽ )2009الجبؾري وآخخون ، )
الحاوية عمى قؾاعج نيكميؾتيجية جنا ميؾتيجي عذؾائياً بتزخيؼ قظع الـالشباتية في تدمدميا الشيك جناالـ

متتالية والتي يسكشيا أن تتكامل مع البادئات العذؾائية في نياياتيا ، ويسكؽ الكذف عؽ الشتائج 
-Abdelو  2002وآخخون ،  Khouildiعؽ طخيق التخحيل الكيخبائي عمى ىلام الآكاروز ) 

Mawgood  ، 2010وآخخون ). 

في إذ استخجمت ،  بيقات في مجال السؤشخات الجديئيةالعجيج مؽ التظ RAPDأصبح لتقانة 
وذلػ لأىسيتيا في بخامج التخبية  العؾائل الشباتية والأجشاس والأنؾاع  تحجيج العلاقة الؾراثية بيؽ

انؾاع جشذ السانكؾ  بيؽوالتحديؽ للأنؾاع الشباتية اذ استخجمت في تحجيج العلاقة الؾراثية 
Mangifera      ( Anand ،2006 )    و( نبات الكافؾر والقخفة Sulange ، 2007وآخخون) 

والفاصؾليا (  2014وآخخون ،   Al-Anbariوالحسزيات ) ( 2011) حديؽ وجشان ،  والؾرد 
(Bukhari  ، ( والتكي الأبيض )2015وآخخون Saha  ، 2016وآخخون ) وثسار الشخيل

وأصشاف  (2020،  وآخخون    Borsai) الأسؾد العميق( و 2018وآخخون ،  Odenoreالديتية )
( الى انو تؼ إبعاد 2000وآخخون ) Vidal، إذ أكج  ( 2020وآخخون ،  Islamالكخنب ) 

 . RAPD ـ الشباتات الستقدمة غيخ السسثمة لرشف السؾز الأصمي بالاعتساد عمى تفاعلات ال
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راثيـــــــة فــــــــي ( الــــــــى انـــــــو بالإمكـــــــان زيــــــــادة التغـــــــايخات الؾ 2002وآخـــــــخون ) Hanacekوأشـــــــار 
ـــــ والكذـــــف عشيـــــا السظفـــــخاتباســـــتخجام  الشباتـــــات السكثـــــخة ندـــــيجياً  . إذ أكـــــج    RAPDـبتقانـــــة ال

Viloria (2002 )ي لشباتـــــــات الميســـــــؾن ىـــــــحه السؤشـــــــخات لسلاحغـــــــة التغـــــــايخ الـــــــؾراث اســـــــتخجامو
وتحجيـــــج  يف انـــــؾاع الحسزـــــيات السكثـــــخة ندـــــيجياً فـــــي تؾصـــــ اســـــتخجمتكســـــا  ، السكثـــــخة ندـــــيجياً 

ـــــــــة بيشيـــــــــا ) ومـــــــــؽ الإســـــــــتخجامات الأخـــــــــخى  (. 2006، وآخـــــــــخون  Bastianelالعلاقـــــــــة الؾراثي
( أعيــــــــخت تغــــــــايخاً مؾرفؾلؾجيــــــــاً 2020وآخـــــــخون ) Razaniوالتــــــــي أكــــــــجىا  RAPDلتقانـــــــة الـــــــــ

وآخـــــــــخون  Phillipsكســـــــــا اوضـــــــــح  ، شـــــــــتلات نبـــــــــات الســـــــــؾز السكثـــــــــخة ندـــــــــيجاً بـــــــــيؽ أطـــــــــؾال 
اســـــــتجابة نتيجــــــــة  ( ان الاختلافـــــــات الؾراثيـــــــة فـــــــي الدـــــــلالة الخزــــــــخية تحـــــــجث غالبـــــــآ1994)

الذـــــج الـــــحي يتعـــــخض لـــــو الشبـــــات تحـــــت عـــــخوف الدراعـــــة خـــــارج الجدـــــؼ الحـــــي . فـــــي البحـــــؾث 
أكــــــــجت أن تقشيــــــــات  ( 2014وآخــــــــخون ) Singh( و  2012وآخــــــــخون ) Modiالدــــــــابقة مثــــــــل 

ـــــــخة لتاســـــــيذ الاســـــــتقخار  PCRالستدمدـــــــل  مســـــــخةتفاعـــــــل الب بأنيـــــــا اداة جديئيـــــــة ذات فائـــــــجة كبي
نتــــائج أشــــارت  اكســــباتــــات ســــتيفيا السعــــاد تججيــــجىا قــــي السختبــــخ ، الجيشــــي للاصــــشاف وكــــحلػ ن

Moktaduzzaman  وRahman (2009 ًأن عيشــــــــــــــــات الأســـــــــــــــــتيفيا السكثــــــــــــــــخة ندـــــــــــــــــيجيا )
نبــــــات الأم وبعزــــــيا الأخــــــخ متذــــــابياً  % مــــــع100باتــــــات بعزــــــيا كانــــــت متذــــــابية أنتجــــــت ن

 السختبخ في عخوف% وقج يخجع الدبب الى إختلاف 14

 : PCRالتقظية التي لا تعتطد على الـ   : 2-7

  ــــــرة الطتسلســــــل ــــــد لتفاعــــــل البلط ــــــاير ت ــــــ  التقلل  Restriction تغ
Fragment Length Polymorphism  (RFLP)               

ــــــ         ـــــتؼ فييـــــا ىزـــــؼ ال ـــــة ي ـــــي مجـــــال الؾراثـــــة الجديئي ـــــة ف بأنديســـــات جنا تدـــــتعسل ىـــــحه التقشي
يــــتؼ التعــــخف مــــؽ خلاىــــا عمــــى تتابعــــات معيشــــة  Vestrictive enzymesالحرــــخ والتقييــــج 

لتشــــتج قظــــع طؾيمــــة محــــجدة مختمفــــة الأحجــــام  جناـالــــ وتقظيعيــــا فــــي مؾاقــــع محــــجدة عمــــى شــــخيط 
ـــــادة  ـــــحى ســـــؾف تـــــدداد كفائتيـــــامع زي ـــــي تكؾيشيـــــا ل ـــــة ف حدـــــب عـــــجد القؾاعـــــج الشيتخوجيشيـــــة الجاخم

تعتبــــخ ىـــــحه التقانــــة مــــؽ الظـــــخق ( . 2009عــــجد ألــــيلات السؾقــــع الجيشـــــي الؾاحــــج ) حســــج الله ، 
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ــــــ ـــــى معخفـــــة تتـــــابع ال لمكـــــائؽ الحـــــي جنا البدـــــيظة التـــــي تستـــــاز بقرـــــخ وقتيـــــا وعـــــجم إحتياجيـــــا ال
 (.2009لترسيؼ البادئات الخاصة بو ) الدشجخي ، 

 الطركبات الفعالة في نبات ستيفيا :  2-8

و  Steviolbiosideالثشائية مثل  لكمؾكؾسيجات التخبيشات الدتيفيا مرجراً تعج اوراق نبات          
Rebaudioside A,B,C,D,E,F   وRubsoside   وDulcoside   وSteviosid )               

( Mondaca   ، و  2012وآخخونGhaheri  ، 2015وآخخون )   ويعج السخكبStevioside 
 إذ(،  2002خخون وآ  Choiو    Tanakaو   Mizutaniىؾ الاىؼ وذلػ لاستخجامو في التحمية )

 لاوة مؽ بيؽ جسيعمؽ وزن اوراق الشبات ويعتبخ الاكثخ ح%  18-6بيؽ  ما يذكل ىحا السخكب
 Steviosidان  Lutsenko (2016)ذكخ وقج  .(2000 ،خخون وآ Brindle) الاخخى  السخكبات

انو ارخص مؽ  الى بالإضافة، مخة مؽ الدكخوز 400-300بحلاوة عالية قج ترل الى  يستاز 
 وق مع القميل مؽ الظعؼ السخبشكية بعج عسمية التح هد فزلا عؽ  تسي،  الدكخوز بثلاث مخات

(Singh   و  Rao، 2005  ويعج ىحا السخكب مؽ السخكبات البمؾرية التي تتسيد بانيا عجيسة )
يسيائية (، الريغة الك2001، وآخخون  Allamالخائحة وعادة يكؾن عمى شكل مدحؾق ابيض المؾن )

 (.2015،وآخخون   Abdul - Rahman)  C3H60O18 لو 

لجديء الكلايكؾني االكمؾكؾز وتسثل  مؽ ثلاث جديئات مؽ  Steviosidكيسيائيا يتخكب مخكب  
Glycine   في السخكب الكلايكؾسيجي وجديء واحج مؽ Steviol   وىؾ عبارة عؽDiterpene 

carboxyl alcohol    ( Brandle  و Telmer  ،2007 ) (2شكل ) 
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 (: مخكب الدتفيؾل ثشائي التخبيؽ2)ذكل ال

( بان مدمػ البشاء الحيؾي لمدتيفيؾل  يسخ بأربع خظؾات مذتخكة 1999) وآخخون، Richmanذكخ 
 (. 3مع مدمػ البشاء الحيؾي لحامض الجبخليػ )شكل 
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                                               حيؾي لمدتيفيؾل في ( لمبشاء ال MEP)  Methylerythritol- 4-phosphate(: مدمػ 3ذكل )ال
 (  Telmer  ،2007 و  Brandle. )   Stevia rebaudiana ستيفياوراق  نبات ا
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-4بيؽ  اعمى السخكبات الكلايكؾسيجية في اوراق ستيفيا اذ تبمغ ندبتو ما  Steviosid مخكب  جيع
Mukundan  (2003 )و  Sivaramقجر،  ( 2011وآخخون ،  Cacciola)  % )وزن/ وزن(13

في نبات ورق الدكخ الشديجية Rebaudiosid A  و Stevioside ةمحتؾى الكمؾكؾسيجات الحمؾ 
ولاحغا ان الشباتات الشديجية تفؾقت في محتؾاىا مؽ  HPTLCوالبحرية باستعسال جياز 

 % فقط . 3.6% بيشسا اعظت الشباتات البحرية 4.9الكمؾكؾسيجات الحمؾة واعظت 

في   Stevioside تذخيص وتقجيخ محتؾى ( طخيقة استخلاص و 2011واخخون ) Khan درس
  HPLCو  HPTLC عيشات اوراق ستيفيا والسدروعة في البيؾت البلاستيكية باستعسال جيازي 

  1-ممغؼ.مل 1.0-0.1ووجج ان التخكيد كان يتخاوح بيؽ 

 و Stevioside ( بجراسة تؾضح تذخيص وتقجيخ 2012) ,خخون وآ Samaha  وقج اكج
Rebaudiosid A  بيشت الشتائج تفؾق  إذ ،في اوراق ستيفيا Steviosideؾكؾسيجات مؽ بيؽ كل كم

 وجؾد كمؾكؾسيجات مؽ تؼ التحقق. Rebaudiosid A  الدتيفيؾل الذائعة مؽ حيث الكسية  وتلاه 
 و Mathurو 2001 خخون،وآ Bondarev ) في مدارع الكالذ ومدارع السعمقات  التخبيشات الثشائية
Shekhawat  ،2013.)  

في الشباتات السكثخة  Steviol-glycoside( إن مخكبات 2001وآخخون )Bondarev أكج و  
وآخخون  Rajasekaranكسا اشارت نتائج  الشباتات الشامية خارج السختبخ، تكؾن أقل مؽ نديجياً 

  Mathurفي الكالذ ىي اكثخ مؽ السعمقات الخمؾية ، وتؾصل  Steviosideإن كسية  (2008)
في السعمقات الخمؾية خلال  كان مختفعاً  Stevioside( الى ان محتؾى 2013) Shekhawatو

 طؾر الشسؾ الاسي لمخلايا وانخفض في طؾر الشسؾ الثابت .
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            Material and methods السووهاو رائا ووع ال سوو  -3 
       Instrumentالسدووول سمي هوووا دووسة ال  ا وووي  : الأجهوو   3-1  

 : السهاو السدل سمي ها دسة ال  ا ي  3-2   

 الشركت / الونشأ           لوىادا             

ABIOpure 
TM

 Total DNA                ABIOpure , USA   

Absolute Ethanol                             ROMIL pure chemistry , UK  

Agaros , Ethidium Bromide         

Solution (10mg/ml), Go Tag Green 

Master Mix,Nuclease Free Water, 

TAE 40X, Quantiflor dsDNA System. 

 

 

Promega, USA 

 

 

  Mumbai-400086, India الجاهس MSوسط 

 الشركت / الونشأ      الاجهسة                       الأجهسة

 0.1هل ، 1.1انابيب حجن  

 هل 0.2هل و 

Eppendrof Tubes  JET BIOFIL , 

Singapore  

 , Centerifuge Fisher Scientific جهاز الطرد الوركسي 

USA   

   Micropipette Human , Germany الواصت الذقيقت 

 , Vortex Quality Lab System جهاز الوسج

England  

         Water bath            China حوام هائي 

 , Gel Imaging System Major Science جهاز تصىير الجل 

Taiwan 

 Autoclave China الأوتىكلاف    جهاز

 Laminar air flow cabinet USA كابينت سرياى الهىاء 

  OWL Electrophoresis System Thermo , USA جهازالترحيل الكهربائي 

  Quantus Florometer Promega , USA الوطياف الضىئي 

 Refrigerator TEKA , Spain ثلاجتال

  Thermal Cycler BioRad , USA جهاز التذوير الحراري 
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 : ائا ع ال س   3-3

ندتتتتتتتتتتج  للستتتتتتتتت  زتتتتتتتتتي  ختلتتتتتتتتتتر  لل تتتتتتتتت  لمخ  تتتتتتتتتا  لأجريتتتتتتتتت  لمتجتتتتتتتتتالد لمست   تتتتتتتتت    تتتتتتتتتت   لم أ       
نفتتتتتتتتتت    لمشباتيتتتتتتتتتت  / يدتتتتتتتتتتؼ   تتتتتتتتتتؾص فيتتتتتتتتتتاا /  يتتتتتتتتتت  لمتر يتتتتتتتتتت  م   تتتتتتتتتتؾص لمرتتتتتتتتتترز  / جا  تتتتتتتتتت    تتتتتتتتتتام  .

