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Molecular Taxonomical Study of the Species Genus Phalaris 

L. from the Gramineae Family in Iraq. 
 

 ين انعبئهت اننجيهيت L. Phalarisسانجنلأنىاع  دراست تظنيفيت جسيئيت

(Gramineae) في انعراق. 
 

                                                   أدٛرس فجصُ ِؾ١ذ     .دَ.                                             

    و١ٍز ثٌضسثػز / ؽجِؼز ثٌىٛفز                                          
  

 

 انخلاطت 
فٟ ثٌؼشثق  .Phalaris Lأؽش٠ش ٘زٖ ثٌذسثعز دٙذف صمظٟ ثٌؼلالجس ثٌٛسثع١ز ثٌضطٛس٠ز ثٌٕغذ١ز ٌخّغز أٔٛثع ِٓ ثٌؾٕظ   

, ٚأظٙشس شؾشر ثٌمشثدز ثٌٛسثع١ز  Sequencing of  Gene MatK ز ِؼشفز ثٌضضجدغ ٌؾ١ٓ ثٌذلاعض١ذثس ثٌخضش دجعضؼّجي صم١ٕ

ٌٛفذٖ دىلاد ِٕفشد فٟ لجػذر ثٌشؾشر ثٌٛسثع١ز ١ٌٚضآخٝ ف١ٗ ِغ ولاد   P.arundinaceaثٌضٛص٠غ ثٌؼٕمٛدٞ ٌٙج ٚ ثٔقذثس ثٌٕٛع 

ضّٓ ولاد سة١ظ ٚثفذ  P.coerulescens  ٚP.brachysta  ٚP.minor, ف١ّج وجٔش ثلأٔٛثع  .paradoxa Pثٌٕٛع 

دىلاد ِفشد ٚثفذ فٟ لجػذر ثٌىلاد  P.coerulescensصٛصػش ف١ٗ ثلأٔٛثع ثٌغلاعز ضّٓ ولادثس عج٠ٛٔز ٚ ثٌضٟ ؽجء ف١ٙج ثٌٕٛع 

 . P.brachysta  ٚ P.minorثٌشة١ظ ثٌغجٟٔ ٚ ١ٌضآخٝ ف١ٗ ِغ ثٌىلاد ثٌغجٔٛٞ ثٌضجَ ٌٍٕٛػجْ 

ثٌّغضؼٍّز فٟ فظً أٔٛثع ثٌؾٕظ ػٓ ثلأخش أِج ثٌضمجسح ثٌزٞ ؽجءس دٗ  MatKؼ ثٌذسثعز وفجءر صضجدؼجس ثٌؾ١ٓ د١ٕش ٔضجة

 Phalarisدؼض ثلأٔٛثع ف١ؤوذ ِٓ ػٛدصٙج إٌٝ ؽٕظ ٚثفذ , ٚػِّٛجً ػضصس ثٌذسثعز ثٌمشثدز ثٌم٠ٛز ٚأشضشن أٔٛثع ثٌؾٕظ  

 فٟ ثٌؼشثق دغٍف ِشضشن ٚثفذ.       
 

Summary 
The study was carried out to investigate molecular phylogenetic relationships for five 

species from the genus "phalaris" in Iraq by using sequencing technique of the Chloroplast gene 

maturase K (MatK). 

The results of genetic dendrogram showed a cluster analysis of  species and descend of 

P.arundinacea alone in a single clade in the base of genetic dendrogram which consider as a 

sister clade to the p.paradoxa clade .While The three other species P.coerulescens , P.brachysta 

and P.minor were included in one main clade and  distributed in a secondary subclade . The 

P.coerulescens is descended in a single clade in the base of the secondary main clade and 

considered  as a secondary clade that collecting  P.brachysta & P.minor.   

The results showed reliability of sequencing Matk gene which used to separate genus 

species from each other . While, close  relationship in some species indicates that this species 

belong  to one genus . Generally this molecular study  confirmed  the strong relationship among 

species that share the same genus Phalaris  in Iraq in one common ancestor. 
 

 انًمذيت 
ثر ص١ّضس ٔذجصجصٙج د١ّٕٙضٙج  Angiospermسثدغ أوذش ثٌؼجةلاس ثٌٕذجص١ز ٌّغطجر ثٌذزٚس  صؼذ ثٌؼجةٍز ثٌٕؾ١ٍ١ز أٚ ػجةٍز ثٌقشجةش

 . [1] سض١زثلأ% ِٓ عطـ ثٌىشر 40-20ثٌذ١ت١ز ػٍٝ غجٌذ١ز ثٌّٛثطٓ ثٌذ١ت١ز ٚ صغطٟ فٛثٌٟ 

(  Hybridization ) ٚ ثٌضٙؾ١ٕجس(  polyploidy ز )ثٌىشِٚٛع١ِٛ صؼذد ثٌّؾّٛػجسٚ ػ١ٍّجس ثٌضغج٠ش ثٌٛسثعٟ ٚ صؤدٞ

 .[2] ثٌٛسثعٟ ٚ ثٌضٛص٠غ ثٌؾغشثفٟ ٚثٌضى١فجس ٌؼٛثًِ ثٌذ١تز ٌلأٔٛثع ثٌّخضٍفزثٌضٕٛع  ِّٙجً أعجع١جً  دٚسثً ً

% صمش٠ذجً ِٓ 80صضٚدٔج ٔذجصجس ٘زٖ ثٌؼجةٍز دقٛثٌٟ  أرؾ١ٍ١ز صٕغؾُ ِغ أ١ّ٘ضٙج ثلالضظجد٠ز ٚأْ ثلأ١ّ٘ز ثٌذ١ت١ز ٌٕذجصجس ثٌؼجةٍز ثٌٕ

 .[3] ِؾًّ ثٌغزثء ثٌؼجٌّٟ ثٌغٕٛٞ

ضّٓ ثٌٕؾ١ٍ١جس ٚ ٘ٛ ِٓ ثلأؽٕجط ثٌؾذ٠شر  ideal genusثٌؾٕظ ثٌّغجٌٟ  Phalarisٚػذ ؽٕظ ثٌقشجةش ثٌظفشثء 

ٚ ٠ضشثٚؿ دجلأضشجس ( Continents)٠غضٛطٓ ثٌؼذ٠ذ ِٓ ثٌمجسثس  إر ثٌؾغشثف١ز ٛثطٓأٚ ثٌّ شجسٖ فٟ ِخضٍف ثلأّٔجطدجٌّلافظز لأض

 ِٓ ثٌّٕجطك ثٌّؼضذٌز ٌىلا ٔظفٟ ثٌىشر ثلأسض١ز ثٌشّجٌٟ ٚ ثٌؾٕٛدٟ إضجفز إٌٝ ثٌؾذجي ثلأفش٠م١ز ثلاعضٛثة١ز ٚ أِش٠ىج ثٌؾٕٛد١ز .

