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 المستخمص 
 جينات المسؤولة عن ظيور صفة المقاومة في الطماطة ضد نيماتود تعقد الجذورالتضمنت ىذه الدراسة التحري عن 

Meloidogyne spp مقاومتيا للإصابة بديدان لات سلا10غير محدودة النمو, إذ أظيرت  نقية من الطماطة ةسلال 46 في
أخرى من  ةسلال 31 , بينما أظيرتبيضة/كغم تربة 5000 بــ يوماً عمى عممية التمقيح 60تعقد الجذور وذلك بعد مرور 

من الدليل  5تعقد الجذور إذ لوحظ إن عدد العقد عمى الجذور قد تجاوز الدرجة  الطماطة حساسية تجاه الإصابة بنيماتود
عقدة عمى جذورىا, تم تشخيص جينات المقاومة باستخدام تقانة التحميل  100المرضي المستخدم في البحث أي أكثر من 

ثم تطبيق  CTABطريقة  لسلالات الطماطة الحساسة والمقاومة باستخدام DNAتم عزل الحامض النووي  حيث الجزيئي
الكمي المعزول من السلالات الحساسة والمقاومة,  DNAعمى  DNA Simple Sequence Repeat(SSRمؤشرات الـ )

 Primer3 بوساطة برنامجالباحث  صمميا منيا باستخدام خمسة بادئات ترتبط بمواقع مختمفة لجين المقاومة, اثنان

(HSM1  وHSM2 وقد أثبتت  فعاليتيا في ) المقاومة  اتعن جينالكشفMi  من خلال إنتاجيا حزمDNA و ثلاثة ,
في التحري عن جينات المقاومة من خلال إنتاج كل زوج منيا عالميا ( أثبتت فعاليتيا Mi12و C2S4و  REXبادئات أخرى )

 . DNAحزم 
 تعقد الجذور.  ,تفاعل البممرة التسمسمي ,الكممات المفتاحية: مؤشرات التتابعات البسيطة المتكررة

 * البحث مستل من رسالة ماجستير الباحث الثاني. 
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ABSTRACT 
This study was included investigation of the resistance genes Mi which is responsible for the 

appearance of resistance feature in tomato against root knots Nematode Meloidogyne spp in 46 pure 

lines of tomato indeterminate growth, ten of tomato pure lines showed resistance to root knots 

nematode infection after 60 days of the inoculation by 5000 egg/ kg of soil . While 31 pure lines of 
tomato showed sensitivity for these nematode infection, which root knot  numbers had exceeded 100 knots. Then 

the genes has diagnosed by using the technology of molecular analysis the DNA of the purelines of sensitive and 

resistance tomato was isolated by the CTAB method then apply the indicators of Simple Sequence Repeat (SSR) 

DNA on the total DNA isolated from sensitive and resistant pure lines and using five primers connected with 

different locations of the resistance lines, two of them were designed by reasrcher and NCBI-Primer-Blast 

program (HSM1and HSM2) proved effective in the investigation of resistance genes Mi by production DNA 

bands, and three other primers (REX and C2S4 and Mi1-2) also proved their international effectiveness in the 

detection of resistance genes by production DNA bands for each pairs of them.  

Key Words: Simple sequence repeated (SSR), Polymerase chain reaction (PCR),Root-knot.
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 المقدمة
بيئة مناسبة لانتشار نيماتود تعقد الجذور، وذلك يعد العراق 

لتوفر المناخ المعتدل والعائل المناسب خلال فصول السنة، 
وأضرار النيماتود تحت ظروف الزراعة المحمية وتزداد أعداد 

لما توفره ىذهِ الطريقة الزراعية من ظروف مواتية لنشاط 
، ونتيجة لتزايد المخاوف البيئية والصحية من (2)النيماتود

ولتقميل  استخدام المبيدات المتخصصة عمى النيماتود،
استخدام ىذهِ المبيدات كان التوجو نحو استخدام المقاومة 

، إذ تعد حلًا فعالًا لحماية genetic resistanceراثية الو 
النباتات من المسببات الممرضة والآفات الحشرية وأثبت 
المقاومة الوراثية فعاليتيا كوسيمة لمسيطرة عمى النيماتود من 

عدادىا في التربة ، لذلك (13)خلال تقميل كثافة النيماتود وا 
د تعقد الجذور فإن استنباط أصناف طماطة مقاومة لنيماتو 

تسبب ىذه الافو و التي تعد طريقة آمنة وفعالة لمسيطرة عمى 
خسائر اقتصادية كبيرة في الطماطة في البيوت البلاستيكية 