  ل   تتتتتتتتتتتؽ   ستتتتتتتتتتت  جسيتتتتتتتتتتت  لأ إذعتتتتتتتتتتتر   لمت كتتتتتتتتتتتيؼ   ختبتتتتتتتتتتتالل  لمتجريليتتتتتتتتتتت    ازتتتتتتتتتتت  تحتتتتتتتتتتت  للإ
مسشيتتتتتتتتتتؾص لمس تتتتتتتتتا ص م حتتتتتتتتترللا زتتتتتتتتتتي ج تتتتتتتتتا  لمس  تتتتتتتتتتاص يتتتتتتتتتط  لمسذتتتتتتتتتال  ل تتتتتتتتتت  ت  يف تتتتتتتتتا  تتتتتتتتتؾل  لألمس 

 1.04 ط  ضتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتت 0ص 121   لجتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتت  فتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتترللا  Autoclaveلمحتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتترلل  لامبختتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتال 
ثي تتتتتتتتتتي  تر يتتتتتتتتتت  لالإعازتتتتتتتتتت  لمتتتتتتتتتت  إستتتتتتتتتتت سا  لم حتتتتتتتتتتؾ  لأ   قي تتتتتتتتتت   30 مستتتتتتتتتت ا  2-ستتتتتتتتتتؼ/ ي تتتتتتتتتتؾ رلص

ستتتتتتتتتتتت سام ا زتتتتتتتتتتتي لم لل تتتتتتتتتتتت   شتتتتتتتتتتت  إمتتتتتتتتتتتػ مت كتتتتتتتتتتتيؼ لمس يتتتتتتتتتتتتط  لمسذتتتتتتتتتتتال  %  تتتتتتتتتتت  لمحتتتتتتتتتتتر   ذ95
 لمس  ستتتتتتتتتتتت  ل  تتتتتتتتتتتت     Laminar air flow cabinet لختتتتتتتتتتتتا  ا يشتتتتتتتتتتتت  ستتتتتتتتتتتتريا  لم تتتتتتتتتتتتؾل  لمس  تتتتتتتتتتتتؼ 

UV  ستتتتتتتتتتت سا    ) %70ثي تتتتتتتتتتي  تر يتتتتتتتتتت  ي تتتتتتتتتت     تتتتتتتتتت  ا  تتتتتتتتتتتؼ لمسدتتتتتتتتتتت  لتتتتتتتتتتام حؾ  لأ ق 30مستتتتتتتتتت ا
 2  لجتتتتتتتتتتتتتت  فتتتتتتتتتتتتتترللا  Growth roomلم يشتتتتتتتتتتتتتتا  زتتتتتتتتتتتتتتي  رزتتتتتتتتتتتتتت  لمشستتتتتتتتتتتتتتؾ   ففغتتتتتتتتتتتتتت (.  1988

ستتتتتتتتتتتتتتا   عتتتتتتتتتتتتتت ص  8ستتتتتتتتتتتتتتا   ضتتتتتتتتتتتتتتؾ    16  شغتتتتتتتتتتتتتتاص لمزتتتتتتتتتتتتتتؾ   لمغتتتتتتتتتتتتتت ص لمست ايتتتتتتتتتتتتتت   0ص ±25
 مؾ س . 2000   ا إضا ا 

  :  مر   م ا ع الكالس.3-3-1

تؼ لمحرؾ        للع لم امس لمسذت    ؽ   للع لمس   ا  لمخ ؾي   ؽ  ختلر  لل   
ر   طام  لمساجدتير لمخ  ا  للاندج  لمشباتي  /   ي  لمتر ي  م   ؾص لمررز  / جا      ام . متج

) رظف   ل  لم ريؼ  رظا (, لست سالا مبحث   فد  لمتؾصيا  لمتي ل ص    ا لسامت . إذ تؼ 
 يش ( لا تبال ا لندا   ذت    25ترقيؼ  يشا  لم امس لمسش ؾم  لم   سط للا ل     لمبامغ     ا )

  ؽ   للع لمس   ا  لمخ ؾي  مشبا  للاستيفيا لظري   لمشذر.

  وساط الغذائيةتحضير الأ :  3-3-2

   (Murashige ( Mumbai-400086,India) ا  لمج MSا  سط إست س      
Skoog   1962 ) (   1ج) زي لمسا  لمس ظر لحجؼ  لم   فزر لإذلل   ا  كؾنات  إذلل  تا   

  ؽ ثؼ إ سا    تر ي   م Agar 1- رلص. متر 7سكر      1- رلص.متر 30ضيف إمي   شاس   أ
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عيال   1 ؾساط   ح ؾ   5.8- 5.7    ا يؽ  pH ضبط لمريؼ لم  ل جيشي   لمحجؼ لم  متر  لف 
تؼ لست سا    ل لمؾسط زي .  HCl  فا ض لم ي ل   ؾليػ أ NaOH ؽ  ي ل  دي  لمرؾ  ؾص 

-   ؼ.متر NAA +0.5 1-   ؼ.متر 2.0فامت  لمر ب  زي ل ل     للع لم امس ل   ت عيس   تر ي  

1TZD   م رض لمحرؾ      ل  ل   افي   ؽ لم امس  لم   لستخ ص لاف ا زي للاختبالل  لمج يئي
                                                                                                       لم  لئي  لج ا  سا  لأ   س .Steviosid لختبالل  ت   ر  حتؾل ا  ؽ  ر   

 . قي    20مس ا  2-سؼ/  ي ؾ رلص1.04 ض ط  0ص 121  لج  فرللا Autoclave لمس  اص لامبخال

 MS  ( Murashige     Skoog   1962 )( :  كؾنا  لمؾسط لم  لئي 1ج    )

نخشانخشكيض )يهغى.
1-

 ث انًادة انصيغت (

 -أ انعناصش انغزائيت انكبشي

1650 NH4NO3 1- نخشاث الايىنيىو 

1900 KNO3 2- نخشاث انبىحاعيىو 

440 CaCl2. 2H2O 3- كهىسيذ انكانغيىو انًائي 

370 MgSO4.7H2O 4- كبشيخاث انًغنيغيىو انًائيت 

170 KH2PO4  5 انهيذسوجينفىعفاث انبىحاعيىو ثنائيت- 

 -ب انعناصش انغزائيت انصغشي

6.2 H3BO3 1- حايط انبىسيك 

22.3 MnSO4.4H2O 2- كبشيخاث انًنغنيض انًائيت 

8.6 ZnSO4.7H2O 3- كبشيخاث انخاسصين انًائيت 

0.25 Na2MoO4.2H2O 4- يىنبيذاث انصىديىو انًائيت 

0.83 KI 5- أيىديذ انبىحاعيىو 

0.025 CuSO4.5 H2O 6- كبشيخاث اننحاط انًائيت 

0.025 CoCl2.6 H2O 7- كهىسيذ انكىبهج انًائي 

27.8 FeSO4.7 H2O 8- كبشيخاث انحذيذوص انًائيت 

37.25 Na2 EDTA 
اثيهين ثنائي الأيين سباعي حايط انخهيك ثنائي 

 ايلاح انصىديىو
-9 

 -ج انفيخاييناث والاحًاض الايينيت

0.1 (Thiamine–HCl) 1 حايط انهيذسوكهىسيك ثايًين- 

0.5 (Nicotinic acid) 2 حايط اننيكىحينيك- 

0.5 (Pyridoxine–HCl) 3 بايشودكغين حايط انهيذسوكهىسيك- 

2 Glycine 4 كلايغين- 

100 Myo – Inositol 5 يايى اينىعيخىل- 

    

 -1 عكشوص Sucrose غى 30.0

 -2 ياء يقطش H2O نخش 1.0

 -3 اكاس Agar غى 7.0

5.7- 5.8 pH 4 انشقى انهيذسوجيني- 
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 : إوامي أندال الكالس السذلع من ز اعي الس مقات الخمهيي .  3-3-3

لظري تتتتتتتتتتتت  لمشذتتتتتتتتتتتتر ل تتتتتتتتتتتت  لم تتتتتتتتتتتتامس لمسذتتتتتتتتتتتتتل  تتتتتتتتتتتتؽ  لل تتتتتتتتتتتت  لمس   تتتتتتتتتتتتا   لمخ ؾيتتتتتتتتتتتت  أُ  تتتتتتتتتتتتؼ        
 صتتتتتتتؾم ا فجتتتتتتتتؼ فبتتتتتتتت  لمحستتتتتتت  فيتتتتتتتت  لمت ظتتتتتتتت  يظتتتتتتت  لم تتتتتتتتامس    تتتتتتتتا ا  لل ت تتتتتتتا   تتتتتتتت   ستتتتتتتتط 

MS    1-   ؼ.متتتتتتتتتتتتتتتتتتتتر 2.0 تر يتتتتتتتتتتتتتتتتتتت  لمستتتتتتتتتتتتتتتتتتت  ؼ لمرتتتتتتتتتتتتتتتتتتت NAA  +0.5 1-   ؼ.متتتتتتتتتتتتتتتتتتتتر TDZ 
 (.4) لمذكا  ( 2020) لم  ل     

 

 

 

 

 

 

 ( :  رلفا نسؾ  تظؾل لمخظؾ  لمخ ؾي  م ظ  لم امس4 كا )

 :  ال  ا ي الج يئيي 3-4

 ASCo. Learningأجريتتتتتتتتتتتتتتتت  للإختبتتتتتتتتتتتتتتتتالل  زتتتتتتتتتتتتتتتتي  ختلتتتتتتتتتتتتتتتتر لمت تتتتتتتتتتتتتتتت ص لم  ستتتتتتتتتتتتتتتتي         

center Guide  ت انتتتتتتتتتتت  لمتزتتتتتتتتتتتا   لم ذتتتتتتتتتتتؾلئي لمست تتتتتتتتتتت    لمحالثيتتتتتتتتتتت  . أ تستتتتتتتتتتت         زتتتتتتتتتتتي ل تتتتتتتتتتت ل
( م  ذتتتتتتتتتتت   تتتتتتتتتتتؽ للإخت زتتتتتتتتتتتا  لمؾللثيتتتتتتتتتتت   تتتتتتتتتتتيؽ لمشبتتتتتتتتتتتا   RAPD) اندددددددددددذنالأ تتتتتتتتتتتكا  مد دتتتتتتتتتتت   

للاص  لم تتتتتتتتتامس لمشتتتتتتتتتاتل  تتتتتتتتتؽ للاص  لم تتتتتتتتتامس لمسذتتتتتتتتتتل  تتتتتتتتتؽ  لل تتتتتتتتت   لمس   تتتتتتتتتا  لمخ ؾيتتتتتتتتت  مشبتتتتتتتتتا  
 للإستيفيا .

 

 

 

A B C 

 12إستخدام قطع الكالس للتحليل بعمر 

 إسبوع بعد إعادة الزرع

نقل قطع الكالس في الصورة الى الوسط 

 غذائي جديد لنموها 

من زراعة المعلقات  تطور قطع الكالس

يوم بعد  21الخلوية بطريقة النشر بعمر 

 الزراعة 
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     DNA Extractionنا  : ا لخلاص ال  3-4-1

لمسذتتل  تؽ   تامسلملأ لل     لمسدتح   تؽ  امسلم   للإستيفيالم يشا  م ا  ؽ أ لل  نبا  لمدكر   خ أُ   -1
فدتت  لمتت  لمسختلتتر م تترض إستتتخ   لمحتتا ض لمشتتؾ    ش تتا مشبتتا  للإستتتيفيا لمس   تتا  لمخ ؾيتت    لل تت 

 .ABIO pure ر تؾ ؾ  إستخ   
 تا كر ميتر  200   -1   ؼ/ تا Proteinase K 20  يكر ميتتر  تؽ  ح تؾ  أنت يؼ  ر تيشيت   20لخت   -2

   تتؼ  تتؽ  100م ترض  زتتؼ لملتتر تيؽ   نحت   لمخ  تتا  لضتتيف  لمت   Buffer  BL تؽ  ح تتؾ   لل  
 فزتش  لم يشتا   Vortex  لمست   لم يشت  لمسؾجتؾ ا زتي لنلؾ ت  إ شت ل      ت  ا   جت  لاستتخ لص ج تا 

 سا   . 24مس ا  0ص 56 ش  
 ئت   شدتب   Vortex ؽ  حؾ  للا ثانؾ  لمسظ ل لم  لم يشا  ثؼ   ج  لج تا    يكر ميتر 200لضيف  -3

 لامسئ  . 
زي ج ا  لمظر  لمسر ت   مست ا  قي ت  لم  لنلؾد لمجس  لمر ير لح ل ثؼ  ض   ن     جسي  لمسخاميط  -4

   لا لام قي ت  (  تتؼ إستتل ل  أنلتؾد لمجست  8000)أ ثتر  تؽ  xg6000  لفت ا  شت  ستر     لل  تل تغ  
 لانلؾد جس  ج    .

