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Detection of the genetic stability for the tissue tomato plants 

by using RAPD technique  

 RAPDتحذيذ انثببث انىراثي نُببتبث انطًبطت انُسيجيت ببستخذاو تمبَت 

 طبُؼ ٓؾغٖ ثذس        ٓؾٔذ شٜبة ؽٔذ            كشهذ ٓؾٔذ ًبظْ اُذثبؽ         

 ٝصاسح اُضساػخ       ٤ًِخ اُضساػخ/عبٓؼخ ثـذاد                 ٝصاسح اُضساػخ  

 

 

 انًستخهض:
( ٝأُؼزٔذح ػ٠ِ اُزلبػَ RAPD)DNAاعزخذٓذ روبٗخ ٓإششاد اُزؼبػق اُؼشٞائ٢ أُزؼذد الاشٌبٍ ُغِغِخ  

( GS-12ٝ (( ُِزأًذ ٖٓ اُضجبد اُٞساص٢ ُٜغ٢٘٤ اُطٔبؽخ)اُششٝم PCR) Poly Chain Reactionاُزؼبػل٢ ُغِغِخ اُذٗب)

أُ٘زغخ ٖٓ صساػخ الأٗغغخ اُ٘جبر٤خ. اخز٤شد اُ٘جبربد اُ٘غ٤غ٤خ اُ٘ب٤ٓخ ٖٓ اُجزٝس اُظ٘بػ٤خ اُز٢ رؼْ الأع٘خ اُغغ٤ٔخ ٝثشٌَ 

ػشٞائ٢ ُضلاس ٓؼبٓلاد كؼلا ػٖ ٓؼبِٓخ أُوبسٗخ أُزؼٔ٘خ ٗجبربد ٗب٤ٓخ ٖٓ ثزٝس ؽج٤ؼ٤خ ٓضسٝػخ ػ٠ِ ٝسم رشش٤ؼ ٓؼوْ 

, ار اعزخِض اُذٗب ٖٓ ػ٤٘بد RAPDٔؼوْ. أعش٣ذ اخزجبساد اُجظٔخ اُٞساص٤خ ثبعزخذاّ ٓإششاد ٝٓشؽت ثبُٔبء أُوطش اُ

, رْ RAPDالاٝسام اُلز٤خ اُخؼشاء ُِ٘جبربد اُ٘غ٤غ٤خ ٝاُ٘جبربد الاّ ُٜٝغ٢٘٤ اُذساعخ, ٝثؼذ رؾذ٣ذ اُظشٝف أُض٠ِ ُزلبػلاد 

ٔ٘زخت ٖٓ اطَ خٔظ ثبدئبد ٝرْ اُؾظٍٞ ػ٠ِ رطبثن ربّ اُ OPC-O3اُؾظٍٞ ػ٠ِ ٗزبئظ ٝاػؾخ ٝٓزؼذدح ثبعزخذاّ اُجبدب 

٢ٛ ٖٓ ٓإششاد اُذٗب اُغِٜخ ٝاُغش٣ؼخ  RAPDك٢ ٗٔؾ رٞص٣غ اُؾضّ ُٜٝغ٢٘٤ اُطٔبؽخ أُذسٝع٤ٖ, ٝػ٤ِٚ ٣زؼؼ إ ٓإششاد 

 ك٢ ٓغبٍ رؾذ٣ذ ٓذٟ اُزطبثن اُٞساص٢ ُِ٘جبربد اُ٘برغخ ٖٓ صساػخ الاٗغغخ اُ٘جبر٤خ.

 Abstract: 
The Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD) markers were used to confirm the 

genetic stability for two hybrids of tomato: Shorouk and GS-12 produced from plant tissue culture 

which produced from synthetic seeds were selected and randomly assigned to three treatments as 

well as the control treatment which included plantlets developing from the tomato seeds planted on 

the sterile filter paper and moisturized with sterile distilled water. 

       RAPD-PCR analysis using 5 universal primers were performed on DNA extraction from the 

fresh healthy leaves of the mother plants and from samples randomly taken plantlets derived from 

tissue culture for both tomato hybrids. Results have been obtained by using the primer OPC-O3 

which elect out of five primers confirmed the resemblance among the tissue culture seedlings which 

grown from synseeds (synthetic seeds) as well as with those grown from natural seeds, furthermore 

RAPD appears to be an efficient technique and a simple fast DNA marker for the early detection of 

genetic variation in plants produced by tissue culture technique. 

 

 انًمذيت:
ئًضبس هطغ اُذٗب اُ٘جبر٤خ ك٢ رغِغِٜب ػ٠ِ RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA  )رؼزٔذ روبٗخ  

َ ؽضّ ٓخزِلخ اُٞصٕ ا٤ًِٞ٤ُ٘ٞر٤ذ١ ػشٞائ٤ب ؽ٤ش رؼخْ هطغ اُذٗب اُؾب٣ٝخ ػ٠ِ رزبثؼبد ٤ًِٞ٤ٗٞر٤ذ٣خ ثؾ٤ش ٣ٌٖٔ سؤ٣زٜب ػ٠ِ شٌ

٤ًِٞ٤ٗٞر٤ذاد  10ئٕ أعبط ػَٔ ٛزا أُإشش ٣ؼزٔذ ػ٠ِ اعزؼٔبٍ ثبدئبد هظ٤شح ٓظ٘ؼخ ٖٓ .(16)اُغض٣ئ٢ ػ٠ِ ٛلاّ ا٥ًبسٝص