ّج١ٌز دً صٛعؼش إٌٝ ثٌّضٛعظ ٚ أِش٠ىج ثٌشٌذقش ٌىذ١ش ١ٌظ ػٍٝ ِغضٜٛ ِٕجطك ثٔٛػجً ص١ّضس دضٕٛػٙج ث ٠21ضُ ثٌؾٕظ 

 disturbed areas ثٌٕذجصجس أٚ ل١ٍٍز ثٌّضفشلز أفش٠م١ج ٚ أِش٠ىج ثٌؾٕٛد١ز ٟٚ٘ صشغً وً ثٌّٕجطك ثٌذش٠ز ٚ ثٌّغجفجسلجسثس أع١ج ٚ 

إٌٝ ثلأسثضٟ سصفجػجس فٟ ثٌزسٜ ثٌٛثطتز ثلا Phalarisٌٍّٕجطك ثٌّؼضذٌز ٚشذٗ ثلاعضٛثة١ز , ٚدظٛسر ػجِز صّٕٛ أٔٛثع ثٌؾٕظ 

ٚ  ثٌذثةّزجٌٕذجصجس ثلأخشٜ ٚفٟ ثٌضشح ثٌش١ٍِز ٚ ل١ؼجْ ثلأٔٙجس وّج صشغً دؼض ثلأٔٛثع ثٌذ١تجس ثٌّجة١ز دثٌقمٛي ثٌّؤٌٛفز ثٌّفضٛفز ٚ
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صخضغ ٚ دظٛسر دثة١ّز ٌٍف١ضجٔجس  P.aquatica  ٚP.coerulescensوّج أْ ِؾضّؼجس ٌٍٕٛػ١ٓ  ثٌّطٍز ػٍٝ ثٌذق١شثس ثٌّٛثطٓ

 .]4[ ّٛع١ّزثٌ

ثٌشّج١ٌز ٚ  ثلأِش٠ى١زٚ ثٌزٞ أطذـ ِٓ ثلأٔٛثع ثٌضٟ صغضٚ ثٌمجسر  P.arundinaceaثٌٕٛع ثٌؼجٌّٟ  Phalarisٚ ٠ضُ ثٌؾٕظ 

  .]5[ثلأِجوٓ فٟ دسثعز ثٌٕذجصجس ثٌضٟ صغضٚ  أٚفٟ ٚلضٕج ثٌقجٌٟ ٠غضؼًّ ٘زث ثٌٕٛع وٕٛع ّٔٛرؽٟ فٟ ثٌذسثعجس ثٌضٛعؼ١ز ٌٍٕذجصجس 

ٚضغ ضّٓ ثٌٕغخ ثلأٌٟٚ ٌٍؼش١شر وّج  Avenea ثٌضم١ٍذ٠ز صقش ثٌؼش١شر ثٌشٛفج١ٔز٠ٕضٛٞ  Phalarisٕظ ثٌؾ أْ [6]روش 

 .[7] ثٌضٟ لذِٙج Pooideaeػٍٝ ثٌذسثعز ثٌضطٛس٠ز ثٌؾض٠ت١ز ٌٍؼ٠ٛتٍز  ثػضّجدث Aveneaثٌشٛفج١ٔز 

ع١ٕذ١ٍز ِض١ّضر ٚ ػٛدصّٙج صشثو١خ  دجِضلاوّٙج  Anthoxanthum  ٚHierochloeِغ ثٌؾٕغ١ٓ  Phalarisأشضشن ثٌؾٕظ 

ِغ ثٌؾٕغ١ٓ  Phalarisؾٕظ أعضؼجد ثٌ. وّج Aveneae [8]ِٓ ثٌؼش١شر ثٌشٛفج١ٔز  Phalaridine صقش ثٌؼش١شر  ِشصذز إٌٝ

 Chloroplastػٍٝ ثٌضق١ًٍ ثٌضطٛسٞ ٌٍذ١جٔجس ثٌذلاعض١ذثس ثٌخضشثء  ضّٓ ولاد سة١ظ ٚثفذ ثػضّجدثً ١ٌٚٛضغ  ثٌغجٌفٟ ثٌزوش

restriction   ٚ ثٌظفجس ثٌّظٙش٠ز.Morphological characters 

ِضّغلاً دىلاد سة١ظ ِفشد ٚثفذ ٚ أػضذش ثٌىلاد ثلاخش ٌٍؾٕغ١ٓ ثٌغجٌفٟ ثٌزوش فٟ ثٌذسثعز ثٌضطٛس٠ز  Phalarisٚظٙش ثٌؾٕظ 

 . [9] ثٌضٟ أػذ٘ج DNAثٌّؼضّذر ػٍٝ صضجدغ ثي

 .sect ثلأٚي: ٚ لطجػ١ٓ أٔٛثع دغأسفٟ أعذج١ٔج  [10]ٚف١ّج ٠خض ػذد أٔٛثع ثٌؾٕظ ػج١ٌّجً فمذ ١ِض 

Baldingera(Gaertn.) Paunero ثٌزٞ ٠ضُ ثٌٕٛع ٚ  P.arundinacea,  ثٌمطجع ٚsect. Euphalaris  ُثلأٔٛثعٚثٌزٞ ٠ض 

 ثٌّضذم١ز ثٌغلاعز . 

 ٔٛػجً ٌٍؾٕظ ِضضّٕز ثٌٕٛع ثٌّٙؾٓ ثططٕجػ١جً  22   [12]ٚ [4]   ٔٛػجً ٌٍؾٕظ ٚ عؾً 15فمذ ١ِض  [11]أِج 

P. daviesii S.T. Blake  ٚ دسثعجس ٌضظ١ٕف ِشصذز صقش ثٌؾٕظ ٌٍؾٕظ  ثلضشفشوّجPhalaris ثٌٕٛع سلٟ  إر  P. 

arundinacea ٌِٝغضٜٛ ِشصذز ثٌؾٕظ  إPhalaroides Wolf  ٍٝثٌضٟ لذِٙج ثٌخظجةض ثٌّظٙش٠ز  دسثعز دجلاػضّجد ػ 

[13]ٚ [14] . 