لمتت  لنلتؾد لمجستت  لمرت ير ثتتؼ  ضت  زتتي  Buffer  BW تتؽ لمسح تؾ  لمتت لل    تا كر ميتر 600لضتيف  -5
    لا لام قي ت  ( ثتؼ إستتل  8000) أ ثتر  تؽ   xg6000 ج ا  لمظر  لمسر ت   مست ا  قي ت   لفت ا  شت  

 لنلؾد لمجس  لانلؾد ج    .
ثؼ  ض  زي ج ا  لمظر  لمسر    مس ا  قي    لفت ا Buffer   TW ا كر ميتر  ؽ  ح ؾ  700لستخ ص  -6

مجت   لم  تؾ  )لمرل ت  (  ل يت  تثليت    لا لام قي ت  (  ثتؼ ستك  ل  8000) أ ثتر  تؽ   xg 6000  شت  
 نلؾد لمر ير لانلؾد لمجس  .لأُ 

( مس ا  xg  13000 ض  للانلؾد لمر ير زي  ج ا  لمظر  لمسر        لمدر   لم ا     ) أ ثر  ؽ -7
 ؽ لم يش  ثؼ  ضت  للانلتؾد لمرت ير   Elution Buffre  قي    لف ا لإ لم   ا تب    ؽ  ح ؾ  لم دا 

  ا . 1.5أ ش ل   ج    فجؼ  ج ل زي لنلؾد 
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لم  لم يشا    تؼ فزش ا مست ا  قي ت   لفت ا   Buffre  AE ا كر ميتر  ؽ  ح ؾ  لم لل   100لضيف  -8
        لا لام قي تت  مستت ا 5000زتتي ج تتا  لمظتتر  لمسر تت   لدتتر   تل تتغ  شتت   لجتت  فتترللا لم رزتت  ثتتؼ  ضتت   

  يائل .  5

 . ال نا: قياس تئكي  رنقار  الحامض الشهري  3-4-2

قتتتتتتتتتتتتتتيس تر يتتتتتتتتتتتتتت  لمتتتتتتتتتتتتتت نا م  يشتتتتتتتتتتتتتتا  ييتتتتتتتتتتتتتت  لم للستتتتتتتتتتتتتت  لاستتتتتتتتتتتتتتت سا  ج تتتتتتتتتتتتتتا  لمسظيتتتتتتتتتتتتتتا           
لمسج تتتتتتتتتتتتتتتتت   تتتتتتتتتتتتتتتتتؽ Nano drop–spectrophotometer لمزتتتتتتتتتتتتتتتتؾئي ذ  لم ظتتتتتتتتتتتتتتتتترا لمشانؾيتتتتتتتتتتتتتتتتت  

نتتتتتتتتتتتتتانؾ يتر أ تتتتتتتتتتتتا لمش تتتتتتتتتتتتتا ا زت تستتتتتتتتتتتت    تتتتتتتتتتتتت   260  ظتتتتتتتتتتتتؾ   تتتتتتتتتتتتؾجي  Bio Dropيلتتتتتتتتتتتتا  تتتتتتتتتتتتر   
نتتتتتتتتتتتتتانؾ يتر   إذ  280   260لمشدتتتتتتتتتتتتتب   تتتتتتتتتتتتتيؽ يرلئتتتتتتتتتتتتتتي لمج تتتتتتتتتتتتتا    تتتتتتتتتتتتت  لمظتتتتتتتتتتتتتؾميؽ لمستتتتتتتتتتتتتؾجييؽ 

              ل تتتتتتتتتتتتتتتتت  ا  ضتتتتتتتتتتتتتتتتت    TE تتتتتتتتتتتتتتتتتا كر ميتر  تتتتتتتتتتتتتتتتتؽ  ح تتتتتتتتتتتتتتتتتؾ   2صتتتتتتتتتتتتتتتتتفر لمج تتتتتتتتتتتتتتتتتا   ؾضتتتتتتتتتتتتتتتتت  
  ناتلمج تتتتتتتتتتا  جري قيتتتتتتتتتتا  تر يتتتتتتتتتت   ن تتتتتتتتتتا ا لمتتتتتتتتتتلم يشتتتتتتتتتتا  زتتتتتتتتتتي  تتتتتتتتتت لا  لمتتتتتتتتتت نا تتتتتتتتتتا كر ميتر  تتتتتتتتتتؽ  2

   .1.91    ش ا ا ميتر  ا كر   / ا كر  رلص 59-10 ي  ترل ح تر ي  لم يشا   يؽ 

  RAPD: تحزيئ الباو ات ال ذها يي للقاني   3-4-3

تتتتتتتتتتتؼ لمحرتتتتتتتتتتؾ   RAPDلتتتتتتتتتتا    ذتتتتتتتتتتؾلئي مت انتتتتتتتتتت   15ل تستتتتتتتتتت   زتتتتتتتتتتي  تتتتتتتتتت   لم للستتتتتتتتتت           
 ا   تتتتتتتتتتتتتتتك ي ل  مس رزتتتتتتتتتتتتتتت  أ   ش تتتتتتتتتتتتتتتا ت كتتتتتتتتتتتتتتتس ت تتتتتتتتتتتتتتت  )  (Korea Bioneer  ي تتتتتتتتتتتتتتتا  تتتتتتتتتتتتتتتؽ  تتتتتتتتتتتتتتتر  

Polymorphism  لم يشتتتتتتتتتتتتتتا  لمس ل ستتتتتتتتتتتتتت  .إذ تتتتتتتتتتتتتتتؼ إذللتتتتتتتتتتتتتت   تخفيتتتتتتتتتتتتتتف لمبا ئتتتتتتتتتتتتتتا    نتتتتتتتتتتتتتتازتتتتتتتتتتتتتتي
 10 فدتتتتتتتتتتتتت   تتتتتتتتتتتتتا تر يتتتتتتتتتتتتت   ثلتتتتتتتتتتتتت    تتتتتتتتتتتتت  لملتتتتتتتتتتتتتؾل   . أختتتتتتتتتتتتت  س ظتتتتتتتتتتتتتر للا تتتتتتتتتتتتتؾني لامستتتتتتتتتتتتتا  لم

 تتتتتتتتتتتتا كر ميتر ؽ لمستتتتتتتتتتتتا  لمس ظتتتتتتتتتتتتر  90 تتتتتتتتتتتتا كر ميتر  تتتتتتتتتتتتؽ  ح تتتتتتتتتتتتؾ  لمبتتتتتتتتتتتتا    خفتتتتتتتتتتتت  لإضتتتتتتتتتتتتاز  
  ا كر ميتر . 100ميكؾ  لمتر ي  لمش ائي  ؾني لأ

 PCRل يشات الشباتيي مع الباو ات ال ذها يي با ل سال جهاز ا ونا : تزاعف  3-4-4

 آختتتتتتتتتتتتتر    Williamsلجريتتتتتتتتتتتتت   ازتتتتتتتتتتتتت  تفتتتتتتتتتتتتتا    لمتزتتتتتتتتتتتتتخيؼ لم ذتتتتتتتتتتتتتؾلئي  ز تتتتتتتتتتتتت  لمتتتتتتتتتتتتت         
 جرل  لمتفا ا لا    ؽ تؾلزر لمسحاميا  لمسؾل  للاتي  :(    لإ1993)

   Master Mixخ يط لمتفا ا لمرئيس  -1
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 G2-Green master mixنتتتتتتتتتتتؾع  ( 2جتتتتتتتتتتت   ) لستتتتتتتتتتتت سا خ تتتتتتتتتتتيط لمتفا تتتتتتتتتتتا لمتتتتتتتتتتترئيس      
 ( . (  Promega, USA  ر   لمسج    ؽ   

 G2 – Green master mix(: يكىناث 6انجذول )

  ا كر ميتر تفا ا 25لم سي  محجؼ  لمسكؾ  
Taq DNA polymerase 

dNTPs (dATP, dCTP,dGTP dTTP) 

pyrophosphatase andpyrophosphate 

PCR Buffer with 2mM MgCl2 

Stabilizer and tracking dye 

  ف ا 1
  ا كر  ؾلال 250

     Primersلمبا ئا  لم ذؾلئي     -2
لمسلتتتتتتتتتتتتتتتيؽ أستتتتتتتتتتتتتتتسائ ا  تتتتتتتتتتتتتتتتتال   نتتتتتتتتتتتتتتتؾع لم ؾل تتتتتتتتتتتتتتت   ( 3لتتتتتتتتتتتتتتتا   )جتتتتتتتتتتتتتتت     15ستتتتتتتتتتتتتتتت سا أُ 

زتتتتتتتتتتي ت انتتتتتتتتتت  لمتزتتتتتتتتتتا   لم ذتتتتتتتتتتؾلئي لمست تتتتتتتتتت   لمسدتتتتتتتتتتت س   لمسكؾنتتتتتتتتتت  م تتتتتتتتتتا  لمشتر جيشيتتتتتتتتتت  
 .( RAPDللا كا  مد د   لم نا )

 RAPD( : انبادئاث انعشىائيت انًغخعًهت في حقانت 7انجذول )

 ث إسن البادئ التسلسل "3-"5

GTGATCGCAG OPA-10 1 

CTCACCGTCC OPC-09 2 

GACGGATCAG OPC-15 3 

CACACTCCAG OPC-16 4 

CTGGACGTCA OPW-07 5 

GTGACCGAGT OPW-09 6 

CAAAGCGCTC OPW-19 7 

TTCCGCCACC OPX-02 8 

TGGCGCAGTG OPX-03 9 

CAGTICTGGC P-168904 10 

CCACCGCCAG P-168906 11 

CAGTICGAGG P-168910 12 

AAACAGCCCG SIGMA-5383-043 13 

TGGAAGAGGC SIGMA-5383-064 14 

TCGGAGTGGC SIGMA-5383-091 59 
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   لمترفيتتتتتتتتتتتا لم  ر تتتتتتتتتتتائي مشتتتتتتتتتتتؾلتل لملتتتتتتتتتتتؾل    ترتتتتتتتتتتتؾير   تح يتتتتتتتتتتتا لمحتتتتتتتتتتت ص م تتتتتتتتتتتا  يشتتتتتتتتتتت  نباتيتتتتتتتتتتت -3
 تي  : تذسا طري   لم سا لمخظؾل  للآ

 (  4 كؾنا   لمخ يط لمسليش  زي لمج    )     ج أ لا  :

   PCR – RAPD( : يكىناث خهيط حفاعم  8انجذول )                      

 يايكشونيخش(انحجى نعينت واحذة ) انًكىناث

  G2- Green master mixخهيط انخفاعم انشئيظ 

 انبادئ

 عينت دنا

 ياء يقطش ايىني   

 

10 

1.5 

4 

4.5 

 20 حجى انخفاعم اننهائي 
 

ؼ نلتتتتتتتتت  لمخ تتتتتتتتتيط لاستتتتتتتتتتخ لص ج تتتتتتتتتا  لمظتتتتتتتتتر  لمسر تتتتتتتتت   مثتتتتتتتتتؾلني مجستتتتتتتتت   حتؾيتتتتتتتتتا  ثانيتتتتتتتتتا  : تتتتتتتتتت
لمتتتتتتتتتتتتتت  ير لمحتتتتتتتتتتتتترلل  ن  تتتتتتتتتتتتت  لم يشتتتتتتتتتتتتتا  لمتتتتتتتتتتتتت  ج تتتتتتتتتتتتتا  .نلؾ تتتتتتتتتتتتت  لأُ  لمتفا تتتتتتتتتتتتتا زتتتتتتتتتتتتتي ي تتتتتتتتتتتتتر

Thermo cycler  ملتتتتتتتتتتتتتت   لمتفا تتتتتتتتتتتتتتا لمتزتتتتتتتتتتتتتتا في  فدتتتتتتتتتتتتتت  خظتتتتتتتتتتتتتتؾل   رنتتتتتتتتتتتتتتا ل لمل ستتتتتتتتتتتتتترا
 (. 5لمسؾضح  زي لمج    )

 ( :  يشاحم انخفاعم انخضاعفي في جهاص انبهًشة انًخغهغم9انجذول )  

 

 

 

 انًذة انضينيت  دسجت انحشاسة )و( انًشحهت ث

 )دقيقت(

 عذد انذوساث 

5 

 

Pre- 

  Denaturation 

48 9 5 

6 Denaturation 48 5 84 

7 Annealing 7: 5 84 

8 Extension ;6 5 84 

9 Final extension ;6 9 5 
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     DNA Ladder: ال لي  الحجسا  3-4-5   

يتتتتتتتتتتتتتتتتتت ل  للا  ل  لمج يئيتتتتتتتتتتتتتتتتتت   نؾعيتتتتتتتتتتتتتتتتتت  لمتتتتتتتتتتتتتتتتتت نا لمس تتتتتتتتتتتتتتتتتت     لختبتتتتتتتتتتتتتتتتتتال لمبا ئتتتتتتتتتتتتتتتتتتا             
لم ذتتتتتتتتتؾلئي  لمسدتتتتتتتتتت س    ترفي  تتتتتتتتتا لم  ر تتتتتتتتتائي   تتتتتتتتت   تتتتتتتتت ص للا تتتتتتتتتال   م  يشتتتتتتتتتا  لتتتتتتتتتامتؾل    تتتتتتتتت  

لمس تتتتتتتتر     نتتتتتتتت  لمج يئتتتتتتتتي  لمتتتتتتتت نا   تتتتتتتتر     ج يئتتتتتتتتي  ت تتتتتتتتؾ   تتتتتتتتؽ يظتتتتتتتت  لمحتتتتتتتتا ض لمشتتتتتتتتؾ   
 Koreaيظتتتتتتتتتتتتت   خت فتتتتتتتتتتتتت   لمتتتتتتتتتتتتت   ج تتتتتتتتتتتتت   تتتتتتتتتتتتتؽ  تتتتتتتتتتتتتؽ يلتتتتتتتتتتتتتا  تتتتتتتتتتتتتر     لمس ظتتتتتتتتتتتتت  لان يستتتتتتتتتتتتتا 

Bioneer إذ لستتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتت سا    تتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتر     ج يئتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتي  DNA Ladder 100 bp   ذ  ل  ل
ف  تتتتتتتتتتتتتتت    ستتتتتتتتتتتتتتتتا  11    يا تتتتتتتتتتتتتتتت   (  لمسكتتتتتتتتتتتتتتتؾ   تتتتتتتتتتتتتتتتؽ  1500 – 100ج يئيتتتتتتتتتتتتتتت    ر زتتتتتتتتتتتتتتت  )

  تتتتتتتت  لفتتتتتتتت  جؾلنتتتتتتتت  لم تتتتتتتت ص   شتتتتتتتت   لضتتتتتتتتيف لمتتتتتتتت  لمحفتتتتتتتترا لمسخررتتتتتتتت  متتتتتتتت ( 5)لمذتتتتتتتتكا لتتتتتتتتيؽ 
يظتتتتتتتت    ر زتتتتتتتت  لمتتتتتتتتؾ   لمج يئتتتتتتتتي   رستتتتتتتتؼ  شحشتتتتتتتت  لم  يتتتتتتتت   تتتتتتتتيؽ  تتتتتتتت    س يتتتتتتتت  لمترفيتتتتتتتتا تغ تتتتتتتتر 

لمتتتتتتتتتتتؾ   لمج يئتتتتتتتتتتتتي م تتتتتتتتتتتت ميا لمحجستتتتتتتتتتتتي )لمسحتتتتتتتتتتتؾل لمدتتتتتتتتتتتتيشي (  لمسدتتتتتتتتتتتتاز  لمس ظؾ تتتتتتتتتتتت  لامترفيتتتتتتتتتتتتا 
  لم  ر ائي )لمسحؾل لمرا   ( مت   ر للا  ل  لمج يئي  مشؾلتل تفا ا لمل سرا .