منشؤىا الطماطة  Miجينات المقاومة مجموعة أن (. 9و  3)
تمنح المقاومة  Solanum peruvianum البرية الجنس 

 .M. incognita ،Mلمطماطة ضد نيماتود تعقد الجذور 
arenaria  ،M. Javanica  إذ توجد تسعة جينات

(Mi1-9) Mi ومن الجدير بالذكر (1)في الطماطة البرية ،
تم تحديدىا الجينات المقاومو  زوجا من    40وجود أكثر من

 (،7و  4) عمى الخارطة الجينية في الأنواع البرية لمطماطة
 Miالحاممة لجينات المقاومة  نباتات الطماطة لوحظ انو 

وأن ( 12و  6) Bemisia tabacisمقاومة لمذبابة البيضاء 
ىذهِ المقاومة تكون عمى درجة عالية من التخصص وفعالة 

 Macrosiphum تجاه بعض سلالات من البطاطا

euphorblae (5) ولتطوير أصناف طماطة مقاومة ،
المصادر التحري عن يجب للإصابة بنيماتود تعقد الجذور 

في برامج التربيو و  لممقاومة شرط أساسي  الحاممو الوراثية
ىو الذي  ومن ىنا جاء اليدف من ىذهِ الدراسة والتحسين 

لنيماتود تعقد الجذور  Miالتحري عن جينات المقاومة 
Meloidogyne spp  في بعض الخطوط النقية لمطماطة

ة لممقاومة غير محدودة النمو. تم التحري عن المصادر الوراثي
 الخطوط الوراثية واختبار في نباتات الطماطة من خلال 

من عدمو حقميا ثم  إصابتيا بنيماتود تعقد الجذور تحديد
 MI لمتحري عن جينات المقاومو PCR تقانهاستخدام 

باستعمال بادئات مختمفو ومتخصصو ترتبط بالمواقع المختمفو 
برنامج عمره يعد ىذا البحث جزء من  .MI (17)لجينات 

أربعة وثلاثون سنة واليدف منو الوصول إلى سلالات طماطة 
اضافة الى الخصائص النباتيو  مقاومة لنيماتود تعقد الجذور

 المرغوبو.
 المواد وطرائق العمل:

 :إكثار المقاح النيماتودي
مصابو من حقول زراعيو  تم الحصول عمى نباتات طماطو

في محافظة بابل و التي تم استخلاص المقاح منيا في 
استعممت بيوض حيث جامعة بغداد /مختبرات كمية الزراعو 

لتمقيح نباتات  Meloidogyne sppتعقد الجذور ديدان 
الحساس للإصابة  super marmandeطماطة صنف 

ة عمى بمرض تعقد الجذور لغرض تييئة المقاح وبكميات كبير 
نباتات الطماطة الحساسة جرى تحضير لقاح النيماتود 
باستخلاص البيوض ويافعات الطور الثاني من نباتات 

إذ تم غسل الجذور جيداً من التربة العالقة  المصابو الطماطة
بيا ومن ثم استخمصت منيا النيماتود )البيوض ويافعات 
 الطور الثاني( باستخدام المصافي والترويق وذلك حسب

إضافة المقاح إلى  تمت Barker (8)و  Husseyطريقة 
 5000تربة نباتات الطماطة المزروعة في الأصص بواقع 

 بيضة لكل كغم تربة. 
 :سلالات الطماطة غير محدودة النمو

نقية من الطماطة غير  وسلال 46في ىذهِ الدراسة  تاستعمم
أسابيع  4سلالات وبعد ال ىذه محدودة النمو، إذ تمت زراعة

تم نقميا إلى أصص  2015/10/10من الزراعة وبتاريخ 
بطريقة  غم 200وزن حاويو عمى تربو معقمو بلاستيكية 

بار 1تحت ضغط  باستخدام جياز الموصدةالفيزيائي التعقيم 
في  بالنمو لمنباتات وسمحدرجو مئويو  121ودرجة حراره 

الأصص لمدة أسبوع قبل إجراء العدوى. تم إجراء التجربة في 
حيث  البيت البلاستيكي ضمن ظروف بيئية مسيطر عمييا

، تمت درجة مئوية  20-27كانت درجة الحرارة تتراوح بين 
في كل مكرر  صصفي ثلاث مكررات وكان عدد الاالزراعة 

ئياً تم توزيعيا عشوا اصيص لكل معاممو\حاويو عمى نبات 3
 Completeبطريقة التصميم العشوائي الكامل