ثٌخظجةض ثٌّظٙش٠ز  أٚدسثعجس فذع١ز لاػضّجد٘ج ثٌىٍٟ ػٍٝ ثٌظفجس  أْ وً ثٌذسثعجس ثٌضظ١ٕف١ز ثٌغجٌفز ثٌزوش ثػضذشس

 ل١ٍٍز ؽذثً . أٚد١ّٕج دم١ش ثٌذسثعجس ثٌضطٛس٠ز ثٌّؼضّذر ػٍٝ ثٌّؼٍِٛجس ثٌؾض٠ت١ز ٚ ثٌضشو١ذ١ز ٔجدسر 

 Amplifiedثٌّضضجػفز  DNAِؤششثس صذج٠ٓ أطٛثي لطغ ثي   ]15 [ٚ ف١ّج ٠خض ثٌذسثعجس ثٌؾض٠ت١ز ٌٍؾٕظ فمذ فًٍ 

Fragment Length polymorphism  (AFLP)  د١جٔجس صضجدغ  ثٌذلاعض١ذثس ثٌخضشثء ٌٍٕٛع ٚP.arundinacea  إٌٝٚ أشجس 

 ٚؽٛد صٕٛع ؽ١ٕٟ وذ١ش فٟ ٔذجصجس ثٌمجسر ثلأٚسد١ز ِمجسٔز دجٌضٕٛع ثٌّقذٚد ٌٕذجصجس شّجي ششق أٚسدج . 

دجلإضجفز إٌٝ صضجدغ ؽ١ٓ ثٌذلاعض١ذثس  ITSٌّٕطمز ث٠ٌٕٚٛز دسثعز صطٛس٠ز ؽغشثف١ز ٌٍؾٕظ ِغضؼٍّز صضجدؼجس ث ]16 [ٚ أؽشس 

ٚصٛطٍش إٌٝ فشض١جس فٛي أطً ٚصطٛس ثٌؾٕظ فٟ ِٕطمز ثٌذقش ثلأد١ض ثٌّضٛعظ ٚ أدسوش أّٔجط  TRNT-Fثٌخضشثء 

  ثلأضشجس ثٌغٍف١ز ِٚغجٌه ثلأضشجس ثٌضٟ أدس إٌٝ ثٌضٛعغ ثٌىذ١ش ثٌقذ٠ظ لأٔٛثع ثٌؾٕظ .  

إٌٝ  [19]ٚ [18] ٚفٟ ِٛعٛػز ثٌٕذجصجس ثٌؼشثل١ز  [17]  فمذ روشثٌؾٕظ ِٓ ثلأؽٕجط ثٌم١ٍٍز ثلأٔٛثع  ف١ؼذ ؼشثقٌٍذز ٚدجٌٕغ

 . ضشدجْ ِٕضششر فٟ إسؽجءٖ ثٌّخضٍفز ٚؽٛد أسدؼز أٔٛثع ٚ

١ٓ ٌؾ Sequences دسثعز ثٌضضجدؼجس ث١ٌٕٛو١ٍٛص١ذ٠ز ػٓ طش٠ك صقذ٠ذ ثلأّٔجط ثٌٛسثع١زإٌٝ ِّج صمذَ فجْ ثٌذقظ ثٌقجٌٟ ٠ٙذف ٚ

وّقجٌٚز ٌضٛض١ـ ثٌؼلالجس ثٌضطٛس٠ز ف١ّج د١ٕٙج ثٌّٕضششر فٟ ثٌؼشثق  Phalarisثٌؾٕظ  ٔٛثعلأ (matK) ثٌذلاعض١ذثس ثٌخضشثء

 .(PCR)ٚدؤػضّجد صفجػً ثٌذٍّشر ثٌشث٠ذٟ 
 

 انًىاد وطرائك انعًم 
    ٚ   P.arundinacea  ٚ p.paradoxa   خّغزثٌ ثلأٔٛثعفٟ ثٌؼشثق    Phalarisٌٍؾٕظ ؾض٠ت١زشٍّش ثٌذسثعز ثٌ

P.coerulescensٚ P. brachysta  ٚP. minor  ٚٚثٌّٛدػز فٟ  ثٌؼ١ٕجس ثٌّؼشذ١ز ثٌؾجفز ثٌّشخظز ػٍٝ ثٌذسثعز ثػضّذس

 ( .BAG)ثٌّؼشخ ثٌٛطٕٟ ثٌؼشثلٟ 
 

  DNA: استخلاص ألأولا 
لاعضخلاص  [20]طش٠مز ػضّجدث ػٍٝ ث ثق ثٌّؼشذ١ز ثٌؾجفز ٌلأٔٛثع ثٌخّغزثٌخٍٛٞ ِٓ ثلأٚسDNA  صُ ثعضخلاص ِؾّٛع  ثي    

 -ٚ وج٢صٟ : DNAيث

 -Bِج٠ىش١ٌٚضش ِٓ  1ثٌٝ  CTAB  ًِ ِٓ  1دٕغذز  CTABثٌٝ ِجدر   B- Mercaptoethanol (BME)أض١فش ِجدر  -1

Mercaptoethanol (BME)    فٟ ثٌٙٛد Hood ٌىْٛ ِجدرBME . ٌٙج سثةقز وش٠ٙز 

عُ عقمش ثٌؼ١ٕجس   Mortarٌٝ لطغ طغ١شر ؽذثً ٚٚضؼش فٟ ٘جْٚ خضفٟ ثٔضخذش ثلأٚسثق ِٓ ثٌؼ١ٕجس ثٌّؼشذ١ز ٚلطؼش ث -2

 ِغ أضجفٗ ثٌٕضشٚؽ١ٓ ثٌغجةً ثٌٝ ف١ٓ صق٠ٍٛٙج ثٌٝ ِغقٛق ٔجػُ .