(. ُٜزٙ اُجبدئبد اُوذسح ػ٠ِ الاسرجبؽ ثٔٞاهغ ػذح ػ٠ِ عبٗج٢ شش٣ؾ اُـذٗب ٝرؼبػلٜب ٤ًِٞ٤ٗ1ٞر٤ذح ) 30-17ٗبً رزٌٕٞ ٖٓ ٝأؽ٤ب

ُؾظٍٞ ػ٠ِ هطغ ػذح ٓزؼبػلخ ٣ٌٖٔ كظِٜب ػ٠ِ ٛلاّ ا٥ًبسٝص ثؼذ رظج٤ـٜب ثجش٤ٓٝذ الأص٤ذ٣ّٞ ٝاٌُشق ػٜ٘ب ٝثزُي ٣زْ ا

رضداد ثض٣بدح ٗغجخ اٌُٞا٤ٖٗ + اُغب٣زٞع٤ٖ  RAPDا٠ُ إٔ ًلبءح اُجبدب أُغزخذّ ك٢ رلبػلاد  (2) أشبس.ثبلأشؼخ كٞم اُج٘لغغ٤خ

(C +Gك٤ٚ آخز٣ٖ ث٘ظش الاػزجبسإٔ ػذد الأٝاط ) ش اُز٢ رشثؾG  ٓغC  ٕ٢ٛ صلاصخ أٝاطشٛذسٝع٤٘٤خ ك٢ ؽ٤ٖ ئٕ آطشر٤ٖ رشثطب

 ., ٝثزُي كإ الاسرجبؽ ٣ٌٕٞ أهٟٞ ث٤ٖ اُجبدب ٝٓٞهؼخ أٌَُٔ ُٚ ػ٠ِ هبُت اُـذٗب ك٢ اُؼ٤٘خ أُذسٝعخA ٝTث٤ٖ 
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ساػخ الأٗغغخ, اعزخذٓذ اُ٘برغخ ٖٓ ص.Lycopersicun Esculentum Millك٢ ٓغبٍ رؾذ٣ذ اُضجبد اُٞساص٢ ُ٘جبربد اُطٔبؽخ

ك٢ اٌُشق ػٖ اُزـب٣شاد اُٞساص٤خ اُز٢ هذ رؾظَ ػ٘ذ اُضساػخ خبسط اُغغْ اُؾ٢ ٖٓ خلاٍ ٓوبسٗخ رؾ٤َِ  RAPDٓإششاد اُـ 

ثزٞظ٤ق ٓإششاد اُـ ( 4ٝ 3)ٗزبئظ اُجظٔخ اُٞساص٤خ ُِ٘جبربد اُ٘غ٤غ٤خ ٓغ اُ٘جبربد أُ٘ٔبح ك٢ اُؾوَ ُ٘لظ اُظ٘ق, ئر هبّ ًَ ٖٓ

RAPD ُِ زؾون ٖٓ ٓذٟ ٓطبثوخ ٗجبربد اُطٔبؽخ أُ٘زغخ ٖٓ ؽش٣وخ رٌٕٞ الأػؼبء ؿ٤ش أُجبشش ٓغ ثبدساد اُطٔبؽخ اُ٘ب٤ٓخ ك٢

اُزغبٗظ اُٞساص٢ ُ٘جبربد اُجطبؽب اُ٘برغخ ٖٓ ر٣ٌٖٞ الأع٘خ ( 5) اُؾوَ, ٝأظٜشد اُ٘زبئظ ػذّ ٝعٞد رـب٣شاد ٝساص٤خ, ًزُي لاؽع

 .٢ ٓغ ٗجبربد ٗلظ اُظ٘ق ٖٓ اُجطبؽب اُ٘ب٤ٓخ ك٢ اُؾوَاُغغ٤ٔخ ؿ٤ش أُجبشش خبسط اُغغْ اُؾ

ث٤ٖ اُ٘جبربد الأّ  Genetic similarityإٔ اُزشبثٚ اُٞساص٢ ( 6) ك٢ ٓغبٍ رؾذ٣ذ اُزطبثن اُٞساص٢ ُ٘خ٤َ اُزٔش, ث٤ٖو 

٤ت اُٞساص٤خ. ٝك٢ أُغبٍ (% اػزٔبدا" ػ٠ِ اُزشا83ً-94ٝاُ٘جبربد اُ٘برغخ ٖٓ ر٣ٌٖٞ الأع٘خ اُغغ٤ٔخ ؿ٤ش أُجبشش, هذ رشاٝػ ث٤ٖ )

ُِزؾون ٖٓ اُضجبد اُٞساص٢ ُ٘جبربد اُ٘خ٤َ أُ٘زغخ ٖٓ اُجشاػْ اُؼشػ٤خ أُزٌٞٗخ ػ٠ِ  RAPDٓإششاد اُـ  (7) ٗلغٚ, اعزضٔش

ًبُظ ط٘ل٤ٖ ٖٓ اُ٘خ٤َ ٛٔب اُجشؽ٢ ٝأٌُزّٞ, ٝهذ أظٜشد ٗزبئظ اُجظٔخ اُٞساص٤خ رطبثوب" ربٓب" ك٢ ٗٔؾ رٞص٣غ اُؾضّ ُغجؼخ ػشش 

٢ٛ ٖٓ ٓإششاد اُذٗب اُغِٜخ ٝاُغش٣ؼخ ك٢  RAPDدئب" ٖٓ أطَ ػشش٣ٖ ثبدئب" ُٝظ٘ل٢ اُذساعخ, ٝاعز٘زغٞا إٔ ٓإششاد اُـ ثب

 اٌُشق أُجٌش ػٖ اُزـب٣شاد اُٞساص٤خ اُز٢ هذ رؾذس ك٢ ٗجبربد ٗخ٤َ اُزٔش اُ٘برغخ ٖٓ صساػخ الأٗغغخ اُ٘جبر٤خ.