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 DNA Ladder 1500bp ( : انذنيم انحجًي 9شكم )
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   Electrophoresis  ا  : تئحي  ال يشات كهئبا ي 3-4-6

  تتتتتتتتتتتتؼ إ تستتتتتتتتتتتا  لم جتتتتتتتتتتترا  PCRلمتتتتتتتتتتتت  يظتتتتتتتتتتت  لمتتتتتتتتتتت نا لإستتتتتتتتتتتت سا  ج تتتتتتتتتتتا  ل تتتتتتتتتتت  تزتتتتتتتتتتتخيؼ         
  تستتتتتتتت ل    PCR تتتتتتتتا  لمتتتتتتتتت   تتتتتتتتال   مت  يتتتتتتتت   جتتتتتتتتؾ  لمتزتتتتتتتتخيؼ . لم  ر ائيتتتتتتتت   ؾلستتتتتتتتظ   تتتتتتتت ص لأ

   يا       عيال لم نا لمسدتخ   .

 Solutions: السحالي  :  3-4-7

 (1-   ؼ. ا10   ر  ي  للإثي  ؾص ) 1X TAE ح ؾ   لل           

    Preparation of agarose: تحزيئ الأكا رز   3-4-8

 . Beaker زي   TAE buffer ا  ؽ  100تؼ أخ   -1
 .  Beaker%( أ ال   لم  1 ؼ ) 1لضيف  -2
تتتتتتتتتتؼ تدتتتتتتتتتخيؽ لمسح تتتتتتتتتؾ  لمتتتتتتتتت   لجتتتتتتتتت  لم  يتتتتتتتتتا  لاستتتتتتتتتتخ لص ج تتتتتتتتتا  لمستتتتتتتتتا كر يف فتتتتتتتتتت   -3

 تس  إذلل  جسي  جديسا  لم  ص . 
 ( لمتتتتتتتتتتتتتتتت  1-   ؼ. تتتتتتتتتتتتتتتتا 10 تتتتتتتتتتتتتتتتا كر ميتر  تتتتتتتتتتتتتتتتؽ  ر  يتتتتتتتتتتتتتتتت  للا ثيتتتتتتتتتتتتتتتت  ؾص ) 1لضتتتتتتتتتتتتتتتتيف  -4

 لأ ال   .
 تؼ تحريػ لأ ال  م ي  تؼ خ ظ     تجش  ف  ث لمف ا ا  . -5
 .0ص 60- 50ترك لمسح ؾ  ميلر  فت   لج  فرللا  -6

     Casting of the horizontal agarose    : صب دلام الأكا رز الأهقا 9 -3-4

تؼ ص   ح ؾ  لأ ال   زي فؾض لم  ص ل   أ  تؼ   تل   تتا لمحتازتيؽ لإفكتاص لاستتخ لص           
 قي ت     يت  تست  إ لمت   30فت   تر    ش   لج  فرللا لم رز  مست ا  أ رط  س يؾزا   ترك لأ ال  

-1X TAEلمسذتط ل شا ت    ضت  لم ت ص زتي فتؾض لمترفيتا لمحتا     ت  لمسح تؾ  لمستشغؼ لمكياستي 
electrophoresis buffer  ؼ زؾ  سظ  لم  ص . 5-3لتفاع فت   را لم  ل   
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        DNA Loading     ذنال: تحسي  ا 3-4-10 

ف  تتتتت   11( لمسكؾنتتتتت   4 تتتتتا كر ميتر  تتتتتؽ    تتتتترل  لمحجتتتتتؼ لمج يئتتتتتي )  تتتتتكا  5.0 تتتتت              
 ضتتت   زتتتي لمحفتتترا  تتتا كر ميتر  تتتؽ صتتتب   لمتحسيتتتا    5.0    يا تتت   (  تتت   1500-100)أ  لن تتتا

( ل ت  أ    جت   ت  لمرتب    25-1  ض   زي لمحفتر لأختري )   PCRنتائل  لأ م     مػ    
 تتؽ  نا  تحتترك لمتتت إذ قي تت     75( مستت ا  2زؾمتت  .ستتؼ 1زؾمتت  ) 100  رضتت  متيتتال   ر تتائي لس تت لل 

لم ظ  لمدام  لم  لم ظ  لمسؾجت     تتؼ لؤيت  لمحت ص لمسرتلؾ    لر  يت  للإثيت  ؾص زتي لم ت ص لتام يؽ 
        .   Gel imaging systemج ا  ترؾير لم  ص  لمسجر ا لاستخ لص لإستخ لص

  RAPD: تحمي  نلا ج   3-4-11

لمتتتتتتتتتتتتتي ع تتتتتتتتتتتتر  زتتتتتتتتتتتتي لم تتتتتتتتتتتت ص ل تتتتتتتتتتتت  تحؾيتتتتتتتتتتتتا لمشتتتتتتتتتتتتتائل  RAPDف  تتتتتتتتتتتت  نتتتتتتتتتتتتتائل          
زتتتتتتتتتي  يا  تتتتتتتتتا  0 شتتتتتتتتت   جتتتتتتتتتؾ  لمح  تتتتتتتتت    1لمتؾصتتتتتتتتتيفي  لمتتتتتتتتت   يانتتتتتتتتتا  ليسيتتتتتتتتت   ؾضتتتتتتتتت  ليتتتتتتتتتؼ 

لاستتتتتتتتتتتتخ لص للإصتتتتتتتتتتت لل  RAPDأستتتتتتتتتتتا  لمحجتتتتتتتتتتتؼ   ثتتتتتتتتتتتؼ تتتتتتتتتتتتؼ تح يتتتتتتتتتتتا  رتتتتتتتتتتتفؾز  لمتتتتتتتتتتتت  تتتتتتتتتتت  
 (Numerical Taxonomy System تتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتؽ لمح  تتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتت  للإفرتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتائي   2.1

NTSYS-pc  .   لمليانتتتتتتتتتتتتتتا  محدتتتتتتتتتتتتتتاد لمتذتتتتتتتتتتتتتتال  لمجيشتتتتتتتتتتتتتتي  لختتتتتتتتتتتتتتا  رتتتتتتتتتتتتتتفؾز   أُستتتتتتتتتتتتتتخ
   تتتتتتتتتتؼ إنذتتتتتتتتتا   خظتتتتتتتتتط Jaccardلأنتتتتتتتتتؾلع  فيستتتتتتتتتا  يش تتتتتتتتتا لستتتتتتتتتتشا ل  لمتتتتتتتتت    تتتتتتتتتا    تذتتتتتتتتتال  

لاستتتتتتتتتتتتخ لص طري تتتتتتتتتتت   جسؾ تتتتتتتتتتت  لمتتتتتتتتتتت     ندتتتتتتتتتتت    25ض لم  يتتتتتتتتتتتا   تتتتتتتتتتتيؽ ل ر لإستتتتتتتتتتتت ير   تتتتتتتتتتتج
 ستتتتتتتتتتتا تتتتتتتتتتتتؼ فدتتتتتتتتتتتاد لمشدتتتتتتتتتتتب   (.  UPGMA يتتتتتتتتتتتر لمسؾ  نتتتتتتتتتتت   تتتتتتتتتتت  لمستؾستتتتتتتتتتتط لمحدتتتتتتتتتتتا ي )

 لمسئؾي  م ت      لمذك ي  م با    ؽ خ   لمس ا م  للاتي :

لمشدتتتتتتتتتب  لمسئؾيتتتتتتتتت  )%( لمت    تتتتتتتتت  لمذتتتتتتتتتك ي  م تتتتتتتتتتا لتتتتتتتتتا      ) تتتتتتتتت   لمحتتتتتتتتت ص لمستبا شتتتتتتتتت  زتتتتتتتتتتي 
 . x 100لمبا   / لم    لم  ي مح ص لمبا  ( 

 تؼ فداد لمشدب  لمسئؾي  م   لا لمتسيي ي  م ا لا   فد  لمس ا م  للاتي :

  لمحتتتتتتتتتت ص لم تتتتتتتتتت لا لمتسيي يتتتتتتتتتت  م تتتتتتتتتتا لتتتتتتتتتتا   )%(   ) تتتتتتتتتت   لمحتتتتتتتتتت ص لمستبا شتتتتتتتتتت  م بتتتتتتتتتتا   /  تتتتتتتتتت 
 .x  100لمستبا ش  م ا لمبا ئا (
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 أ ا لمشدب  لمسئؾي  م فا ا  ا لا   زتؼ فدا  ا فد  لمس ا م  للآتي  :

 فتتتتتتتتتا ا  تتتتتتتتتا لتتتتتتتتتا   )%(   )لم تتتتتتتتت   لم  تتتتتتتتتي محتتتتتتتتت ص لمبتتتتتتتتتا   / لم تتتتتتتتت   لم  تتتتتتتتتي محتتتتتتتتت ص  تتتتتتتتتتا 
 . x  100لمبا ئا ( 

Grundmann)   1995    (  آخر. 

ر اق نبوووووووووووووات هوووووووووووووا أ Steviosid: تقووووووووووووو يئ محلوووووووووووووه  الدلي ه ووووووووووووواي   3-5
 ووووووووولخ ام تقانوووووووووي لس اله قووووووووي رم مقاتهوووووووووا الخمهيووووووووي   ب  وووووووولي يا ركوووووووووا

 High-Performanceالاواء  عووووووووووووووووالا كئرماتهكئافيووووووووووووووووا الدووووووووووووووووا  

Liquid Chromatography (HPLC)  

ؾل   لم تتتتتتتتتت   لمستتتتتتتتتتأجتتتتتتتتتر   تتتتتتتتتت ل لم ستتتتتتتتتتا زتتتتتتتتتتي   للا لم  تتتتتتتتتتؾص  لمت ش ؾجيتتتتتتتتتا /  ر تتتتتتتتتت  لحتتتتتتتتتتؾث        
 التتتتتتتتتتتتاني  HPLCستتتتتتتتتتتتتخ ص ج تتتتتتتتتتتتا  لمظليتتتتتتتتتتتت   لمرتتتتتتتتتتتتي لاني  لإجتتتتتتتتتتتترل  لمتح تتتتتتتتتتتتي   لمسختلريتتتتتتتتتتتت  . أ

 Liquid Chromatography Shimadzu  (LC-2010لمسشذتتتتتتتتتتتتتتتتتت   تتتتتتتتتتتتتتتتتتؽ نتتتتتتتتتتتتتتتتتتؾع 

AHT-Auto  م يشتتتتتتتتتتتتا  ( زتتتتتتتتتتتتي لم ذتتتتتتتتتتتت   تتتتتتتتتتتتؽ لم   كؾستتتتتتتتتتتتي ل  زتتتتتتتتتتتتي لمسدتتتتتتتتتتتتتخ   لمشبتتتتتتتتتتتتاتي
 . Stevia rebaudiana نبا  

 تحزيئ ال يشات رشسمت كلآ مسا يأتا . : 3-5-1

 لمسختلر لملي  لمشباتي زي صي   لخا لمس ل    زي ألأص  لل  لمشبا  أ - أ
 1-   ؼ.متتتتتتتتتتتتتر 2.0لمسدتتتتتتتتتتتتح   تتتتتتتتتتتؽ ل لل  لمشباتتتتتتتتتتتتتا  لمشتتتتتتتتتتتا ي   تتتتتتتتتتت   ستتتتتتتتتتتط  لم تتتتتتتتتتتامس - د

NAA +0.5 1-   ؼ.متتتتتتتتتتتتتتتر TDZ    ؼ.متتتتتتتتتتتتتتتر 30  تتتتتتتتتتتتتت  ؼ  تر يتتتتتتتتتتتتتت   تتتتتتتتتتتتتتؽ لمدتتتتتتتتتتتتتتكر -