ثٌّّضٚؽز   (CTAB + BME)ِج٠ىش١ٌٚضش ِٓ ِجدر  300دؼذ طقٓ ثلأٚسثق ٚصقٌٛٙج ثٌٝ ِغقٛق ٔجػُ أض١ف ٌٙج   -3

ًِ دٛثعطز ٍِؼمز  1.5ثٌٕذجص١ز ثٌّطقٛٔز عُ صٕمً ثٌٝ أٔذٛدز دٕذسٚف ِؼٍّز عؼز ٠ٚضُ ِضػ ثٌّجدر ِغ ثلأٚسثق  1دجٌخطٛر سلُ 

 طغ١شر ِٚؼمّز .

( دل١مز , ِغ ثٌٙض دظٛسر خف١فز وً خّظ دلجةك 30دسؽز ِت٠ٛز ٌّذر ) 60ٚضؼش ثٌؼ١ٕجس فٟ ثٌقّجَ ثٌّجةٟ ػٍٝ دسؽز  -4

 ٌٕذجص١ز ثٌّغقٛلز .٠لاِظ وً ثٌّجدر ث   (CTAB + BME)٠ٚؾخ ثٌضؤوذ ِٓ أْ ِض٠ؼ ثٌـــــ 

دٚسر دجٌذل١مز ف١ظ  14000ٚضؼش  ثٌؼ١ٕجس دؼذ ثعضخشثؽٙج ِٓ ثٌقّجَ ثٌّجةٟ دؾٙجص ثٌطشد ثٌّشوضٞ ٌّذر دل١مض١ٓ ٚدغشػز  -5

 صضىْٛ طذمضجْ صٕمً ثٌطذمز ثٌؼ١ٍج ثٌٝ أٔذٛدز ؽذ٠ذر فٟ ف١ٓ صضٍف ثٌطذمز ثٌغفٍٝ .
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ٌٝ ثلأٔذٛدز ثٌّقض٠ٛز ػٍٝ ثٌطذمز ثٌؼ١ٍج ٠ٚضُ ٘ض٘ج فضٝ صخٍظ ث Hoodِج٠ىش١ٌٚضش ِٓ ثٌىٍٛسٚفٛسَ فٟ ثٌٙٛد  300أض١فش  -6

 دظٛسر ؽ١ذر.

دٚسر دجٌذل١مز , ف١ظ عضضىْٛ طذمضجْ صٕمً ثٌؼ١ٍج ثٌٝ  14000ٚضؼش ثٌؼ١ٕجس دؾٙجص ثٌطشد ثٌّشوضٞ ٌّذر دل١مض١ٓ ٚدغشػز  -7

 ىٍٛسٚفٛسَ .أٔذٛدز ؽذ٠ذر ِؼٍّز ٚفٟ فجٌز ٌُ صظٙش ثٌطذمز ثٌؼ١ٍج ثٌٕظ١فز صؼجد خطٛر ثٌغغً دجٌ

 ثٌٝ ثلأٔذٛدز .  (-20)% ثٌّقفٛظ فٟ ثٌغلاؽز دذسؽز 100دضشو١ض   Isopropanolِج٠ىش١ٌٚضش ِٓ ِجدر   400أض١فش  -8

 . DNAٚضؼش ثلأٔجد١خ فٟ ثٌغلاؽز ١ٌٍَٛ ث٢صٟ  ١ٌضشعخ ثٌـ  -9

 14000شػز  دغشػز فٟ ث١ٌَٛ ثٌغجٟٔ صغضخشػ ثلأٔجد١خ ِٓ ثٌغلاؽز ٚصٛضغ دؾٙجص ثٌطشد ثٌّشوضٞ ٌّذر خّظ دلجةك ٚدغ -10

دغٌٙٛز ِٓ لؼش   DNAفٟ لؼش ثلأٔذٛدز ٚصغجػذ ٘زٖ ثٌخطٛر أ٠ضجً ػٍٝ صؾّغ ثي  DNAدٚسر دجٌذل١مز فضٝ ٠ضُ صشع١خ ثي

 ثلأٔذٛدز .

% ( ثٌّقفٛظ دجٌغلاؽز , ٚصذٚس ثلأٔذٛدز ٠ذ٠ٚجً دذظء 80( ًِ ِٓ ثلا٠غجٔٛي ثٌذجسد دضشو١ض)  ٠0.5غىخ ثٌغجةً ٚأض١ف )  -11

 ف١ظ ٠مَٛ ثلا٠غجٔٛي دغغً ؽٛثٔخ ثلأٔذٛدز .ٚدضث٠ٚز ِجةٍز 

دٚسر دجٌذل١مز عُ عىخ ثٌغجةً دؼذ٘ج , ٚ ِغقش فٛ٘ز  14000ٚضؼش ثٌؼ١ٕجس دؾٙجص ثٌطشد ثٌّشوضٞ ٌّذر دل١مضجْ ٚدغشػز  -12

, دجلإضجفز ثٌٝ عقخ ثٌغجةً ِٓ لؼش ثلأٔذٛدز دٛثعطز ِجطز دل١مز ِغ ثٌضؤوذ ِٓ  Chem wipeثلأٔذٛدز دٛثعطز ٔغ١ؼ خجص 

 ثٌّٛؽٛد فٟ لؼش ثلأٔذٛدز .  DNAػذَ ِظ ثي

( دل١مز فضٝ صُ ثٌضخٍض ِٓ ثلأ٠غجٔٛي ثٌّٛؽٛد فٟ 20-10ٌّذر )Chem wipe ٚضؼش ثلأٔجد١خ دظٛسر أفم١ز ػٍٝ ٔغ١ؼ   -13

 ثلأٔذٛدز .