 8))ساص٤خ ك٢ اُ٘جبربد اُطج٤خ أُ٘زغخ خبسط اُغغْ اُؾ٢, ئر هبّ ٝاعزخذٓذ ٛزٙ أُإششاد ٌُِشق ػٖ اُزـب٣شاد اُٞ

اُ٘ب٤ٓخ ٖٓ اُجزٝس اُظ٘بػ٤خ ٓغ ٗجبربد اُظ٘ق ٗلغٚ اُ٘ب٤ٓخ ك٢ اُؾوَ Cineraria maritimaثذساعخ اُزغبٗظ اُٞساص٢ ُ٘جبربد اُـ 

بثن اُٞساص٢ ُ٘جبربد اُـ ػ٠ِ اُزط( 9) %, ًٝزُي أًذ94غجخ صادد ػٖ ٝلاؽظٞا رطبثن ٛزٙ اُ٘جبربد ٝساص٤ب" ٝث٘

Ochreinauclea missionis أٌُضشح ٗغ٤غ٤ب" ثطش٣وخ رؾل٤ض ٗٔٞ اُجشاػْ اُغبٗج٤خ خبسط اُغغْ اُؾ٢ ٓغ اُ٘جبربد الأّ أُ٘ٔبح

 ثبُطشم اُزو٤ِذ٣خ.

 :انعًم طزائكانًىاد و

عبٓؼخ ثٞصٗبٕ, ثُٞ٘ذا. ُِلزشح ٖٓ رشش٣ٖ  /ٗلزد ٛزٙ اُذساعخ ك٢ ٓخزجش هغْ اُزوبٗبد الإؽ٤بئ٤خ اُزبثغ ٤ٌُِخ اُؼِّٞ اُطج٤ؼ٤خ 

 .2010/ُـب٣خ ٤ٗغبٕ 2009/اٍٝ

 يُبث انُببتيت:اختيبر انع

اخز٤شد اُ٘جبربد اُ٘غ٤غ٤خ اُ٘ب٤ٓخ ٖٓ اُجزٝس اُظ٘بػ٤خ اُز٢ رؼْ الأع٘خ اُغغ٤ٔخ ٝثشٌَ ػشٞائ٢ ٌَُ ٖٓ أُؼبٓلاد أُذسعخ أدٗبٙ 

 .  اُخب٢ُ ٖٓ اُٜشٓٞٗبد MSرُي ثؼذ اعجٞػ٤ٖ ٖٓ صساػزٜب ػ٠ِ ٝعؾ ٝ GS-12ُٜٝغ٢٘٤ اُطٔبؽخ: اُششٝم ٝ ( ٢1 عذٍٝ )ك

 
 

 (1) جذول

 

 استخلاص انذَب:

 ًٝٔب ٢ِ٣:( 10) ( ٖٓ الأٝسام اُلز٤خ اُخؼشاء ُِٔؼبٓلاد أُزًٞسح أػلاٙ ٝكوبً ُطش٣وخDNAػضُذ أُبدح اُٞساص٤خ )

جوبً ثاػبكخ اُ٘زشٝع٤ٖ اُغبئَ ث٤ٌٔخ ٓ٘بعجخ ٝأعزٔش ؿْ ٖٓ الأٝسام اُلز٤خ اُخؼشاء ٝعؾوذ ثغشػخ ك٢ ٛبٕٝ خضك٢ ٓجشد ٓغ1أخز  

 اُغؾن ثاػبكخ ٤ًٔبد أخشٟ ؽز٠ أطجؾذ الأٝسام ػ٠ِ شٌَ ٓغؾٞم أث٤غ ٗبػْ. 

ع20ْٗوَ أُغؾٞم ئ٠ُ أٗبث٤ت ثلاعز٤ٌ٤خ عؼخ  
3
ع3ْٝأػ٤ق ئ٤ُٚ  

3
ٖٓ ٓؾٍِٞ الاعزخلاص ٝٓضعذ ثظٞسح ع٤ذح ٓغ أُؾٍِٞ  

 ده٤وخ. 60ُٔذح  ّ 60ْٝؽؼ٘ذ اُؼ٤٘خ ػ٠ِ دسعخ ؽشاسح 

ع5ّْ  ٝأػ٤ق ٌَُ أٗجٞة  37ْسكؼذ الأٗبث٤ت اُجلاعز٤ٌ٤خ ٝثشدد ئ٠ُ دسعخ ؽشاسح  
3
ٖٓ ٓؾٍِٞ اٌُِٞسٝكّٞ/آ٣ضٝأ٤َٓ ٓغ رؾش٣ي  

 ده٤وخ. 15الأٗجٞثخ ُٔذح 

 َىع انًعبيهت ريز انًعبيهت

1 

 )يعبيهت انًمبرَت(

 َببتبث َبييت يٍ بذور طبيعيت يزروعت عهى ورق تزشيح يعمى ويزطب ببنًبء انًمطز انًعمى.