  ؾص. 30ل سر  1
 2.0س   تتتتتتتتتا  لظري تتتتتتتت  لمشذتتتتتتتتر  لمستتتتتتتت لص   تتتتتتتت   ستتتتتتتتتط لم تتتتتتتتامس لمسذتتتتتتتتتل  تتتتتتتتؽ  لل تتتتتتتت  لم -  

 . TDZ 1-   ؼ.متر NAA +0.5 1-   ؼ.متر
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 تقشيوي كئرمواتهكئاها الدوا   عووالا با ولخ امالدلي ه واي   ولخلاص رهرو  :إ 3-5-2
 . HPLCالاواء  

  دتتحؾ    تتؼ  تتؽ 1 أُستتتخ   ( 2013 آختتر   ) Lenisتتتؼ للإستتتخ   فدتت  طري تت             
 رض لمسدتخ   لم  ثؼ  (0ص 35 ا ا ص ب  )زي  6-1لمؾلي   لم امس لامسا   ش  ع لأ ؾنا   شدب  

لج تا  تؼ طر  لمسدتخ   ل ت  ا  قي    25لم سا مس ا  %  ؽ   لل  60 ؾجا  زؾ  لمرؾتي   ش  
 لمتتت  م س امجتتت  لتتتامفحؼ لإ لمرل تتت   تتترض.  قي تتت   15  لا /  قي تتت  مستتت ا  7500لمظتتتر  لمسر تتت    شتتت  

نتؾع  تا  تؽ للا ثتانؾ   1.0ل لم يشتا  لمسجففت  زتي يت   تا ا تا  يلا لمتبخر تح  لمتفريغ . تؼ إ لمرب 
HPLC    ض  ا زي ج ا  لمس     ثؼ  رل لمخ يط  ؽ خ    ر  Sep-pak cartridge filter  

 يشتا   سث ت   تا   تؽ   تا كر ميتر  20ف تؽ    محيؽ للإست سا   0ص 4 يكر  يتر  تخ يش   ش   2.5
 ا   ز ت  HPLC زتي ج تا   م سجا ي  لمؾللثيت  )  ز تا  م  للست  لمج يئيت  لمتتي تتؼ  للستت ا زتي  ت ل لمبحت (

 .م حام  لمسث   

 Stevioside: اللذووووووووووووووخيم راللقوووووووووووووو يئ الكسووووووووووووووا لمدلي ه وووووووووووووواي   3-5-3
 . HPLCالدا   عالا الاواء بلقشيي كئرماتهكئاها 

أجريتتتتتتتتتتتت   س يتتتتتتتتتتتت  لمفرتتتتتتتتتتتتا  لمتذتتتتتتتتتتتتخي  مسر بتتتتتتتتتتتتا  ستيفؾستتتتتتتتتتتتا   لمسدتخ رتتتتتتتتتتتت   تتتتتتتتتتتتؽ          
لمدتتتتتتتتتتتتتائا  لاستتتتتتتتتتتتتت سا  ج تتتتتتتتتتتتتا   ر  اتؾ رلفيتتتتتتتتتتتتتا(  1-3-3لم يشتتتتتتتتتتتتتا  لمسشتخبتتتتتتتتتتتتت  زتتتتتتتتتتتتتي لمف تتتتتتتتتتتتترا) 

تر يتتتتتتتتتتت   تتتتتتتتتتت   (  تتتتتتتتتتتؽ ختتتتتتتتتتت   فدتتتتتتتتتتتاد  دتتتتتتتتتتتاف  لمسشحشيتتتتتتتتتتتا   تح  تتتتتتتتتتت   HPLC تتتتتتتتتتتامي للا ل  )
  لس النتتتتتتتتتتتتت   ترل يتتتتتتتتتتتتت   ر بتتتتتتتتتتتتتا  لمدتيفؾستتتتتتتتتتتتتا    سيتتتتتتتتتتتتتا  لمسر بتتتتتتتتتتتتتا  ل س يتتتتتتتتتتتتت   لفتتتتتتتتتتتتت ا . إذ يتتتتتتتتتتتتت ل 
ف  تتتتتتتتتتتت  لمشستتتتتتتتتتتتؾذ  إ تستتتتتتتتتتتتا آ   تتتتتتتتتتتت  (  تتتتتتتتتتتت   دتتتتتتتتتتتتاف  4 دتتتتتتتتتتتتاف  لمستتتتتتتتتتتتا ا لمكياستتتتتتتتتتتتي  )لمذتتتتتتتتتتتتكا 

  :لم انؾ  للاتي 

/هزززززززززززل تركيزززززززززززس النوزززززززززززىرج هايكرو رام
-1 

=
 يغاحت حضيت اننًىرج

  يغاحت اننًىرج انقياعيت
    X  رج ىتركيزززززززززززس النوززززززززززز

 هراث التخفيف  عذد  Xالقياسي  

 (2جري   س ي  لمتذخي   زل عر   لمتذخي  لمسليش  زي لمج    )أ 
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SHIMADZU10AV-LC نتتتتتتتتتتتتتتتتؾع  HPLCلستتتتتتتتتتتتتتتتت سا ج تتتتتتتتتتتتتتتتا     ( لمستتتتتتتتتتتتتتتت    لسزتتتتتتتتتتتتتتتتختيؽ ( 
-UV-Vis 10 Aلسكيتتتتتتتا  لمظيتتتتتتتف لمزتتتتتتتؾئي LC-10A shimadzu   تر   تتتتتتت  نتتتتتتتؾع

SPD   245 شتتتتتتتتتتتتت  طتتتتتتتتتتتتتؾ   تتتتتتتتتتتتتؾجي nm  جتتتتتتتتتتتتت    تتتتتتتتتتتتتتؼ قيتتتتتتتتتتتتتا  لمسر بتتتتتتتتتتتتتا  لمسفرتتتتتتتتتتتتتؾم   لمخال
ل ستتتتتتتتتتتؾ    CR-6A  تتتتتتتتتتامل  يانتتتتتتتتتتتا  نتتتتتتتتتتتؾع لاستتتتتتتتتتتتخ لص  تتتتتتتتتتؽ لم ستتتتتتتتتتتؾ   لستتتتتتتتتتؼ لم ر  تتتتتتتتتتتاتؾ رل   

 زرا    ني ذ  لمسؾلصفا  لمتامي  :

  لمظؾل لمثا           نؾعC-18  
           50×20لل ا mm  3D 
    ا كر  تر  3فجؼ لم يائل  

  لمسر با  لمسفرؾم   ؽ لم يشا              Stevioside( : عر   تذخي  لمشساذ  لمكياسي   ؽ 6لمج   ) 

 لمسشتخب  .                

  الظئرف

  Dionized water : acetonitrile (80:20,v/v)PH3.2 (v:v)السلحئك الطه 

HCL 0.1% 

  ا/ قي    1.2 السلحئك الطه  جئيان  ئعي
  ا كر ميتر 20  السحقهني ال يشي حجم

 0ص 35 ال ر  حئا   و جي
 nm 245(  ش  طؾ   ؾجي UVللا    زؾ  لملشفدجي  ) الكاشف نهع
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 مكياسي م  يش  ل   Steviosid( : لمسشحش  لمكياسي مسر    6)لمذكا  
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 النتائج والمناقشة :  4

  RAPDنتائج تفاعلات   : 4-1

RAPDد  ددددددددددددد عسا     ددددددددددددد      ددددددددددددد تددددددددددددد   1991وبشقددددددددددددداو   نا بعددددددددددددد    ددددددددددددد خ     دددددددددددددد    
و  سش جدددددددددد   دددددددددد  بددددددددددا    15بوجددددددددددو    ددددددددددد    ا نبددددددددددا     سعزو دددددددددد   دددددددددد   ندددددددددددا    دددددددددد نا عيشددددددددددا  
بدددددددددددو    مقددددددددددد  ن دددددددددددا    س ددددددددددد      عدددددددددددو   5وقددددددددددد     ددددددددددد   ،  Macrogen (Korea) ددددددددددد    

  ح يدددددددددد     شددددددددددوا   ددددددددددو     و   ذدددددددددد  عدددددددددد    ع قدددددددددد    و    دددددددددد  فددددددددددب   ش ددددددددددا   بعدددددددددد  ا علي ددددددددددا و 
و اندددددددددب عددددددددد     حدددددددددز   ،  س  و ددددددددد     دددددددددا    قددددددددد د  و   بعددددددددد    دددددددددو     بدددددددددي   نددددددددددا   ح يددددددددد   

 P-168604حز ددددددددددد  مددددددددددد    بدددددددددددا    2ت  وحددددددددددد  بدددددددددددي  حز ددددددددددد   41   ددددددددددد   ن ج  دددددددددددا   با  دددددددددددا  
وتدددددددددددددد  وي   حجدددددددددددددد    جز  دددددددددددددد   لحددددددددددددددز   SIGMA-5383-043حز دددددددددددددد  مدددددددددددددد    بددددددددددددددا    14و 

وز ن ددددددددددددا   جز   دددددددددددد    س زدددددددددددداعف  و   حددددددددددددز  ون  جدددددددددددد    دددددددددددد     عدددددددددددد     ، 1111- 151بددددددددددددي  
 ن ا    ل با   على ح   و سا يل  : ع ض   ل با    ذ   و  ي   

  P-168904  با   ` -1
  حجا  دددددددددددددداحددددددددددددددز  ت  وحددددددددددددددب  5 ( وجددددددددددددددو 7)جدددددددددددددد و    دددددددددددددد     حددددددددددددددز    س زدددددددددددددداعف  

زوج  811حددددددددددددددددددددددز  ي   زوج قاعدددددددددددددددددددددد   ، بو قدددددددددددددددددددددد  711-811  جز   دددددددددددددددددددددد   ددددددددددددددددددددددابي  
( 22و 19، 18)  لأندددددددددددددا  ، و دددددددددددد   حددددددددددددز  مدددددددددددد  (11و 7) لي قاعدددددددددددد   مدددددددددددد    شددددددددددددد

و انددددددددددب  فددددددددددات    بددددددددددا   و  قدددددددددد       سيز دددددددددد   دددددددددد    ل ددددددددددب  7119  جز  دددددددددد     حجدددددددددد ذ   
 ( 1( )   رو   7)   ج و    سا م  4987

 عيشددددددددددددددا   P-168904( :   حددددددددددددددز    شاتجدددددددددددددد   دددددددددددددد  تزدددددددددددددداع    بددددددددددددددا   7جدددددددددددددد و  )
   جز      حجس ا  شبا    س  و      

الوزن 

الجسيئي 

bp 

L C 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 

700 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 

800 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
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RAPD-PCR( : ن ددددددددددددددددددا   تفدددددددددددددددددداع   1رددددددددددددددددددو   )    لعيشددددددددددددددددددا   P-168904 لبددددددددددددددددددا      
-1) (  دددددددددددا     و قددددددددددد  ،c(عيشددددددددددد    و قددددددددددد  ، )L) (   ددددددددددد  يل   حجسددددددددددد  M ذ  سثدددددددددددل)  ،كامددددددددددد  

   سذ ق    ز  ع    سعلقا    خلو   9 ( ندا     ا   25
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   P-168906  با   -2     

زوج  1111بو ق  ،   281-1111  جز      ابي    حجا  احز   بل ب  14 ن     با       
 7) شدددددددلي مدددددد   ددددددل  دددددد     811و 911و حددددد   ، وحز دددددد  (11و 7 ) شدددددددلي قاعددددد   مدددددد    

، و   د   دذ  ( 18و 8 ) شددلي    زوج قاعد   مد  651حدز  ي  علدى    دو    ، وبو قد  (18و
زوج  351 دد  و حدد   ، وحز ( 18و 11، 7) زوج قاعدد   مدد   لأندددا  411  حددز    بددا    دد 

زوج  311  حز  ، و  ذ    با            تظ   م  بق    ندا و  ( 22 )قاع   م    شدل 
  شدددل زوج قاعدد   مدد   281( ، وبو قدد  حز دد  و حدد    21و  11، 7 )قاعدد   مدد   لأندددا  

 ( 9 2( ) صو   8)ج و    19951و انب  فات    با   و  ق       سيز        ل ب  9 (18)

      عيشا    شبا    س  و    P-168906(:   حز    شاتج     تزاع    با   8ج و  )  
   جز     9 حجا  ا 

 
 

 

 

 

 

 

   وز  
  جز    

bp 

L C 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 

280 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

300 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 

350 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 

400 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

550 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

650 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

800 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

000 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1000 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1100 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
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 لعيشدددددددددددددددددددا   P-168906 لبدددددددددددددددددددا      RAPD-PCRن دددددددددددددددددددا   تفددددددددددددددددددداع    :( 2ردددددددددددددددددددو   )  
 (  دددددددددددددا  c) ( عيشددددددددددددد    و قددددددددددددد  L، )  حجسددددددددددددد   ددددددددددددد  يل(  M ذ  سثدددددددددددددل ) ،كامددددددددددددد  

  سعلقدددددددددددددددا   (  نددددددددددددددددا     دددددددددددددددا     سذددددددددددددددد ق  ددددددددددددددد  ز  عددددددددددددددد  25-1  و قددددددددددددددد  ، ) 
              خلو   9
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   SIGMA-5383-043  با    -3

  حجا  ددددددددددات  وحددددددددددب حز دددددددددد   38بلدددددددددز عدددددددددد     حددددددددددز    شاتجدددددددددد   دددددددددد   دددددددددذ    بددددددددددا            
-1111جز  دددددددددددددددد   بحجدددددددددددددددد زوج قاعدددددددددددددددد  ، حددددددددددددددددز  ي    251-1111  جز   دددددددددددددددد   ددددددددددددددددابي  