 DNA( ٠ٚقفع ثي TE Buffer( ِج٠ىش١ٌٚضش ِٓ ِجدر ) 25دؼذ ثٌضؤوذ ِٓ صذخش ثلا٠غجٔٛي ِٓ ثلأٔذٛدز ٠ضُ أضجفٗ ) -14

 ( ثٌٝ ف١ٓ ثلاعضؼّجي.-20ٌّغضخٍض ثٌٕمٟ فٟ ثٌغلاؽز صقش دسؽز )ث
 

 انًستخهض  DNAثبنيبا: انكشف عن ال 
 DNAِج٠ىش١ٌٚضش ِٓ ثٌــ 3ٚرٌه دخٍظ Electrophoresis ثٌّغضخٍض دطش٠مز ثٌضشف١ً ثٌىٙشدجةٟ   DNAوشف ػٓ ثٌــ -1

فٟ لجٌخ  1X)صشو١ض) TAEج٠ىش١ٌٚضش ِٓ ِقٍٛي ِ 5ِغ Loading Dye ِج٠ىش١ٌٚضش ِٓ طذغز  2ثٌّشثد ثٌىشف ػٕٗ ِغ 

٠قضٛٞ ػٍٝ ففش خجطز ٌٍخٍظ , عُ ٔمً خ١ٍظ وً ػ١ٕز دٛثعطز ثٌّجطز ثٌٝ ففشر ِٓ ثٌقفش ثٌضٟ صُ طٕؼٙج ػٍٝ ٌٛؿ ٘لاَ 

( ِج٠ىش١ٌٚضش ِٓ 5ثلاوجسٚص دؼذ سفغ ثٌّشظ ػٕٗ , ِغ ِشثػجر صشن ففشر فجسغز ػٍٝ وً ؽجٔخ ٍِٚٝ ثٌقفشر ثلأخ١شر دـ) 

 . Ladderثي

ثٌّشثد  DNAدق١ظ ٠ىْٛ ثي  1X)صشو١ض) TAEٚضغ لجٌخ ثلاوجسٚص فٟ ؽٙجص ثٌضشف١ً ثٌىٙشدجةٟ ثلأفمٟ ٚغّش دّقٍٛي  -2

 ثٌىشف ػٕٗ ِٓ ؽٙز ثٌمطخ ثٌغجٌخ ٚصىْٛ ثٌٕٙج٠ز ثٌذؼ١ذر ٌٍقفش دجصؾجٖ ثٌمطخ ثٌّٛؽخ.

ِٓ  DNA Loading Dyeشن ٌغش٠جْ طذغز ثٌضق١ًّ ( دل١مز ٚص20فٌٛش ٌّذر ) 80شغً ؽٙجص ثٌضشف١ً ثٌىٙشدجةٟ دفٌٛض١ز  -3

 ثٌقفش ثٌٝ ثٌؾجٔخ ثلأخش.

 دٍْٛ دشصمجٌٟ ٚطٛسس دجٌىج١ِشث ثٌشل١ّز . DNAفقض ٘لاَ ثلأوجسٚص دٛثعطز ثلأشؼز ثٌفٛق ثٌذٕفغؾ١ز ف١ظ ظٙشس فضَ ثي -4

ثعضخلاطٙج فٟ ثٌّشر ثلأٌٚٝ , ِٕٙج دٕؾجؿ ٚأػ١ذ ثعضخلاص ثٌؼ١ٕجس ثٌضٟ ٌُ ٠ٕؾـ  DNAفذدس ثٌؼ١ٕ١جس ثٌضٟ ثعضخٍض ثي -5

 دشش٠ظ ثٌذجسثف١ٓ ؽ١ذثً ٚففظش فٟ ثٌغلاؽز ثٌٝ ف١ٓ ثلاعضؼّجي . DNAغٍفش ثلأٔجد١خ ثٌقج٠ٚز ػٍٝ 
 

 PCR تفبعم انبهًرة انًتسهسم :نثبا ثب
ٚ ثٌّؾٙضر ِٓ ششوز  7B ٚMG1دجعضؼّجي ثٌذجدةجس   MatKٌضضخ١ُ ؽ١ٓ ثٌذلاعض١ذثس ثٌخضشثء PCRثعضؼٍّش صمجٔز 

(IDT) ف١ظ ٠ضُ صقض١ش خ١ٍظ ثٌضفجػً ( 1ٍغً ٚأػذثد لٛثػذ٘ج فٟ ثٌؾذٚي ), ٚثٌّٛضـ صغ ثلأِش٠ى١ز(Master Mix)  ْٛثٌّى

  MgCl2( ِج٠ىش١ٌٚضش ِٓ 2ٚ) Thermopol( ِج٠ىش١ٌٚضش ِٓ 2.5ٚ) ddH2O( ِج٠ىش١ٌٚضش ِٓ ثٌّجء عٕجةٟ ثٌضمط١ش 12.3ِٓ)

ثٌزٞ  ٠غّٝ   DNA polymeraseٚدٛؽٛد ثلأٔض٠ُ  B7ٚMG1جدٜ ( ١ِىش١ٌٚضش ِٓ ثٌذ1ٚ ) DNTPS( ِج٠ىش١ٌٚضش ِٓ 4ٚ)

Taq (ِج٠ىش١ٌٚضش , ِضػ خ١ٍظ ثٌضفجػً ؽ١ذثً دٛضغ ثلأٔجد١خ فٟ ؽٙجص ثٌّجصػ ثٌىٙشدجةٟ 0.2دضشو١ض )Vortex  ٟعُ ٚضغ ف ,

 (.2, لإصّجَ صفجػً ثٌذٍّشر صذؼجً ٌٍخطٛثس أدٔجٖ فٟ ثٌؾذٚي)  PCR- Thermal Cyclerؽٙجص ثي
 

 ( صغٍغً ثٌمٛثػذ ثٌٕضشٚؽ١ٕ١ز ٌىً دجدا ٚأػذثد لٛثػذ٘ج1ؽذٚي )
 

 طٛي ثٌذجدةز

((base 

 Sequencesصغٍغً ثٌمٛثػذ ثٌٕضشٚؽ١ٕ١ز 

 

5'           3')) 

 Primer ثٌذجدةجس 

18-MER 

 

5'-GGATCGGGGCATCCTATT-3 

 
7B 

 

19-MER 

 

5'-GACTCGAACCCGGAACTAG-3 

 
MG1 
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 . MatK ٌٍؾ١ٓ Phalaris ثٌؾٕظ لأٔٛثعز ٌضمجٔز صفجػً ثٌذٍّشر ثٌّضغٍغً ( ِشثفً ثٌذٚسثس ثٌقشثس2٠ؽذٚي )

 
 

 ين هلاو الكبروز  PCRانًضخى بجهبز ال DNAرابعأ: تنميت ال
ثٌّضخُ دضفجػً ثٌذٍّشر  DNAثلأِش٠ى١ز ٌضٕم١ز  ثيPromega ثٌّؾٙضر ِٓ ششوز  Kits)ر )ثعضؼٍّش ػذر ثٌضشخ١ض ثٌؾج٘ض   