2 
 CaCl2 (12%( و 2)  SAٌ جهزث حشىتهب ببنـــ)سبك وا° و4َببتبث َبييت يٍ بذور طُبعيت يخزَت يذة شهز في درجت 

 يهغى/نتزIBA(0.05.)يهغى/نتز( و  0.05)BAيهغى/نتز( و 

 يهغى/نتزIBA  (0.01 .)يهغى/نتزBA(0.05  ،)يهغى/نتزSA  (2 ،)%CaCl2 (12  ،)َببتبث َبييت يٍ بذور طُبعيت يجهزة ببنـ  3

 يهغى/نتزIBA(0.01.)يهغى/نتزBA(1 ،)يهغى/نتزSA  (2)% ،CaCl2 (12 ،)َببتبث َبييت يٍ بذور طُبعيت يجهزة ببنـ  4
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 سعخ ؽشاسحدهبئن ٝثذ 10ده٤وخ ُٔذح /دٝسح10000ٝػؼذ الأٗبث٤ت اُجلاعز٤ٌ٤خ اُز٢ رؾ١ٞ أُض٣ظ ثغٜبص اُ٘جز أُشًض١ ٝثغشػخ  

40ْ .ّ 

ع5ْػضُذ اُطجوخ اُؼ٤ِب ثؼذ ٜٗب٣خ ػ٤ِٔخ اُ٘جز أُشًض١ ٝٗوِذ ئ٠ُ أٗبث٤ت ثلاعز٤ٌ٤خ عذ٣ذح. أػ٤ق  
3
ٖٓ ا٣٥ضٝثشٝثبٍٗٞ أُجشد ٌَُ  

 ػ٤٘خ ُزشع٤ت اُذٗب ٝاُز١  ظٜش ػ٠ِ شٌَ خ٤ٞؽ ث٤ؼبء ٝرشى ٤ُِّٞ اُزب٢ُ لإرٔبّ ػ٤ِٔخ اُزشع٤ت.

 ده٤وخ. 15ده٤وخ ُٔذح /دٝسح ١10000 عشػخ ٗجز أُض٣ظ ثغٜبص اُ٘جز أُشًض 

%. عللذ الأٗبث٤ت ك٢ كشٕ ػ٠ِ 99رْ اُزخِض ٖٓ اُغضء اُشائن )اٌُؾٍٞ أُزاة ثبُٔبء( ٝؿغَ اُـذٗب ثبٌُؾٍٞ الأص٢ِ٤ رش٤ًض  

ع0.05ْده٤وخ ُِزخِض ٖٓ اٌُؾٍٞ أُزجو٢. أػ٤ق  15ّ ُٝٔذح  50ْدسعخ ؽشاسح 
3
ذٗب لإراثخ اُـ TE bufferٖٓ ٓؾٍِٞ اُـ  

 أُِزظن ثغذسإ الأٗبث٤ت.

ده٤وخ, صْ  30ّْ ُٝٔذح 37ػ٠ِ دسعخ ؽشاسح  RNaseئٗض٣ْٓب٣ٌش٤ُٝزش ٖٓ  4أُزشعت ٓغ اُذٗب ثاػبكخ  RNAرْ اُزخِض ٖٓ  

ع2ْ, ثؼذٛب أػ٤قاُذٗبٓب٣ٌش٤ُٝزش طٞد٣ّٞ أع٤ز٤ذ ُزشع٤ت ٝر٘ظ٤ق  90سكؼذ اُؼ٤٘بد ٖٓ اُؾشاسح ٝأػ٤ق ُٜب 
3
ٖٓ ًؾٍٞ  

ده٤وخ. أػ٤ذد ػ٤ِٔخ  30دٝسح/ده٤وخ( ُٔذح 10000اُذٗب ٝٝػغ ك٢ عٜبص اُطشد أُشًض١ )( اُجبسد عذاً ُزغ٤ٔغ %99الإ٣ضبٍٗٞ )

 ٓب٣ٌش٤ُٝزش ٖٓ أُبء أُوطش. 100-150صْ أػ٤ق ُٜب  Vacuum oven%( ٝعللذ اُؼ٤٘بد ك٢ 75اُـغَ ثبلأ٣ضبٍٗٞ )

ع1.5ْراد ؿطبء ٓؾٌْ عؼخ  Eppendorf tubes ٗوِذ ػ٤٘بد اُـذٗب اُزائت ئ٠ُ أٗبث٤ت ثلاعز٤ٌ٤خ  
3
ٝؽلظذ اُؼ٤٘بد ػ٠ِ شٌَ  

 ُؾ٤ٖ الاعزؼٔبٍ.° ـــ ّـــ20(ػ٠ِ دسعخ ؽشاسح Stock Sampleٗٔٞرط ُِذٗب الأعبط)

( ٌُِشق ػٖ ػ٤٘بد اُذٗب أُؼضٍٝ, ٝثؼذ رظِجٚ ٝصػذ اُؼ٤٘بد ػ٠ِ اُؾلش ٝاؿِن عٜبص %0.7ؽؼش ٛلاّ ا٥ًبسٝص ) 

ػ٘ذ  UV-spectrophotometerذء اُزشؽ٤َ كؾض اُٜلاّ ثبعزخذاّ عٜبص ه٤بط اٌُضبكخ اُؼٞئ٤خ اُزشؽ٤َ ٝثؼذ صلاس عبػبد ٖٓ ث

 ٗب٤ٓٞٗزش ُشؤ٣خ ؽضّ اُذٗب. 260ؽٍٞ ٓٞع٢ 

 

 :RAPDتحضيز تفبعلاث 

-OPA-05, OPA-08, OPB-06, OPB-08, OPCاخزجشد خٔغخ ثبدئبد ٢ٛ (.11)ؽؼشد ٛزٙ اُزلبػلاد اعز٘بدا" ا٠ُ      