و  911 حدددددددددددددددز  8، و( 7و 11 )وج قاعددددددددددددددد   علدددددددددددددددى    دددددددددددددددو    مددددددددددددددد   لأنددددددددددددددددا  ز  1111
حدددددددددددددددز   4علدددددددددددددددى    دددددددددددددددو    ، و( 19و  18، 11، 7) زوج قاعددددددددددددددد   مددددددددددددددد   لأنددددددددددددددددا  811
با   دددددددددددددددددداب  ، و   دددددددددددددددددد   ددددددددددددددددددذ  ( 19و  18) ي زوج قاعدددددددددددددددددد   مدددددددددددددددددد    شدددددددددددددددددددل 651و 681

 6)   زوج قاعدددددددددددد   مدددددددددددد   لأندددددددددددددا  611جز  دددددددددددد   حجدددددددددددد حددددددددددددز  ذ    6  بددددددددددددا     زدددددددددددد  
 7)   زوج قاعدددددددددددددددددددددددد   مددددددددددددددددددددددد   لأندددددددددددددددددددددددددا  551حدددددددددددددددددددددددز   3و( ،  14و 13، 11، 11، 7،
)  شددددددددددددددددلي   مددددددددددددددد    زوج قاعددددددددددددددد   علدددددددددددددددى    دددددددددددددددو   461و  511حدددددددددددددددز   4(، و 24و 11،

 11، 7)   لأنددددددددددددددددا مددددددددددددددد  زوج قاعددددددددددددددد    411حدددددددددددددددز   3( ،و  ددددددددددددددد     زددددددددددددددد   19و 18
حز  دددددددددددددددددا  (، وبو قددددددددددددددددد  11و 7) شدددددددددددددددددلي زوج قاعددددددددددددددددد   مددددددددددددددددد     351حددددددددددددددددز  ي  (، و 14و

زوج قاعدددددددددددددددد   مدددددددددددددددد   251حددددددددددددددددز   4و(، 19و 18)  شدددددددددددددددددليزوج قاعدددددددددددددددد   مدددددددددددددددد     311
و اندددددددددددب  فدددددددددددات    بدددددددددددا   و  قددددددددددد       سيز ددددددددددد   ددددددددددد    ل دددددددددددب  ( 199و 18، 11، 7)  لأنددددددددددددا 
 .( 3( )  رو   9)   ج و     349146
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عيشددددددددددددددا    sigma-5383-043(:   حددددددددددددددز    شاتجدددددددددددددد   دددددددددددددد  تزدددددددددددددداع    بددددددددددددددا   9جدددددددددددددد و )  
 .  جز       حجا  ا  شبا    س  و      

 

 

 

 

 

 

 

الوزن 
الجزيئي 

bp 
L C 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 

052 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 2 1 1 0 0 0 0 0 0 
022 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 1 1 0 0 0 0 0 0 
052 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 2 2 2 0 0 0 0 0 0 

422 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 2 2 2 0 0 0 0 0 0 
462 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 1 1 0 0 0 0 0 0 
522 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 1 1 0 0 0 0 0 0 
552 0 0 0 0 0 0 0 2 1 0 0 1 2 0 0 2 2 0 2 2 2 0 0 0 0 1 0 
622 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 1 0 2 2 2 0 0 0 0 2 0 

652 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 1 1 0 0 0 0 0 0 
682 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 1 1 0 0 0 0 0 0 
822 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 2 1 1 0 0 0 0 0 0 
022 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 2 1 1 0 0 0 0 0 0 

1222 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2 2 0 0 0 0 0 0 

1122 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 1 0 0 0 0 0 0 2 2 2 0 0 0 0 0 0 
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  3SIGMA-5383-04  لبددددددددددددددددددددددا   RAPD-PCRن ددددددددددددددددددددددا   تفدددددددددددددددددددددداع   : ( 3رددددددددددددددددددددددو   )   
كدددددددددددا   ( c)   و قددددددددددد  ،  عيشددددددددددد   (L)   حجسددددددددددد  ،    ددددددددددد  يل ( M)  ذ  سثدددددددددددل  ،  لعيشدددددددددددا   امددددددددددد 

 9  سعلقا    خلو   ز  ع         ا     سذ ق     ندا  ( 25-1 ) ،  و ق 
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    SIGMA-5383-064البادئ -4

-611    جز   ددددددددددددد   دددددددددددددابي  حجا  ددددددددددددداحز ددددددددددددد  ت  وحدددددددددددددب  19حقدددددددددددددق  دددددددددددددذ    بدددددددددددددا         
وج ز  151و 251، 511،  611حدددددددددددددددددددددددددددددددددددددز   8 ذ   ددددددددددددددددددددددددددددددددددددد    زوج قاعددددددددددددددددددددددددددددددددددددد    151

(  ذ تسيدددددددددددز  بظ و  ددددددددددددا مددددددددددد     ددددددددددددو    11و 7) شدددددددددددددلي    ددددددددددددو    مددددددددددد    قاعددددددددددد   علدددددددددددى 
،  sigma-5383-091 لا بعددددددددددددددددد   لاو دددددددددددددددددى و ددددددددددددددددد  تظ ددددددددددددددددد  مددددددددددددددددد    بدددددددددددددددددا    لا يددددددددددددددددد  

 حددددددددددددددددددز  6( ، و 18) زوج قاعدددددددددددددددددد   با   دددددددددددددددددداب  مدددددددددددددددددد    شدددددددددددددددددددل  431و 481حز  ددددددددددددددددددا  
 (،   دددددددددددددا مددددددددددددد 14و ،1و 11، 8، 7، 6) زوج قاعددددددددددددد   مددددددددددددد   دددددددددددددل  ددددددددددددد   لأنددددددددددددددا  411
  ددددددددددددددد    ا( ،  سددددددددددددددد22) وج قاعددددددددددددددد     ددددددددددددددد   حز ددددددددددددددد  و حددددددددددددددد   مددددددددددددددد    شددددددددددددددددلز  351

و اندددددددددددددددب  فدددددددددددددددات    بدددددددددددددددا    ( 199و 18) زوج قاعددددددددددددددد   مددددددددددددددد   لأنددددددددددددددددا  321حز  ددددددددددددددا  
 . ( 4  رو  )( 11  ج و  )   21995و  ق       سيز        ل ب 

 عيشددددددددددددا   sigma-5383-064( :   حددددددددددددز    شاتجدددددددددددد   ددددددددددد  تزدددددددددددداع    بددددددددددددا   10جددددددددددد و  )  
  ا   جز     9 حجا   شبا    س  و      

  وز  
  جز    

bp 
L C 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 

150 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

250 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

320 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 

350 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 

400 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

430 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

480 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

500 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

600 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
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-SIGMA-5383 لبدددددددددددددددددددددددددددا      RAPD-PCRن ددددددددددددددددددددددددددا   تفدددددددددددددددددددددددددداع    :( 4رددددددددددددددددددددددددددو   )  
 ((Cعيشدددددددددددددد    و قددددددددددددددد  ، (L)  دددددددددددددد  يل   حجسددددددددددددددد ،   (M) ذ  سثدددددددددددددددل  ،  امدددددددددددددد    لعيشددددددددددددددا   064

       سعلقا    خلو       ا     سذ ق     ندا  ( 25-1)كا     و ق  ، 
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   SIGMA-5383-091البادئ  -5

  س  و دددددددددددد   ددددددددددددد   دددددددددددددذ    بدددددددددددددا    دددددددددددددس    لأنددددددددددددددا    ددددددددددددد نابعدددددددددددد   زددددددددددددداعف              
 211-751  جز   ددددددددددددددد    حجا  ددددددددددددددداحز ددددددددددددددد  بل دددددددددددددددب  22 نددددددددددددددد    RAPD   دددددددددددددددد تفدددددددددددددداع  

زوج قاعددددددددددددددددددددددد    451و 525، 551، 611، 751حدددددددددددددددددددددددز   11زوج قاعددددددددددددددددددددددد   وبو قددددددددددددددددددددددد  
 6) زوج قاعددددددددددددد   مدددددددددددد   لأنددددددددددددددا  375حددددددددددددز   6( ، و   ددددددددددددد  9و 6)   لشدددددددددددددلي با   دددددددددددداب  

 6، 5) زوج قاعددددددددددددددددددددددد   مددددددددددددددددددددددد   لأنددددددددددددددددددددددددا  351حدددددددددددددددددددددددز   5 (، و22و 19، 18، 11، 9،
و اندددددددددددددددددب  ( 199)زوج قاعددددددددددددددددد   مددددددددددددددددد    شددددددددددددددددددل  211  و حددددددددددددددددد   وحز ددددددددددددددددد (،15و11، 9،

 .(( )   رو    11  ج و  (  19951كفات    با   و  ق       سيز        ل ب 

   sigma-5383-091( :   حددددددددددددددددز    شاتجدددددددددددددددد   دددددددددددددددد  تزدددددددددددددددداع    بددددددددددددددددا   11جدددددددددددددددد و  ) 
 .  جز     حجا  ا عيشا    شبا    س  و       

  وز  
  جز    

bp 
L C 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 

211 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 

351 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

375 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 

451 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

525 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

551 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 

611 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

751 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 
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 SIGMA-5383-091 لبدددددددددددددددددددددددا    RAPD-PCR( : ن دددددددددددددددددددددددا   تفددددددددددددددددددددددداع   5ردددددددددددددددددددددددو   )  
، ( عيشددددددددددد    و قددددددددددد L(   ددددددددددد  يل   حجسددددددددددد  ، ) M ذ  سثدددددددددددل ) ، كامددددددددددد   لعيشدددددددددددا 

(c (،  دددددددددددددا     و قددددددددددددد  )نددددددددددددددا     دددددددددددددا      25-1  )  سذددددددددددددد ق  ددددددددددددد  ز  عددددددددددددد
     سعلقا    خلو   
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لواساااااا ة  : العلاقااااااات الجين ااااااة لااااااين ات اااااايا  الجين ااااااة لنبااااااات ال اااااات   ا 7-0
  RAPDتقن ة 

، و شظددددددددددد    ( 7)مددددددددددد    ذددددددددددد ل  و    دددددددددددا نس دددددددددددا 27  شدددددددددددات  عددددددددددد     ددددددددددد    سخ ددددددددددد           
تباعدددددددددد  و   دددددددددد    بدددددددددداي  بددددددددددي     سييددددددددددز بوجددددددددددو   بأ اكششددددددددددا    و ددددددددددى  دددددددددد  نجدددددددددد  بذدددددددددد ل عددددددددددا  

 لاندددددددددا    س  و دددددددد  حيدددددددد   نقدددددددددسب   ددددددددى   بدددددددد   جددددددددا       ددددددددد   حددددددددد  تباعدددددددد  ا   ددددددددو     
 17و 16و 13و 12و 4و 3و 2و 1و L لأنسدددددددددددددددددددددددددددا  ) ددددددددددددددددددددددددددسب   سجسوعددددددددددددددددددددددددددد   لأو دددددددددددددددددددددددددددى 

مددددددددددددد  حدددددددددددددي   دددددددددددددسب   سجسوعددددددددددددد   ف سدددددددددددددا بيش دددددددددددددا و    دددددددددددددا ( و ددددددددددددد    ذددددددددددددداب 25و 23و 21و
و  دددددددددددذ   دددددددددددا    باعددددددددددد  و    دددددددددددا عددددددددددد  جس ددددددددددد   لأنسدددددددددددا   (21  ثان ددددددددددد    دددددددددددشس    دددددددددددو      قددددددددددد  )

وت وندددددددددددب   سجسوعددددددددددد       دددددددددددد     ثا ثددددددددددد   ددددددددددد    شس دددددددددددا  ( Cو L  س  و ددددددددددد  و ش دددددددددددا   دددددددددددشس  )
( و  لددددددددددددذ    ددددددددددددا  بيش سدددددددددددددا تذدددددددددددداب  عددددددددددددا   مددددددددددددد  حددددددددددددي    لددددددددددددب بق ددددددددددددد  24و  C  و    ددددددددددددا  )

تجز دددددددددد    ددددددددددى  جسددددددددددوع ي   ددددددددددانو  ي   ح ددددددددددو   مدددددددددد    سجسوعدددددددددد       ددددددددددد       بعدددددددددد   ذ لأنسددددددددددا  
( بيشسدددددددددددددا  دددددددددددددسب   سجسوعددددددددددددد    ثانو ددددددددددددد  7و 11و 18و 19و 22 لأو دددددددددددددى علدددددددددددددى  لأنسدددددددددددددا  )

 (9  14و 11و 8و 9و 6و 15و 5  ثان    لأنسا  )
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   جيش    شبا   لا  ا  خ    ج     ق  ب    و        ذ  يو ح   ع قا    جيش   بي   :(7 ذ ل )  
 Stevia repaudiana B.  9  د    ا
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 ( :  رفوم  ق     بع    و     بي   لأنسا    س  و  12  ج و  )

 

L+  بقية
 C 5 6 7 8 9 10 11 14 15 18 19 العيىبت

2
0 

2
2 

2
4 

L+  بقية
                               0 العيىبت

C 1 0                             

5 1 1 0                           

6 1 1 0.8 0                         

7 1 0.8 1 0.851 0                       

8 1 1 1 0.818 0.9 0                     

9 1 1 0.75 0.125 1 1 0                   

10 1 0.9047 0.9 0.714 0.1351 0.9047 0.8461 0                 

11 1 1 1 0.6363 0.8 0.5 1 0.80952 0               

14 1 1 1 0.6666 0.71429 0.6 1 0.72727 0.2 0             

15 1 1 0.3333 0.6363 0.9 1 0.77778 0.80952 0.5 0.6 0           

18 1 1 1 0.9230 0.77143 0.8947 0.91667 0.72222 1 1 1 0         

19 1 1 1 0.9047 0.8 1 0.89474 0.74194 1 1 1 0.241 0       

20 1 1 1 
 

0.89474 1 1 0.9 1 1 1 1 1 0     

22 1 1 1 0.846 1 1 0.8181 0.9130 1 1 1 0.809 0.75 1 0   

24 1 0.3333 1 1 0.8947 1 1 0.9 1 1 1 1 1 1 1 0 
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(:   عدددددددد     جسددددددددا   ون دددددددداا   حجدددددددد   لسشددددددددا ق   سزددددددددخس     دددددددد  تدددددددد    حرددددددددو  13جدددددددد و  )  
 RAPD  9      ق    با     علي ا   ل 