Randomized Design (CRD) ، جميع تربة تم معاممةو 

 غم رمل200 بيضة/ 1000الطماطة بمقاح النيماتود بتركيز 
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حيث تستخدم أنبوبو ماصة معقمة و مدرجة لسحب المقاح ثم 
إضافتو إلى التربة بعد عمل حفرتين متقابمتين حول النبات 

بتاريخ سم من النبات 2-1 سم وتبعد  5-3بعمق 
النباتات بانتظام سقيت  وبعد إجراء العدوى 2015/10/18
بأستخدام سماد سائل عباره عن مزيج من  وتم تسميدىا

(20:20:+ NPK 20 6MG  +Microelement  +

Triselement ) م تيوماً عمى العدوى  60 -45 روبعد مرو
عمى  المتكونو العقد حساب عدد أخذ القراءات وذلك من خلال

مع مراعاة  Sasser (14)و  Taylorالجذور حسب مقياس 
غسل الجذور بماء ىاديء الجريان لمتخمص من التربة العالقة 

السلالات عدت بيا قبل إجراء عممية عدّ العقد الجذرية. 
 0-2النباتية التي كان عدد العقد عمييا ضمن التدرج من 

لات حساسة ثم جرى عدت سلا 3-5كسلالات مقاومة ومن 
الكشف الجزيئي اللاحق الدقيق لمتميز بين السلالات المقاومة 

 والحساسة.
باستخدام  PCRبتقنية  Miالتحري عن جينات المقاومة  

 : ليذا الجين ةمتخصص (Primers)بادئات 
: Miمتخصصة لجينات  (Primers)تصميم بادئات  -1

لـ  النتروجينيةتسمسل القواعد  صممت بادئات اعتماداً عمى
وباستخدام  NCBIالموجود في موقع الـ  Miجين المقاومة 

وبمساعدة أحد المختصين في عمم الحياة  Primer 3برنامج 
جامعة /ألدكتور أحمد عبد ألجبار سميمان كمية ألعموم الجزيئي
فضلًا عن ذلك تم التوصل إلى وجود ثلاثة مؤشرات  .ألأنبار

ماطة اثبتت فعالتييا في مرتبطة بجين المقاومة في الط
 . 1وكما موضح في الجدول Mi اتالتحري عن جين

المؤشرات وتسمسميا وأوزانيا الجزيئية ومصادرىا  :1جدول 
 العممية

 

 (Simple Sequence Repeat)الـ استخدمت مؤشرات 

SSR  لغرض التحري عن جينات المقاومةMi  لما تتميز بو
والتي  DNAىذهِ المؤشرات من خصوصية في طبيعة مناطق 

المقاومة في  اتتتوافق مع تتابعات البادئات الخاصة بجين
 نبات الطماطة. 

  DNA extraction: استخلاص الدنا 2-
، CTAB (10)عمى وفق طريقة  DNAتمت عمميات عزل 

بالنتروجين الغضة من الأوراق النباتية  ممغم 50 يتم طحن 
مل وتم 1.5 حجم  Tubesالسائل وتوضع العينات في 

 GP1 Buffer 400μL ،RNaseA 5μL ،GP2إضافة 
Buffer 100μL  ،750μL  منGP3 Buffer ،W1 

Buffer 400μL ،Wash Buffer 600μL  إضافة تمت
Elution Buffer 50 μL  ثم يتم قياس العينات بجياز

nanodrop  لغرض معرفة تركيز ونقاوةDNA . 
و  Weisingبالاعتماد عهى  SSRتحضير تفاعلات الـ  3-

Grander (16): 
حجم  Tubeالعينات إلى  DNAمن  (3μL) اضيف

(0.5mL)  وزعتثم(5μL)  من محتويات الـMaster Mix 
 Primer R , Primer Fمن  (2μL)اضيفثم  Tubeلكل 

 (Deionized Water)من  (13μL)وأخيراً يضاف حجم 
D.W  لكلTube  وتعرض عمىCentrifuge  وضعتثم 

 . PCRالأنابيب في جياز 
 عممية الترحيل الكيربائي عمى ىلام الاكاروز-4

حضر ىلام الاكاروز بإذابة الكمية المطموبة من مسحوق 
 (1X)مميمتر من محمول  100غم في  (1.5)ىلام الاكاروز 

TBE  مع التحريك إلى أن يذوب تماماً، المزيج سخن ثم
درجة  50 – 55يترك لمدة مع التحريك ليبرد إلى حدود و 

مئوية ثم صب في وعاء خاص بيلام الاكاروز بعد تثبيت 
صب اليلام بيدوء لصنع حفر التحميل مع مراعاة  المشط