هذسد الأؽغبّ اُغض٣ئ٤خ ُِوطغ أُزؼبػلخ ثبلاػزٔبد ػ٠ِ ٓٞاهغ اُؾضّ راد الأؽغبّ اُغض٣ئ٤خ  ٜ٘ب رؼٌظ رؼذدا" ش٤ٌِب".ُٔؼشكخ أ١ ٓ 03

أُؼشٝكخ ٝاُ٘برغخ ٖٓ هطغ دٗب اُذ٤َُ اُؾغ٢ٔ اُو٤بع٢. سعْ أُ٘ؾ٢٘ اُو٤بع٢ ث٤ٖ ه٤ْ الإؽغبّ اُغض٣ئ٤خ ُِذ٤َُ اُؾغ٢ٔ أُٔضِخ ػ٠ِ 

كبد اُز٢ رجؼذ ٛزٙ اُؾضّ ػٖ ؽلش رؾ٤ِٜٔب داخَ اُٜلاّ أُٔضِخ ػ٠ِ أُؾٞس اُغ٢٘٤. ه٤غذ أُغبكخ اُز٢ أُؾٞس اُظبد١ ٝه٤ْ أُغب

هطؼزٜب ًَ ؽضٓخ )اُوطؼخ أُؼبػلخ( ٖٓ ؽضّ اُؼ٤٘بد أُذسٝعخ. ٝثاعوبؽ ػٔٞد ٖٓ رِي أُغبكخ ػ٠ِ أُ٘ؾ٢٘ اُو٤بع٢, ٖٝٓ ٗوطخ 

 (.12)١ ٤ُٔضَ ؽغْ اُوطؼخ أُؼبػلخخش ػ٠ِ أُؾٞس اُظبدآ ػٔٞد أعوؾاُزوبؽغ ٛزٙ, 
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 انُتبئج وانًُبلشت:

 استخلاص انذَب:

ػززضٍ اُززذٗب اٌُِزز٢ ٝاعزززخِض ٓززٖ الأٝسام اُلز٤ززخ اُ٘ب٤ٓززخ ٓززٖ ٓؼززبٓلاد ٛغ٤٘زز٢ اُطٔبؽززخ أُذسٝعزز٤ٖ, ٝاُززز٢ اشزززِٔذ ػِزز٠ 

ٝٓزٖ خلاُٜزب ؽظزِ٘ب ،(10)وزخ كز٢ ٓؾِزٍٞ الاعززخلاص, ثٔٞعزت ؽش٣ CTABثبعززخذاّ ٓزبدح اُزـ  أػزلاٙ, أُؼبٓلاد أُزًٞسح ك٢ 

ئٕ ًَ ٓبدح ٖٓ أُٞاد اُزز٢ اعززخذٓذ كز٢ , ٣ٝلاؽع ػ٠ِ ٤ًٔخ ًبك٤خ ٖٓ اُذٗب لإعشاء ػ٤ِٔخ اُزشؽ٤َ اٌُٜشثبئ٢ ػ٠ِ ٛلاّ ا٥ًبسٝص

رز٤ٔض عزذس ػضٍ اُـذٗب ٝاعزخلاطٚ رؼَٔ ػ٠ِ ئصاؽخ ئؽذٟ ٌٓٞٗبد اُخ٤ِخ ؿ٤ش أُشؿٞة ك٤ٜب ٝث٘لظ اُٞهزذ لا رغزجت ػزشسا ً ُزٚ.

لا٣ززب اُ٘جبرززبد ثغززٌٜٔب ُزززا كززبٕ رؾطزز٤ْ اُخلا٣ززب ٣زززْ ثبعزززخذاّ اُغززؾن ا٤ُززذ١ٝ ثٞعززٞد اُ٘زززشٝع٤ٖ اُغززبئَ ئر رؼٔززَ دسعززبد اُؾززشاسح خ

 .(13)اُغذاس اُخ١ِٞزؾشس ٓجبششح ثؼذ رؾطْ أُ٘خلؼخ ػ٠ِ ئ٣وبف ٗشبؽ الأٗض٣ٔبد ا٣ُٝٞ٘خ ٝاُز٢ ر

ّٕ ٝعززٞد ٓززبدح اُززـ   ٣ٞNucleic Acidsٖ ٓؼوززذ ٓززغ اُؾززٞآغ ا٣ُٝٞ٘ززخ كزز٢ ٓؾِززٍٞ الاعزززخلاص ٣ؼٔززَ ػِزز٠ رٌزز CTABئ

CTAB Complex  رٔ٘ؾٜب ٓوبٝٓخ اُزؾَِ ٝثبُزب٢ُ رؾبكع ػ٠ِ ٤ٌِٜٛب الأعبع٢ ٓٔب ٣غَٜ كظِٜب ػٖ اُجشٝر٤٘بد, ئٓب أ٤ٔٛزخ ٓزبدح

Mgكاٜٗب رؼَٔ ػ٠ِ ٓغي الأ٣ٞٗبد أُٞعجخ ٓضَ Chelating agent)ٝاُز٢ رؼذّ ػبٓلا ً ٓخِج٤ب ً ) EDTAاُـ 
+2

ؼشٝس٣خ ُلؼب٤ُخ اُ 

 .(14بُزب٢ُ رضج٤ؾ ػَٔ رِي الأٗض٣ٔبد )الإٗض٣ٔبد ا٣ُٝٞ٘خ اُز٢ رؼَٔ ػ٠ِ رؾَِ الأؽٔبع ا٣ُٝٞ٘خ ٝث