 Kits)ٚدقغخ ثٌضؼ١ٍّجس ثٌّشفمز دجٌٕششر ثٌذثخ١ٍز ٌٍؼذر ) PCRثٌّضغٍغً 

ثٌّمطٛع صقش ثلأشؼز ثٌفٛق ثٌذٕفغؾ١ز ثٌٕجصؼ  DNA( ًِ ٚوضخ ٚصٔٙج ػ١ٍٙج ٠ٛضغ ف١ٙج ثٌـــ1.5ٚصٔش أٔذٛدز فجسغز عؼز ) -1

ِٓ ٚصْ ثلأٔذٛدز ٟٚ٘ فجسغز  DNA, ف١ظ طشؿ ٚصْ ثلأٔذٛدز ٟٚ٘ ٍِّٛءر دجٌـ   PCRِٓ صفجػً ثٌذٍّشر ثٌّضغٍغً

 ِغ ٘لاَ ثلاوجسٚص ثٌقم١مٟ . DNAلاعضخشثػ ٚصْ أي 

 . ١ٌMembrane Binding Solutionضُ أضجفٗ ِجدر  X 100ضشح ثٌشلُ ثٌٕجصؼ ِٓ ػ١ٍّز ثٌطشؿ  -2

دلجةك ِغ ِشثػجر سؽٙج  10دسؽز ِت٠ٛز ٌّذر  60ٚٚضؼش فٟ فّجَ ِجةٟ دذسؽز  Vortexِضػ دٛثعطز ثٌّجصػ ثٌىٙشدجةٟ  -3

 وً خّظ دلجةك.

 .  Collection Tubeفٟ أٔذٛدز ثٌؾّغ  SV Minicolumnٚضغ ثٌؼّٛد  -4

ٔذٛدز ثٌؾّغ دٛثعطز ثٌّجطز ِغ ثٌضقض١ٓ فٟ ؽٛ ٔمً خ١ٍظ ثٌؾً ثٌزثةخ دؼذ ثعضخشثؽٗ ِٓ ثٌقّجَ ثٌّجةٟ ثٌٝ ثٌؼّٛد ٚأ -5

 ثٌّخضذش ٌّذر دل١مز ٚثفذر .

دٚسر دجٌذل١مز عُ ٠غىخ ثٌغجةً ثٌّششـ فٟ أٔذٛدز ثٌؾّغ  14000ٚضغ فٟ ؽٙجص ثٌطشد ثٌّشوضٞ ٌّذر دل١مز ٚثفذر ٚدغشػز  -6

Collection Tube .ٜ٠ؼجد ثٌؼّٛد ثٌٝ أٔذٛدز ثٌؾّغ ِشر أخش ٚ 

, عُ ٚضغ دؾٙجص ثٌطشد ثٌّشوضٞ  Membrane Wash Solution( ِج٠ىش١ٌٚضش ِٓ ِقٍٛي 700غغً ثٌؼّٛد دئضجفز ) -7

( 500ٌّذر دل١مز ٚثفذر ٚدجٌغشػز ٔفغٙج , دؼذ٘ج فشغش أٔذٛدز ثٌؾّغ ٠ٚشؽغ ثٌؼّٛد ث١ٌٙج , ٚوشسس ػ١ٍّز ثٌغغً دئضجفز )

ٌّذر خّظ دلجةك ٚدجٌغشػز  عُ صٛضغ دؾٙجص ثٌطشد ثٌّشوضٞ Membrane Wash Solutionِج٠ىش١ٌٚضش ِٓ ِقٍٛي  

 ٔفغٙج ثٌغجدمز ِغ صؾٕخ ػذَ ٌّظ ثٌؼّٛد ِٚٓ دْٚ صقض١ٓ .

أعضخشػ ثٌؼّٛد ٚأٔذٛدز ثٌؾّغ ِٓ ؽٙجص ثٌطشد ثٌّشوضٞ ف١ظ ٠ضُ عىخ ثٌغجةً ِٓ أٔذٛدز ثٌؾّغ ٚإسؽجع ثٌؼّٛد ٌٙج عُ  -8

 صٛضغ ِشر عج١ٔز دؾٙجص ثٌطشد ثٌّشوضٞ ٌّذر دل١مز ٚثفذر ػٍٝ ثٌغشػز ٔفغٙج .

ِذجششر ثٌٝ  Nuclease – Free Waterِج٠ىش١ٌٚضش ِٓ ِجدر   30( ًِ ٠ٚضجف 1.5مً ثٌؼّٛد ثٌٝ أٔذٛدز ؽذ٠ذر عؼز )ٔ -9

ثٌؼّٛد ِغ ِشثػجر ػذَ صّجط ثٌغشجء  دطشف ثٌّجطز ٚفضٓ دذسؽز فشثسر ثٌغشفز ٌّذر دل١مز ٚثفذر عُ صٛضغ دؾٙجص ثٌطشد 

 ثٌّشوضٞ ٌّذر دل١مز ٚثفذر ٚدجٌغشػز ٔفغٙج .

 ( ٌق١ٓ ثلاعضؼّجي.-20ثٌّٕمٝ ِٓ ٘لاَ ثٌؾً فٟ ثٌغلاؽز دذسؽز ) DNAثٌؼّٛد ٚصقفع ثلأٔذٛدز ثٌّقض٠ٛز ػٍٝ آي ٠ضٍف  -10
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94 C°  Denaturation 
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 انًنمى ين هلاو الكبروز بىاسطت انترحيم انكهرببئي DNA: انكشف عن وجىد انــ خبيسبا 
ِج٠ىش١ٌٚضش  ١5ٍٙج وٙشدجة١جً ف١ظ ٠ضُ ِضػ ثٌّٕمجر ِٓ ِجدر ٘لاَ ثلاوجسٚص دٛثعطز صشف DNAصُ ثٌىشف ػٓ ٔٛثصؼ صضخ١ُ ثي

ثٌّٕمٝ ثٌّشثد ثٌىشف ػٕٗ  DNAِج٠ىش١ٌٚضش ِٓ آي Loading Dye  ٚ3ِج٠ىش١ٌٚضش ِٓ طذغز ثٌــ  2ِغ  TAEِٓ ِقٍٛي 