حجمممممم  عممممم    إضم الببدئ 

 bpالإرتببط 

الحمممس  

 الكلية

حممممممممممممممممممس  

 تعمممممممممممم د  

 الأشكب  

الىطمممممممبة 

 المئوية 

عمممممممممممممممممم د 

الحمممس   ات 

 شكل واح 

وطمممممممبة 

  ئوية 

كفممممممممممممممممممممب   

 الببدئ %

القمممممممممممممممم ر  

التميسيمممممممممممة 

% 

P-168604 700-800 2 2 100 0 0 78;: 78;: 

P-168606 1100-280 8 8 100 0 0 1<881 1<881 

SIGMA-

5383-043 

1100-250 14 14 100 0 0 678179 678179 

SIGMA-

5383-064 

600-150 9 9 100 0 0 518<8 518<8 

SIGMA-

5383-091 

750-200 8 8 100 0 0 1<881 1<881 

  41 41      

     

 لبدددددددددددددا     سدددددددددددددد عسل ، مقددددددددددددد   دددددددددددددا    عددددددددددددد    ا  تبعددددددددددددد RAPDتبايشدددددددددددددب ن دددددددددددددا   تفددددددددددددداع       
  ندددددددددددا  سخ لفددددددددددد   ددددددددددد   27حز ددددددددددد   زددددددددددداعف  ع ددددددددددد    شسددددددددددداذج  41   لددددددددددد   لحدددددددددددز    شاتجددددددددددد  

زوج قاعدددددددددددد   ،   دددددددددددددا  1111-151  لأندددددددددددددا  و   دددددددددددد  ت  وحددددددددددددب  وز ن ددددددددددددا   جز   دددددددددددد   ددددددددددددابي 
  حدددددددز    س بايشددددددد  و   ددددددد  تعددددددد    ا ددددددد   مددددددد  تقددددددد ي    بعددددددد    دددددددو     بدددددددي   نددددددددا  نبدددددددا   ددددددد    ا 

-sigma-5383(،  ذ  ع دددددددددددددددى   بدددددددددددددددا   12حز ددددددددددددددد  )جددددددددددددددد و   41مقددددددددددددددد  بلدددددددددددددددز عددددددددددددددد   ا 
حز دددددددد  ، بيشسددددددددا  ع ددددددددى   بددددددددا    14 علددددددددى عدددددددد    دددددددد    حددددددددز    س بايشدددددددد  و   دددددددد  بل ددددددددب  043

P-168904         مق 9حز    س بايش  و     بل ب حز  ي   قل ع  

 ا      ددددددددا   عذددددددددو    تدددددددد  ا  نباتدددددددد 27 دددددددد   تباعدددددددد    بايشدددددددد نسدددددددد   ذو   جدددددددد  تدددددددد    حرددددددددو  علددددددددى 
بعدددددددددد  و    ددددددددد  عدددددددددد  بانددددددددد   لأ 21وتسيددددددددددز   دددددددددشس    RAPD  ددددددددددى ع  دددددددددا       ددددددددد   لا    ددددددددد شا 

 نسدددددددددا    ذددددددددداب  ب  جددددددددد  عا  ددددددددد   ددددددددد   بق ددددددددد   لأنسدددددددددا    س  و ددددددددد  مددددددددد  حدددددددددي   اندددددددددب  شدددددددددا 
 Singh  ش ددددددددددا      دددددددددد  تدددددددددد    حرددددددددددو  علي ددددددددددا  دددددددددد  ن ددددددددددا    قددددددددددد   دددددددددد   ددددددددددذ  و تفقددددددددددب 9  لأأ 

  ددددددددد  تددددددددد  تج يددددددددد  ا  ددددددددد  علدددددددددى    جس ددددددددد  نباتدددددددددا   ددددددددد    ا    دددددددددذ   كددددددددد   ( 2117وآ دددددددد و  )
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9كسدددددددددا وب  جددددددددد  تقدددددددددا د   يددددددددد      ددددددددد   ز  عددددددددد   لأنددددددددددج   اندددددددددب  و ز ددددددددد  تسا دددددددددا   لشبدددددددددا   لأ
 (Mukundan  ،2113 9و  Sivaram) د وحظب ن ا    سا ل   

  سددددددددددد خ    تزددددددددددس     بددددددددددا     قدددددددددد  و  ش ددددددددددا   وتذددددددددددي   RAPDعدددددددددد     ع  ددددددددددا   مزدددددددددد    
  ددددددددى    جس دددددددد    شباتددددددددا     دددددددد  تدددددددد    حرددددددددو  علي ددددددددا  دددددددد     ددددددددا   تعددددددددو    ددددددددى نفدددددددد    شددددددددوا 

 دددددددد   ش ددددددددا     مدددددددد  حددددددددي  ت فددددددددق بق دددددددد مدددددددد    ذدددددددد ل بددددددددي  تلدددددددد    شباتدددددددا  ، ولا توجددددددد      مددددددددا  
   ددددددددد   تج ب ددددددددد   دددددددددد و  عدددددددددا   ددددددددد     بددددددددداي   (    ددددددددد  2114)و  ددددددددد و   Singh دددددددددا وجددددددددد   
(      حدددددددددددددددز    س زددددددددددددددداعف     ددددددددددددددد  2114وآ ددددددددددددددد و  ) Dalmasso كددددددددددددددد  وقددددددددددددددد     جيشددددددددددددددد  9

  جز   ددددددددد    سخ لفدددددددد  تع سددددددددد  علددددددددى ندددددددددوا   بدددددددددا     حجددددددددا تظ دددددددد  علدددددددددى  دددددددد    لاكدددددددددا وز ذ    
 9 ا ت    على حج    حز    س زاعف   سد عسل ،  ذ  ن

 

بأساااااااااااتر ا    Steviosidالتشااااااااااار ا والتقااااااااااا    ال ماااااااااااي لم تاااااااااااو   : 4-3
 HPLCتقن ة 

     ع سددددددددددا  بيشددددددددددب   سشحش ددددددددددا    سدددددددددددجل  و  شاتجدددددددددد   دددددددددد  حقدددددددددد    عيشددددددددددا    س بايشدددددددددد         
 شبدددددددددا   ددددددددد    ا مددددددددد  ج ددددددددداز   و وتو   ف دددددددددا   ددددددددددا ل   عدددددددددا    علدددددددددى  لا  بدددددددددا    جز  ددددددددد 

 لاح بددددددددددددددا    سدددددددددددددددجل ز دددددددددددددد  ب لا دددددددددددددد   Steviosid    دددددددددددددد   ح و   ددددددددددددددا (HPLC لا  ت )
 :على   شحو    ا    Steviosid  س       ز    ح با    عيش    ق ا   

 : اوراق نبات ست   ا  4-3-1

  ح ددددددددددددددو ت  ددددددددددددددد خل  عيشددددددددددددددا   لاو  ا  دددددددددددددد ( 14  ش ددددددددددددددا   )   جدددددددددددددد و     دددددددددددددد  
 دددددددددد  ا سقا بدددددددددد   دددددددددد  ز ببالاع سددددددددددا  علددددددددددى قدددددددددد   ز دددددددددد   لاح بددددددددددا  و    Steviosid   دددددددددد 

بلددددددددددددددز ، و   ت  يددددددددددددددز   س  ددددددددددددد  قدددددددددددددد   Steviosid س  دددددددددددددد  ح بدددددددددددددا    عيشدددددددددددددد    ق ا ددددددددددددد   
علددددددددددددددى نددددددددددددددد   ددددددددددددددداح    سشحش ددددددددددددددا    سدددددددددددددددجل    ع سددددددددددددددا     1-9 ددددددددددددددل ا   وغ    19184
 9 ( 8)  ل  لاو  ا  عيشا 
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  سعدددددددددزو  وندددددددددد  وجدددددددددو   مددددددددد  عيشدددددددددا   Steviosid( : ز ددددددددد   ح بدددددددددا     ددددددددد  14جددددددددد و  )  
 9نبا     فا

  طبحة حس ة ز ه الاحتببش المص ر

 الىمو ج

 المركبتركيس 

) بيكروغرا 8 ل
-1

) 

القيبضية 

Steviosid 

18;85 16745: 144% 

 7;184 >11:19 58;18 الورقة

 58489 555116 4;:18 الكبلص

 
ش
ى

ص
ت الكبل

ئب
   *

 7 18;5; 16867: 18585 

9 18<56 :9<9; 48:15 

14 1.878 51444 0.476 

16 1.805 167956 1.554 

18 1.817 135528 1.254 

19 1.810 262429 2.429 

54 1.780 282421 2.614 

  حدددددددددد        ددددددددد    جز   ددددددددد  مدددددددددد  *  عيشدددددددددا   سثلددددددددد   لسجدددددددددا      و    ددددددددد   و  لأنسددددددددددا    و    ددددددددد
   بح 
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  9 عيش  و ق  نبا   لا م    Steviosid  سثل ت  يز  شحشى :(8 ل)   
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 : عينة ال الس  4-3-0

 سدددددددددددددد خل   ( 14)جددددددددددددد و   HPLC   ذدددددددددددددخ   بو  ددددددددددددد   تقش ددددددددددددد   ن دددددددددددددا      ددددددددددددد         
 1- ل  9  دددددددددددددد  291  رددددددددددددددل  و  سدددددددددددددد ع  ب   يددددددددددددددز  MS  علددددددددددددددى و دددددددددددددد    سددددددددددددددد ح    ددددددددددددددا  

NAA  +195  1 - ل  9  دددددددددددددددددددد TDZ  وجددددددددددددددددددددو     دددددددددددددددددددد   ،يددددددددددددددددددددو  31بعسدددددددددددددددددددد  وSteviosid ، 
ب لا ددددددددددددد  ز ددددددددددددد   ح بدددددددددددددا   (9)  ددددددددددددد ل 1- ا   وغ   9 دددددددددددددل 29156 ذ  دددددددددددددجل ق سددددددددددددد  بل دددددددددددددب 

   عيش  با سقا ن       عيش    ق ا    9

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 Steviaمن اوراق نباث  انمستحث عينت كانسفي   Steviosidيمثم تركيز منحنى  :(0شكم )ان

rebaudiana 
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مشااااااااااات  مااااااااااان زراعاااااااااااة ال اااااااااااالس ال فاااااااااااي Steviosid: م تاااااااااااو   4-3-0
 المعلقات الرلوية 

مددددددددددددددد   Steviosidوجدددددددددددددددو     ددددددددددددددد   HPLC   ددددددددددددددد   ن دددددددددددددددا      ذدددددددددددددددخ   بج ددددددددددددددداز 
  سعلقددددددددددددا    خلو دددددددددددد  ب لا دددددددددددد  ز دددددددددددد     سذدددددددددددد ق  دددددددددددد  ز  عدددددددددددد    ددددددددددددا     ددددددددددددد خل  عيشددددددددددددا 

  21، 16  عيش ددددددددددددددددددا  ،  ( 14با سقا ندددددددددددددددددد   دددددددددددددددددد    عيشدددددددددددددددددد    ق ا دددددددددددددددددد   )جدددددددددددددددددد و    ح با دددددددددددددددددد ا
 مي ددددددددددا عدددددددددد    شبددددددددددا   لأ  وبقدددددددددد   تق دددددددددد د  دددددددددد   ح ددددددددددو     ددددددددددا   ت  كيددددددددددز   س  دددددددددد  ز       

، Steviosid 29429  سدددددددددددددد ح   ددددددددددددد   و  ا   شبدددددددددددددا  مقددددددددددددد  بلدددددددددددددز  ح و  دددددددددددددا  ددددددددددددد     ددددددددددددد  
  اعيشدددددددددددد(، مدددددددددددد  حددددددددددددي     دددددددددددد   12وعلددددددددددددى    ددددددددددددو    )  دددددددددددد ل  1- ا   وغ   9 ددددددددددددل 29614

 ح و   دددددددددا  دددددددددذ    س  ددددددددد  ب   كيدددددددددز  قدددددددددل  ددددددددد    شبدددددددددا   لأ   11، 6   دددددددددا    لشددددددددددل ذو   ددددددددد ق  
جدددددددددددددددددددددب  ن  ( ، و 11) ددددددددددددددددددددد ل  1- ا   وغ   9 دددددددددددددددددددددل 19476،  19712 ذ بل دددددددددددددددددددددب ق س دددددددددددددددددددددا 

 ( 11) ددددددددددددددددددددددددددددددددد ل 15و13 ، 4 ذ    لا قدددددددددددددددددددددددددددددددددا      دددددددددددددددددددددددددددددددددا     نددددددددددددددددددددددددددددددددددا  عيشدددددددددددددددددددددددددددددددددا 
 و19554، 19252بل ددددددددددددددددب ق س ددددددددددددددددا  شبددددددددددددددددا   لا   ل    كيددددددددددددددددز  قا بدددددددددددددددد  ب Steviosid   دددددددددددددددد 

 9 على    و   ،   1- ا   وغ   9 ل 19254
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ذ ق     ز  ا   سعلقا  م   ندا     ا     س Steviosid     تسثل ت  كيز  ( :  شحش ا  11ذ ل)  
 4: انكانس رقم ( A ) .   خلو  