ٝٓغز  اُجشٝر٤٘زبد كز٢ أُشؽِزخ اُزب٤ُزخ ٓزٖ ػ٤ِٔزخ الاعززخلاص  ٣CTABإد١ اٌُِٞسٝكٞسّ دٝساً ٜٓٔبً ك٢ اُزخِض ٓزٖ اُزـ 

الأخزشٟ كز٢ اُخ٤ِزخ ٓضزَ اٌُِٞسٝك٤زَ ثٔغزبػذح اُ٘جزز أُشًزض١, كز٢ ؽز٤ٖ ٣ٔ٘زغ كؼلا" ػٖ رخِظٚ ٖٓ اُغزٌش٣بد أُزؼزذدح ٝأُزٞاد 

ٕ اُشؿززٞح أص٘ززبء ػ٤ِٔززخ الاعزززخلاص ٓززٖ خززلاٍ رو٤ِِززٚ ُؼ٤ِٔززخ اُشززذ اُغززطؾ٢ ُِٔززٞاد اُذاخِززخ كزز٢ ػ٤ِٔززخ  غٞ ًؾززٍٞ ا٣٥ضٝأ٤ٓززَ رٌزز

رٞك٤ش الاصٓٞص٣خ أُ٘بعجخ ُٚ, ٝثزُي ٣جو٠ الاعزخلاص. ٣ٝإد١ ِٓؼ ًِٞس٣ذ اُظٞد٣ّٞ دٝساً ٛبٓبّ ك٢ أُؾبكظخ ػ٠ِ اُـذٗب ٖٓ خلاٍ 

ثؼذٛب اُـذٗب أُزشعت ٖٓ ثوب٣زب أُزبء ٝأُزٞاد الأخزشٟ  ٗو٢اُـذٗب ثبُطٞس أُبئ٢ ٣ٝشعت ثٞاعطخ ًؾٍٞ ا٣٥ضٝثشٝثبٍٗٞ أُجشد, 

 %.70ثـغِٚ ثبلأ٣ضبٍٗٞ 

ٝظٜزٞس اُِزٕٞ اُج٘ز٢ كز٢  ٝٓ٘زغ أًغزذح أُزٞاد اُل٤ُٞ٘٤زخ DNaseكاٜٗب رؼَٔ ػ٠ِ رؾ٤َِ ئٗزض٣ْ  mercaptoethanolئٓب ٓبدح 

 .(15أُغزخِض)

 

 :  RAPDتفبعلاث 

ُْ رؼؾ أ١ رؼبػق ػ٠ِ ٛلاّ ا٥ًبسٝص, (  OPA-05, OPA-08, OPB-06, OPB-08)ث٤٘ذ اُ٘زبئظ إٔ اُجبدئبد الأسثؼخ  

ذساعخ, ػِٔب" إٔ اخزجبس ٛزا اُجبدب رؼبػلب" ع٤ذا" ُٝؼ٤٘بد ًلا ٛغ٢٘٤ اُطٔبؽخ ه٤ذ اُ OPC-03ك٢ ؽ٤ٖ أػط٠ اُجبدب 

 ًشسد رغشثزٚ ُضلاس ٓشاد ُِزأًذ ٖٓ طؾخ ٗزبئغٚ. 

ػذد اُؾضّ اُ٘برغخ ٝأُغبكخ اُز٢ هطؼزٜب ٝأؽغبٜٓب اُغض٣ئ٤خ أُوذسح ُؼ٤٘بد اُذٗب ُٔؼبٓلاد 2ٝ 1ٝاُش٤ٌِٖ  3ٝ ٣2ج٤ٖ اُغذ٤ُٖٝ

صلاس ٗوبؽ ػ٘ذ رؾ٤َِ ٝٓوبسٗخ اُ٘زبئظ ُِؼ٤٘بد  , ٣ٝلاؽع اػزٔبدOPC-03ثبعزخذاّ اُجبدب  GS-12ٛغ٢٘٤ اُششٝم ٝ 

 أُذسٝعخ, ٢ٛٝ:

( ُٜغ٤ٖ 1كؼلا" ػٖ ٓؼبِٓخ أُوبسٗخ ) 4, 3, 2ا٠ُ ئٕ ػ٤٘بد اُذٗب ُِٔؼبٓلاد 1ٝاُشٌَ 2ظٜٞس اُؾضّ: رش٤ش ٗزبئظ اُغذٍٝ    .1

 ؽضّ ٌَُ ٜٓ٘ب. 10اُششٝم, أػطذ 

ٓخ ػٖٔ أُؼبِٓخ اُٞاؽذح ٖٓ ٗوطخ ثذا٣خ اُزشؽ٤َ, ئر هطؼذ أُغبكخ أُوطٞػخ: ُٞؽع اخزلاف أُغبكخ أُوطٞػخ ٌَُ ؽض .2

ِْٓ, ٣ٝلاؽع رغب١ٝ  56, 4ِْٓ, ك٢ ؽ٤ٖ هطؼذ اُؾضٓخ الأ٠ُٝ ُِٔؼبِٓخ 60ٝٓؼبِٓخ أُوبسٗخ,  3, 2اُؾضٓخ الأ٠ُٝ ُِٔؼبٓلاد 

 ِْٓ.98خ ُِٔؼبٓلاد الأسثؼخ ٝاُز٢ ثِـذ أُغبكبد أُوطٞػخ ُِؾضّ اُزغغ أُزجو٤

ُِؾضّ: اخزِلذ الأؽغبّ اُغض٣ئ٤خ أُوذسح ُِؾضّ أُزؼبػلخ ػٖٔ أُؼبِٓخ اُٞاؽذح, ئر ثِؾ أًجش ؽغْ عض٣ئ٢  اُٞصٕ اُغض٣ئ٢ .3