ضُ ثٌّٕمٝ , ٠ٚ DNAدل١مز , عُ صىشف صقش ثلأشؼز ثٌفٛق ثٌذٕفغؾ١ز ٌٍضؤوذ ِٓ ٚؽٛد ثي 20ٚدخطٛثس ثٌضشف١ً ثٌغجدمز ٔفغٙج ٌّٚذر 

 Masterٌّؼشفز صضجدغ ثٌّٕطمز ثٌّطٍٛدز ف١ظ ٠ضُ صقض١ش خ١ٍظ ثٌضفجػً  PCRفٟ صفجػً ثٌذٍّشر ثٌّضغٍغً  DNAثعضؼّجي ثي

Mix 1ٌضضخ١ُ ِٕطمز ثيITS  ٓٚثٌؾ١TRNLF ثٌّضىْٛ ِٓ فؾُ عجدش ِٓ طذغز ثيBig Dye  ثٌضٟ صقضٛٞ ػٍٝ ؽ١ّغ ِىٛٔجس

( دسؽز ِت٠ٛز ٚثٌذجدا دضشو١ض -82ثٌّقفٛظز فٟ ثٌضؾ١ّذ صقش دسؽز ) Taq ٚMgCl2 ٚThermopolِغً  Master Mixثٌـــــ

ثٌّٕمٝ ٚثٌّشفً  DNAٚثػضّجدثً ػٍٝ صشو١ض ثي ddH2Oثٌّٕمٝ ٚثٌّجء ثٌغٕجةٟ ثٌضمط١ش  DNAِج٠ىش١ٌٚضش ِغ ثٌضلاػخ دى١ّز ثي 1

ً فٟ ثٌضفجػً فئرث وجْ دش٠ك ثٌقضَ ثٌزٞ ٠غضؼّ DNAوٙشدجة١جً ٚشذر دش٠ك ثٌقضَ صقش ثلأشؼز ثٌفٛق ثٌذٕفغؾ١ز  ٠قذد صشو١ض ثي

 ٠ٚ15ؾخ أْ لا ٠ض٠ذ ِؾًّ خ١ٍظ ثٌضفجػً  ddH2Oِمجدً ص٠جدر ثٌّجء ثٌغٕجةٟ ثٌضمط١ش  DNAػجٌٟ ٠غضؼًّ صشو١ض ٚثطب ِٓ ثي

لإصّجَ صفجػً ثٌذٍّشر ثٌّضغٍغً , ٚدؼذ  PCRٚصٛضغ دؾٙجص ثي Vortexِج٠ىش١ٌٚضش , ٠ّضػ ثٌخ١ٍظ دٛثعطز ثٌّجصػ ثٌىٙشدجةٟ 

 National Scienceٚ صٛضغ فٟ أٔجد١خ خجطز ٚصشعً ثٌٝ ِشوض ِؼشفز ثٌضضجدؼجس  PCRٙجء ثٌضفجػً صغضخشػ ِٓ ؽٙجص ثيثٔض

and Technology Development Agency .فٟ صج٠ٍٕذ 
 

  انًذروست. Phalaris انجنس:تحهيم بيبنبث انتتببعبث نًعرفت انعلالبث انتطىريت ورسى انشجرة انىراثيت لأنىاع سبدسبا 
صفضـ دٛثعطز دشٔجِؼ  National Science and Technology Development Agency دؼذ ٚطٛي ثٌٕضجةؼ ِٓ ِشوض 

 Bio Editorف١ظ صؾشٞ ػ١ٍٙج دؼض ثٌضؼذ٠لاس دجٌٕغذز ٌٍمٛثػذ , عُ صٕمً  ثٌمٛثػذ ث١ٌٕٛو١ٍٛص١ذ٠ز ٚ ؽٛدر ثٌزٞ ٠ٛضـ صشو١ض ,

ٌمٛثػذ ) أٞ ٚضغ وً لجػذر دّج ٠مجدٍٙج( ِغ صشن فشثغجس دجٌٕغذز ٌٍطفشثس عُ ١ٌضُ صظف١ف ث Quick Alignثٌذ١جٔجس ثٌٝ دشٔجِؼ 

 شعُ ثٌشؾشر ثٌٛسثع١ز , ٚفذد ثٌٕٛعثٌىّذ١ٛصش ٌفٟ ِذجششر   Bayesian Analysisجِؼ ٔذشثٌ صقفع ٌٍذذء دضق١ٍٍٙج دٛثعطز

Anthoxanthum monticola  وّؾّٛػز خجسؽ١زOut group لأٔٛثع ثٌؾٕظ Phalaris ػٍٝ ٔضجةؼ ثٌذسثعز ثٌضٟ  ثثػضّجد

  . Anthoxanthum monticola ٚ ثٌٕٛع   Phalarisثٌٝ ٚؽٛد ػلالز ٚع١مز د١ٓ أٔٛثع ثٌؾٕظ ثٌضٟ أشجسس   [21]صٛطٍش ث١ٌٙج 
 

 : و انًنبلشت  اننتبئج
 DNA أٌذٔجغ صؼذ ِؤششثس صضجد ف١ظ ( فٟ ث٢ٚٔز ثلأخ١شر صطٛسثً عش٠ؼجً Molecular Biologyشٙذ ػٍُ ثٌذج٠ٍٛؽٟ ثٌؾض٠تٟ )

Sequences ثٌطشق ثٌقذ٠غز ثٌّغج١ٌز ٚ ثٌّؼضّذر ِٓ أؽً ثٌض١١ّض د١ٓ ثٌىجةٕجس ثٌق١ز ثٌّشصذطز ِغ دؼضٙج ثٌذؼض دشىً ٚع١ك ِٓ  ,

خضلافجس ثٌؾ١ٕ١ز لجدٍز أفذط فجٌز ِمجسٔز فؼجٌز ٚرٌه ٌىْٛ ثلا DNA فضلا ػٓ رٌه فؤْ ثعضخذثَ ثٌّؤششثس ثٌضٟ صؼضّذ ػٍٝ ثي

ثٌقظٛي  ١ك فٟ وً ِشثفً صطٛس ثٌىجةٓ ثٌقٟ وّج أصغّش ٘زٖ ثٌّؤششثس دؼذَ صؤعش٘ج دجٌشىً ثٌّظٙشٞ ٌٍٕذجس ٚثٌضقمٌٍضضذغ ٚ 