 ( B) 13: انكانس رقم 

C))15 : انكانس رقم 

A B C 

 



 النتائج والمناقشة  54
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

  سذ ق     ز  ا  م   ندا     ا   Steviosid     تسثل ت  كيز  ( :  شحش ا  11ذ ل )  
   سعلقا    خلو   9

(A)   6:    ا    ق 
(B)   11:    ا    ق 

B A 
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م   ندا     ا     سذ ق     ز  ا   Steviosid      تسثل ت  كيز (:  شحش ا 12ذ ل )  
 9  سعلقا    خلو   

(A)   16:    ا    ق 
(B)   21:    ا    ق 

 

1
.8

1
 A B 
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    شددددددددددددددا  تفدددددددددددددداو  مدددددددددددددد   Steviosid  ددددددددددددددا   ن ددددددددددددددا      ذدددددددددددددد  و   قدددددددددددددد ي   س  دددددددددددددد        
  سذددددددددد ق   ددددددددد  ز  عددددددددد    سعلقدددددددددا    خلو ددددددددد    خلو ددددددددد  لأنددددددددددا     دددددددددا     مددددددددد    خ دددددددددو  ت  يدددددددددز 

 وقدددددددد  ،وقدددددددد   عددددددددو    ددددددددد   مدددددددد   ددددددددذ     فدددددددداو    ددددددددى    بدددددددداي    جز  دددددددد  بددددددددي   ندددددددددا     ددددددددا   
   بدددددددداي    جز  دددددددد    ددددددددى  Steviosid عددددددددز    ددددددددد   مدددددددد  تبدددددددداي   ن دددددددداج  لأندددددددددا   دددددددد     دددددددد  

 29614 علدددددددددددددى ق سددددددددددددد   لد  فو دددددددددددددي  بل دددددددددددددب 20  دددددددددددددجل   شددددددددددددددل    لددددددددددددد   لأنددددددددددددددا  مقددددددددددددد 
 دددددددددذ  نددددددددد      نددددددددددب    د  فو دددددددددي   15و  دددددددددذ  تقدددددددددا د و    دددددددددا   ددددددددد    شددددددددددل   1- دددددددددا   وغ   9   

 19254حيددددددددددددد   اندددددددددددددب  21مددددددددددددد   دددددددددددددذ    شددددددددددددددل   دددددددددددددذ    س  دددددددددددددز   ثدددددددددددددان  بعددددددددددددد    شددددددددددددددل 
دددددددددددجلب  11وقددددددددددد  بل دددددددددددب ق سددددددددددد    د  فو دددددددددددي  مددددددددددد    شددددددددددددل   1- دددددددددددا   وغ   9     قدددددددددددل ق سددددددددددد   أ

يشفرددددددددددل 11بدددددددددي   لأنددددددددددا  قيددددددددد        ددددددددد  بدددددددددا  جوا   دددددددددى   ذدددددددددج     و    ددددددددد  نجددددددددد       شددددددددددل 
ا ددددددددددد    سدددددددددددو     فعت  يدددددددددددز     ، وت ردددددددددددو    باحثددددددددددد   لأنددددددددددددا  و  باعددددددددددد  و    دددددددددددا  عددددددددددد  بددددددددددداق   

بأندددددددد   ح ددددددددو  ندددددددددب   11شدددددددددل و  ددددددددذ  تقددددددددا د و    ددددددددا   دددددددد     6 ددددددددأ   و    ددددددددا  ، و ندددددددد     شدددددددددل ي
،  س ددددددددددددددد    قدددددددددددددددو  بدددددددددددددددأ  وجدددددددددددددددو    1- دددددددددددددددا   وغ   9    19712   فو دددددددددددددددي   دددددددددددددددا  ت  يز دددددددددددددددا 

   سددددددددددايز   ددددددددددو     و    دددددددددداي  مدددددددددد   لأندددددددددددا  يدددددددددد    مدددددددددد  ندددددددددددب    سددددددددددو     فعا دددددددددد  حيدددددددددد   لسددددددددددا 
 ب عددددددد    لأنددددددددا  عدددددددد  بعزددددددد ا و    دددددددا   لسددددددددا قلدددددددب ندددددددددب    سدددددددو     فعا ددددددد  مدددددددد    شبدددددددا  و ددددددددذ  

 ( Turgut  ،2119  9و   Kaplen)    ب   و   حدي   قو نا   ى حق ق  
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 اتستنتاجات والتوص ات -5

 : اتستنتاجات 5-1 

نبدددددددددا   ددددددددد    ا  و بدددددددددي   لاج ددددددددددا   ذددددددددد  عددددددددد      ددددددددداي    دددددددددو     بدددددددددي   نددددددددددا   تددددددددد    -1
 ش دددددددددددددا بالا  دددددددددددددا    ددددددددددددد عسا     ددددددددددددد       زددددددددددددداع    عذدددددددددددددو      س عددددددددددددد     شاتجددددددددددددد  
،  ذ تسيددددددددددز   ددددددددددذ    س  دددددددددد    بددددددددددد ع  ا و دددددددددد و      دددددددددد نا دلددددددددددد   RAPD لا دددددددددد ا  
 ت   ق ا 9 

   ددددددددددداز  بعدددددددددددس   خ دددددددددددو    خلو ددددددددددد   ددددددددددد   نددددددددددددا     دددددددددددا     سذددددددددددد ق   ددددددددددد   دددددددددددز  ا  -2
و ددددددددددددد     ددددددددددددد    Steviosid ددددددددددددد     ددددددددددددد     س تفددددددددددددد   سعلقددددددددددددا    خلو ددددددددددددد  بسح و  دددددددددددددا 

 9 21كانب  خ لف  و    ا  ع  بق    لأندا   ثل   شدل 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 النتائج والمناقشة  58
 

 
 

 : التوص ات  5-0

  دددددددددو     بدددددددددي    شبدددددددددا   لا  و لأنددددددددددا   ددددددددد خ    تقش دددددددددا    ددددددددد    ل ذددددددددد  عددددددددد    بعددددددددد    -1
  شاتجدددددددددد   ش ددددددددددا  ثددددددددددل     دددددددددد  علددددددددددى جددددددددددي   عددددددددددي  مدددددددددد    شبددددددددددا   و   دددددددددد عسا  تقش دددددددددد  

ISSR     وغي  ا       قش ا   لا . 

 .  Steviosidدراست انتعبير انجيني نهجين انمسؤول عن انتعبير عن مادة  -2

 RAPDعدددددددددد     دددددددددق تقش ددددددددد    ددددددددددد    ان ددددددددد     ذددددددددد  عددددددددد   لأندددددددددددا    سخ لفددددددددد  و    دددددددددا   -3
 Steviosid 9ومحر ا بذ ل  ا   ل ع   على  ح و  ا     ا   
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 المصادر
 المصادر العربية 

ة مهههههم   اسههههه     دههههه   ة . تقيهههههض  لطهههههو   يههههه         ضههههه(  8422)، سهههههي  لرهههههج   ههههه ؤ   . أشتتتتت ر 

 آط  حههههههههة    ب عضههههههههة ( ل سههههههههكخج ا مط سهههههههه ت في .ضسض  ضههههههههة      ضههههههههة مخك  ههههههههة . )  دج سههههههههضة

   مطة تذ  م .   جسي   ة   ط بضة   د   ة .   د.ك   ه . . ضة      لة .

 اسها سه ضس ،،   هجنم  صه    دهسط ،، طه       بدهي،، فيهج   سطه ،، خ يه، نريه،، ,البطت 

 ح ظهو، إكثه  ه،   ه    ،، تش لهو د  سهة :سه     فه،   ره ،    ذه م،   ه  د (2011).  نهج

 .دمذق   مطة -     لة ك ضة .  سكثس  ه      ت ندبة

   .(2009)  مههيم محمد كهه    سهه م، حدههيم، ا سهه   شهه ، حدههم، دن هه، كهه    ،الجبتتير  

 RAPD تق نهة لأسهكخج ا   كي به  ،   رهطق لهم   ش تجهة   ذهر ،        ضهة     كغه ن  ت

 345-.111( 7  طجد) ، 40 -  سج ج   ط  قضة      عضة      ط  ا مج ة .

د   لطهههههو .  )4239(  خيههههه  م حدههههه ا سهههههطج   هههههجنم محمد      ىههههه  لههههها م  هههههج لرهههههج العبيتتتتت     

. مج هههة خههه  ل   جدههه    حههه،   Stevia   شسههه  فههه، تزههه ل   فههه   نبههه ت    مشظسههه ت 

   . :338-:337( > 7) :6    ط  ا      عضة   ط  قضة

فههههههههههة    لهههههههههة   سط قهههههههههه ت تهههههههههأ ي  .ث   .(4242)مرههههههههههي ي لرهههههههههج   كههههههههه    مرههههههههههي   العتتتتتتتتت ا     
تكهههههههههههههه  م فهههههههههههههه،  Stevia rebaudiana Bertoni      دههههههههههههههي    خ   هههههههههههههة  شبهههههههههههههه ت  

.  سهههههههههههههه  ة م  دههههههههههههههكي  ، . ضههههههههههههههة  Stevioside  ل د هههههههههههههه ت   كهههههههههههههه     محك  ىهههههههههههههه  مههههههههههههههم 
   ك بضة   ط  ا   ر فة ،   مطة دي  ي ،   ط    .
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 تقشضههة ف  سههية   لقهه    حهه ا ل ههي   كطهه  (2009).   غشهه، لرههج  لههج   الستترجر  
(   PCR)   ههههجن   د دهههه ة   كزهههه ل ،   ك  لهههه،   كقييههههج ايهههه   طهههه    تبهههه نم

 . 68- 43 > (3  طجد) ،  23   سج ج–   رضي  ة   ط  ا   ط  قضة  سج ةأ

. تيرضقههههههههههههههه ت فهههههههههههههه،   كق نههههههههههههههه ت   حض  ضهههههههههههههههة ) 4239(، .ههههههههههههههه    محمد إفهههههههههههههه   ض   الصتتتتتتتتتتتتتتمي     
      كط ض    ط  ،    بحث   ط س،.         شب تضة ،   ج ء      ، 

.   كحدهههههههههيم  )4225)   نههههههههه ب،   .  ههههههههه  حدههههههههه ن،  أميههههههههه     هههههههههم ، خ  هههههههههج  محمد نريههههههههه،المحمتتتتتتتتت   
  مطههههههههههههة ح هههههههههههه  .   -      كيههههههههههههة . مشذهههههههههههه   ت . ضهههههههههههة      لههههههههههههة    ههههههههههه    ،   خزهههههههههههه  

 .492س     . ص 

.  RAPD.   بطهههههههههههههج   هههههههههههه    ،  نههههههههههههه      د ل سهههههههههههههكخج ا ) 4233(،  شههههههههههههه ، ا سهههههههههههه  . حستتتتتتتتتتتتي  
 . ;9 -93( > 4،   طجد ) 64  سج ج  –  ط  قضة مج ة   ط  ا      عضة 

  ك صههههههههههههضل   ج   هههههههههههه،    سظيهههههههههههه ،  ههههههههههههبطو  نهههههههههههه    . ) 4237(،  شهههههههههههه ، ا سهههههههههههه  . حستتتتتتتتتتتتي  
 . 23:-5;9( > 7) 68 -     عضة   ط  قضة       ق ن ، . مج ة   ط  ا 

د     كق نههههههههه ت   ج   ضهههههههههة فههههههههه،  سههههههههه    خههههههههه           ضهههههههههة .  );422( ., م  هههههههههج  ههههههههه ي حمتتتتتتتتت  ه 
 -  ههههههههه    ،    برهههههههههسة       ضهههههههههة. مج هههههههههة   ط ههههههههه ا      عضهههههههههة   ط  قضهههههههههة      تقهههههههههجن    كب لهههههههههج

 . 84- 72( > 6،   طجد) 52  سج ج 

أس سههههههههههض ت    لههههههههههة   ندههههههههههجة    خايهههههههههه    شب تضههههههههههة، د     ككههههههههههه  .::;3محمد عبهههههههههه   ستتتتتتتتتت ما   
   يب لة    شذ ،   مطة   س ص،,   ط   .
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I 
 

Abstract 

 

This study was conducted in the Laboratory of Plant Cells and 

Tissues Culture and the Molecular Genetics Laboratory at the 

College of Education for Pure Sciences / University of Diyala to 

detect the genetic variation between callus lineages derived from the 

culture of suspended cells of Stevia rebaudiana Bertoni and to 

estimate the concentration of Steviosid. 72 offspring were tested 

using 15 primers with 10 different nitrogen bases with RAPD 

indicators, only 5 primers showed genetic diversity within the 

lineages, where they were divided into four main groups according 

to their genetic spacing as the offspring were isolated 20 in one main 

group, and 41 polymorphic band appeared and did not show single 

bundles Monomorphic band. 

 The offspring 20 had the highest Steviosid value of 2,614 μg. L-1, 

which is genetically close to the offspring 15, so we see that a 

proportion in this offspring took the second place after the offspring 

20, as it was 1.254 micrograms. L-1 and the value of Steviosid in 

offspring 10 was the lowest value recorded among the offspring 

under study, by reference to the genetic tree We find that offspring 

20 is separated from the rest of the offspring and diverging 

genetically, and this confirms that the active substances are 

genetically affected, and the value of Steviosid in offspring 6 is 

0.712 micrograms per liter -1, knowing that it is genetically close to 

offspring 10, it can be said that the presence of genetic 

differentiation and heterogeneity in the offspring affects In the ratio 

of active substances, as the further the lineages are genetically 

separated from each other, the less active substances are in the plant. 
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