. ٝرغبٝد اُؾضّ الأخشٟ ُٔؼبٓلاد 4صٝط هبػذ١ ُِٔؼبِٓخ 1900,ث٤٘ٔب ثِؾ (bpصٝط هبػذ١ )1825, 3ٝ 1,2ُِٔؼبٓلاد

  ٛغ٤ٖ اُششٝم الأسثؼخ ك٢ ٓوذاس ؽغٜٔب اُغض٣ئ٢.
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 :  اُ٘ٞارظ أُزؼبػلخ ٖٓ اُذٗب ا٢ٌُِ ُٔؼبٓلاد ٛغ٤ٖ اُششٝم أُخزِلخ أُزٔضِخ ثـــ :1اُشٌَ

 

M اُذ٤َُ اُؾغ٢ٔ اُو٤بع٢ أُزٔضَ ثـ   :DNA ladder. 

 : ٓؼبِٓخ أُوبسٗخ )ػ٤٘بد ٖٓ ٗجبربد ٗب٤ٓخ ٖٓ ثزٝس ؽج٤ؼ٤خ ٓضسٝػخ ػ٠ِ ٝسم رشش٤ؼ ٓؼوْ ٝٓشؽت ثبُٔبء أُوطش أُؼوْ(. 1

ِٓـْ/ُزشSA  (2 ٝ )%CaCl2 (12  ٝ ))عجن ٝإ عٜضد ؽشٞرٜب ثبُـــ° 4ّٗجبربد ٗب٤ٓخ ٖٓ ثزٝس ط٘بػ٤خ ٓخضٗخ ٓذح شٜش ك٢ دسعخ :  2

BA(0.05  ٝ )ِٓـْ/ُزشIBA(0.05.)ِٓـْ/ُزش 
 ِٓـْ/ُزشIBA  (0.01 .)ِٓـْ/ُزشBA(0.05  ,)ِٓـْ/ُزشSA  (2 ,)%CaCl2 (12  ,):  ٗجبربد ٗب٤ٓخ ٖٓ ثزٝس ط٘بػ٤خ ٓغٜضح ثبُـ 3

 ِٓـْ/ُزشIBA(0.01.)ِٓـْ/ُزشBA(1 ,)ِٓـْ/ُزشSA  (2 ,)%CaCl2 (12 ,)ٗجبربد ٗب٤ٓخ ٖٓ ثزٝس ط٘بػ٤خ ٓغٜضح ثبُـ :  4
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 :  عذد انحزو انُبتجت وانًسبفت انتي لطعتهب)يهى( وإحجبيهب انجزيئيت انًمذرة نعيُبث انذَب2 جذول
 .OPC-03نًعبيلاث هجيٍ انشزوق ببستخذاو انببدئ 

 

 

 

 انًسبفت انًمطىعت )يهى( عذد انحزو انًعبيهت
 انحجى انجزيئي

(bp) 

 )يعبيهت انًمبرَت(

1 
10 

60 1825 

65 1500 

68 1400 

70 1300 

74 1100 

78 850 

81 700 

90 565 

94 500 

98 360 

2 10 

60 1825 

65 1500 

68 1400 

70 1300 

74 1100 

78 850 

81 700 

90 565 

94 500 

98 360 

3 10 

60 1825 

65 1500 

68 1400 

70 1300 

74 1100 

78 850 

81 700 

90 565 

94 500 

98 360 

4 10 

56 1900 

65 1500 

68 1400 

70 1300 

74 1100 

78 850 

81 700 

90 565 

94 500 

98 360 
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, رشبثٚ ػذد اُؾضّ اُظبٛشح اُغبثوخٝاػزٔبدا" ػ٠ِ اُ٘وبؽ اُضلاس  3ُغذٍٝ ٝا 2ك٤ج٤ٖ اُشٌَ  ,GS-12أٓب ثبُ٘غجخ ُِٜغ٤ٖ 

د الأسثغ أُغزخذٓخ ٝاُز٢ ثِـذ عذ ؽضّ ٌَُ ٜٓ٘ب. هطؼذ اُؾضّ ُِٔؼبٓلاد ًبكخ, ٓغبكبد ٓزشبثٜخ ثذءا" ٖٓ ُِٔؼبٓلا

ِْٓ. ٣ٝلاؽع ئٕ اخزلاف الأٝصإ اُغض٣ئ٤خ ُِؾضّ رجؼب" ُِٔغبكخ  97ٗوطخ اُزشؽ٤َ ػ٠ِ ٛلاّ ا٥ًبسٝص, ٝاُز٢ ثِـذ 

 .GS-12سثغ ُٜغ٤ٖ اُـ أُوطٞػخ ػٖٔ أُؼبِٓخ اُٞاؽذح, هذ رشبثٚ ُِٔؼبٓلاد الأ

 

المختلفة المتمثلة GS-12:  النواتج المتضاعفة من الدنا الكلي لمعاملات هجين 2الشكل

MDNA ladder

4SA 2CaCl212
BA0.05IBA0.05

SA 2CaCl212BA0.05IBA0.01
SA 2CaCl212BA1IBA0.01
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 :  عذد انحزو انُبتجت وانًسبفت انتي لطعتهب)يهى( وإحجبيهب انجزيئيت انًمذرة نعيُبث انذَب3جذول 