 .   [22] ػٍٝ ػذد وذ١ش ِٓ ثٌّؤششثس دضِٓ لظ١ش ٔغذ١جً    

ٛثر أٚ ٌؾ١ٓ أٚ ِٕطمز ِؼ١ٕز عٛثء فٟ ثٌذلاعض١ذثس ثٌخضشثء أٚ ثٌٕ DNAثٌــ صضجدؼجس ثٌضٛطً ثٌٝ ِؼشفز  ثعضؼٍّش ػ١ٍّزٚ

ػٍٝ  ٚ ص١ز صؼٛد إٌٝ ػجةلاس ِخضٍفزفٟ أٔٛثع ٔذج Phylogenies ثٌٛسثع١ز ثٌؾض٠ت١زثٌضطٛس٠ز جد ثٌؼلالجس ٌضضذغ ٚ أ٠ؾ ثٌّج٠ضٛوٛٔذس٠ج

 .[23] ِضفمجً فٟ رٌه ِغ ثعضؼّجي ؽ١ٕجس ثٌذلاعض١ذثس ثٌخضشثء ٚؽٗ ثٌخظٛص

د١ٓ  Dendrogram مشثدز ثٌٛسثع١زطظ شؾشٞ ٌٍِخ ي ػٍٝٛقظثٌٚ MatK دسثعز صضجدغ ؽ١ٓ ثٌذلاعض١ذثس ثٌخضشثءصُ ٚ

 ِٓ د١ٓ دم١ز ثٌؾ١ٕجس لأ١ّ٘ضٗ فٟ MatKٚ ثخض١ش ؽ١ٓ ثٌذلاعض١ذثس ثٌخضشثء  , فٟ ثٌؼشثق Phalarisظ ٌٍؾٕظ خّثٌ ثلأٔٛثع

فٟ  عضؼٍّٛ٘جٚأؽ١ٕجً  20ٌؾ١ٓ ِٓ د١ٓ ثٌزٞ أخضجس ٘زث ث [24] فٟ رٌه ِغ ثٌذسثعجس ثٌضظ١ٕف١ز ٚثٌضطٛس٠ز ثٌقذ٠غز ٌٍٕؾ١ٍ١جس ِضفمج

  Bayesian analysisدٛثعطز دشٔجِؼ  ( ثٌزٞ ٠ذ١ٓ ثٌضق١ًٍ ثٌؼٕمٛدٞ 1-1ٚإرث صضذؼٕج ثٌشىً) .ثعجس ثٌضظ١ٕف١ز ثٌؾض٠ت١زثٌذس

١ٌضآخٝ ف١ٗ ِغ ولاد فٟ لجػذر ثٌشؾشر ثٌٛسثع١ز ٚ أٔقذس دىلاد ِٕفشدلذ  P.arundinaceaثٌٕٛع  ِىٛٔجس ثٌشؾشر ثٌٛسثع١ز ٔؾذ دؤْ

ضّٓ ولاد سة١ظ ٚثفذ صٛصػش  P.coerulescens  ٚP.brachysta  ٚP.minor, ف١ّج وجٔش ثلأٔٛثع  .paradoxa Pثٌٕٛع 

ٚ دىلاد ِفشد ٚثفذ فٟ لجػذر ثٌىلاد ثٌشة١ظ  P.coerulescensؽجء ف١ٙج ثٌٕٛع  ثٌضٟف١ٗ ثلأٔٛثع ثٌغلاعز ضّٓ ولادثس عج٠ٛٔز ٚ 

طٛدٌٛٛؽ١ز ثٌظٙٛس ثٌشؾشر ثٌٛسثع١ز رثس أْ . P.brachysta  ٚP.minorثٌزٞ صآخٝ ف١ٗ ِغ ثٌىلاد ثٌغجٔٛٞ ثٌضجَ ٌٍٕٛػجْ 

فؼج١ٌز فٟ فظً ٚ  ثلأوغشثٌّغضؼٍّز فٟ ثٌذسثعز وٛٔٙج  MatKدجٌشىً ثٌّٛضـ ٠ؼذ ِؤششثً إ٠ؾجد١ج ػٍٝ وفجءر صضجدؼجس ؽ١ٓ 

غج٠شثس ػٍٝ ثٌّغضٜٛ ثٌؾض٠تٟ ةؼ لذسر ٘زٖ ثٌضضجدؼجس ػٍٝ صمذ٠ش فؾُ ثٌضٕضجصشخ١ض ثٌٕذجصجس ل١ذ ثٌذسثعز , إر صذ١ٓ ِٓ خلاي ثٌ

ِّج ٠ؼىظ ٚثلؼ١ز ٘زٖ ثٌضضجدؼجس ٚ ش١ٌّٛضٙج ٌىً ِٕجطك ثٌّجدر ثٌٛسثع١ز ٌٍىجةٓ ثٌقٟ  ثٌّٛثلغ ثٌؾ١ٕٟ ثٌّذسٚطٚصٛص٠ؼّٙج ِٓ خلاي 

     .[25]ِضفمجً فٟ رٌه ِغ 

ثٌّؤششثس ثٌؾض٠ت١ز ٚ٘زث  ثعضؼّجيثٌؼجةذر ٌٍؾٕظ ل١ذ ثٌذسثعز فٟ ِؾّٛػز سة١غز ٚثفذر ػٕذ  ثلأٔٛثع٠لافع وزٌه ٚلٛع ؽ١ّغ ٚ

ٚصؤع١ش رٌه ػٍٝ ثٌضشجدٗ ثٌّظٙشٞ ثٌزٞ صض١ّض دٗ غجٌذ١ز ٔذجصجس ثٌؼجةٍز  Monophyletic ٠ؤوذ ِٓ ثٔقذثس٘ج ِٓ أطً ػشلٟ ٚثفذ

  Phalarisِٓ أٔٛثع ثٌؾٕظ  ٔٛع 21ـــــ ثٌضٟ أوذس ػٍٝ ثلأقذثس ثٌغٍفٟ ثٌٛثفذ ٌ [16] إ١ٌٗثٌٕؾ١ٍ١ز ِضفمجً فٟ رٌه ِغ ِج صٛطٍش 

    فٟ ِٕجطك ِخضٍفز ِٓ ثٌؼجٌُ ػٍٝ ثٌشغُ ِٓ أػطجةٙج أّٔجطج ٚسثع١ز ِخضٍفز . ِٕضششر 
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