 .OPC-03ببستخذاو انببدئ GS-12انًتضبعفت نًعبيلاث هجيٍ 

 عذد انحزو انًعبيهت
انًسبفت انًمطىعت 

 )يهى(

 انحجى انجزيئي

(bp) 

 

 )يعبيهت انًمبرَت(

1 

 

6 

53 2100 

66 1500 

81 750 

87 675 

92 590 

97 500 

2 6 

53 2100 

66 1500 

81 750 

87 675 

92 590 

97 500 

3 6 

53 2100 

66 1500 

81 750 

87 675 

92 590 

97 500 

4 6 

53 2100 

66 1500 

81 750 

87 675 

92 590 

97 500 
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ئٕ اػزٔبد رؾ٤َِ ٗزبئظ دساعخ اُؼلاهخ اُٞساص٤خ ػ٠ِ ٝعٞد أٝ ؿ٤بة اُؾضّ اُ٘برغخ ٖٓ رؼبػق هطغ ٓؼ٤٘خ ٖٓ ع٤ّ٘ٞ اُ٘جبربد 

. ُْٝ رإخز ثبلاػزجبس الاخزلاكبد ك٢ شذح رأُن اُؾضّ (18,17,16)أُذسٝعخ ٝػ٠ِ الأٝصإ اُغض٣ئ٤خ ُزِي اُؾضّ, رزلن ٓغ ًَ ٖٓ

 ُلأعجبة ا٥ر٤خ:

ؾضّ اُز٢ ُٜب ٗلظ اُٞصٕ اُغض٣ئ٢ ثشٌَ ؽضٓخ ع٤ٌٔخ ٝاؽذح, ٢ٛٝ ك٢ اُؾو٤وخ ػذد ٖٓ اُؾضّ أُزغٔؼخ ظٜٞس ثؼغ اُ .1

 ٓؼب".

 ٣إد١ ص٣بدح رش٤ًض دٗب اُوبُت ا٠ُ رٌشاس ػذد ٗغ  دٗب اُٜذف ٖٝٓ صْ ٣زؼبػق ٗلظ أُٞهغ أًضش ٖٓ ٓشح. .2

 (.19طؼٞثخ رؾذ٣ذ اُزش٤ًض اُذه٤ن ُِذٗب, ُزأصشٙ ثؼذح ػٞآَ) .3

ئٕ أُؼبٓلاد أُخزِلخ أُغزخذٓخ ك٢ ئٗزبط اُجزٝس اُظ٘بػ٤خ ُٜغ٢٘٤ اُطٔبؽخ, ٝأُزٔضِخ  3ٝ  2اُغذ٤ُٖٝ ٗزبئظ  ٣زج٤ٖ ٖٓ

أُغزخذٓخ, ُْ رإصش ك٢ اُزش٤ًت اُٞساص٢ ُِ٘جبربد  MSثٔ٘ظٔبد اُ٘ٔٞ اُ٘جبر٤خ ٝٓٞاد رـ٤ِق الأع٘خ اُغغ٤ٔخ كؼلا" ػٖ أٓلاػ ٝعؾ 

رطبثوب" ربٓب"  4ٝ 3ٝ  2اُ٘جبربد اُ٘ب٤ٓخ ٖٓ اُجزٝس اُطج٤ؼ٤خ ٌُلا اُٜغ٤٘٤ٖ, ئر أظٜشد أُؼبٓلاد اُ٘ب٤ٓخ ٖٓ ٛزٙ اُجزٝس ٓوبسٗخ ٓغ 

( ٌُٝلا ٛغ٢٘٤ اُطٔبؽخ, ك٢ ػذد اُؾضّ اُ٘برغخ ٖٓ رؼبػق هطغ ٓؼ٤٘خ ٖٓ ع٤ّ٘ٞ اُ٘جبربد أُغزخذٓخ كؼلا" 1ٓغ ٓؼبِٓخ أُوبسٗخ )

ػ٠ِ شش٣ؾ  دٗب اُوبُت, ك٢ ؽ٤ٖ ُْ OPC-03اُؼذد ٝأُٞاهغ أٌُِٔخ ُزغِغَ اُجبدب  ػٖ الأٝصإ اُغض٣ئ٤خ ُزِي اُؾضّ اُز٢ رؼزٔذ ػ٠ِ

رؼُؾ اُجبدئبد الأخشٟ أ١ ٗز٤غخ رؼبػق ثبُشؿْ ٖٓ ئػبدرٜب أًضش ٖٓ ٓشح, ٝرُي ثغجت ؿ٤بة أُٞاهغ أٌُِٔخ ُزغِغلاد رِي اُجبدئبد 

  .GS-12 (20,19,18)ٛغ٢٘٤ اُششٝم ٝ  ك٢ ع٤ّ٘ٞ ٗجبربد

ُِزؾون ٖٓ ٓذٟ ٓطبثوخ ٗجبربد اُطٔبؽخ أُ٘زغخ  RAPD( اُز٣ٖ ٝظلٞا ٓإششاد اُـ 10ٝ 3)ًَ ٖٓ اُ٘زبئظ ٓغ رزلن ٛزٙ  

ٖٓ ؽش٣وخ رٌٕٞ الأػؼبء ؿ٤ش أُجبشش خبسط اُغغْ اُؾ٢ ٓغ ثبدساد اُطٔبؽخ اُ٘ب٤ٓخ ك٢ اُؾوَ, ٝأظٜشد اُ٘زبئظ ػذّ ٝعٞد 

 رـب٣شاد ٝساص٤خ.
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