ن تكون ت تسحب بيدوء وباستمرار لمنع تكون الفقاعات وا 
ن تصمب، بعد تصمب اليلام بالماصة الدقيقة، وترك إلى أ
بتركيز  TBEغمر في محمول وضع في حوض الترحيل و 

1X ،الكمية المطموبـة من عينـة  وخمطتDNA  مـعμL (2 
ثم  افي الحفر الخاص بي حممتمن محمول الترحيل و  (3 –

بعد انتياء عممية . 3v/cmمرر تيار كيربائي بفرق جيد 
صبغ اليلام في محمول صبغة بروميد الايثديوم الترحيل 
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حص عمى فدقيقة، ثم  20مدة  (1μg/mL)بتركيز نيائي 
، نانوميتر 366مصدر للأشعة فوق البنفسجية بطول موجي 

 . Ladder 100مع 
 النتائج والمناقشة: 

تييئة المقاح وبكميات كبيرة عمى نباتات الطماطة الحساسة: 
عمى نباتات الطماطة البيت البلاستيكي أظيرت نتائج تجربة 

حسب مقياس  super marmandeصنف الحساسة 
Taylor  وSasser  بعد تمقحييا ببيوض نيماتود تعقد الجذور

عمى جذور نباتات الطماطة من  (100%) نسبة إصابة عالية
عمى الجذور والذي تجاوز  المتكونو خلال ملاحظة عدد العقد

 يوم.  60عقدة/نبات بعد التمقيح بـ  100
 سلالة نقية من الطماطة غير محدودة النمو: 10 انتخاب

 نقية من الطماطة غير محدودة النمو وسلال 46بعد زراعة 
 200يضة/ 1000 ببيوض نيماتود تعقد الجذوروبعد تمقيحيا 

 سجمتء العدوى، و يوم عمى إجرا 60غم تربة وبعد مرور 
ظيرت النتائج   Sasser, Taylor  القراءات حسب مقياس 
 -وكالآتي:  2الموضحو في الجدول

 مستويات المقاومة في سلالات الطماطة غير .2جدول
 ورـيوم من العدوى بيافعات الط 60حدودة النمو بعد ــم
 ربةـــت غم200 بيضة/  1000اني والبيوض بمعدل ـالث

Reaction Breeding Line Root – Knot Index 

 HIGH Resistant                            0                                    ـــــــ 

Resistance                                      30                                     1    
Resistance         11 , 12 , 13 , 14 , 15 , 29 , 31 , 33 , 34          2  
Susceptible                       18 , 20 , 21 , 22 , 27                       3   
High Susceptible                        ـــــــــــــــ                                4    

 High Susceptible (31 pure lines )                                        5 

يمكن  2جدول  ملاحظة النتائج المدونو في من خلال
، 30 29، 15، 14، 13، 12، 11ملاحظة أن السلالات )

( تميزت بمقاوتيا لمرض تعقد الجذور إذ كان 34، 33، 31
 . (2-1)معدل الدليل المرضي يتراوح بين 

 النتائج المختبرية: 
تم استخدام خمسة أزواج  -: SSRنتائج تجارب مؤشرات الـ 

المرتبطة بجين المقاومة لمنيماتود  SSRمن بادئات مؤشرات 
 :في محصول الطماطة وكانت النتائج كما يمي

 الباديء  1

 HSM1 نتج عن تطبيق ىذا البادئ معDNA  سلالات
في  (bp 695)الطماطة ظيور الحزم ذات الوزن الجزيئي 

وارتبط فييا البادئ مع الشريط  (11)جميع السلالات عدا 
لجود تتابعات من القواعد النتروجينيو  DNAالمفرد من 

 : 1كما يوضح الشكلالقالب    DNAالمكممة لو في شريط
 

 
الذي يؤشر بوجود  HSM1 (25bp)يمثل الباديء . 1الشكل 

( في سلالات NCBI)موقع  695bpجين المقاومة ذي الطول 
 الطماطة

 HSM2 الباديء  2-

سلالات الطماطة  DNAتج عن تطبيق ىذا البادئ مع ن
في جميع  (bp 656)ظيور الحزم ذات الوزن الجزيئي 

لوجود  DNAوارتبط فييا البادئ مع شريط السلالات 
تتابعات من القواعد النتروجينية مكممة لو في الشريط المفرد ل 

DNA 2كما يوضح الشكل القالب. 

 
الذي يؤشر بوجود  HSM2 (25bp)يمثل الباديء  .2الشكل  

( في سلالات NCBI)موقع  656bpجين المقاومة ذي الطول 
 الطماطة.
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 REX الباديء  3-

سلالات الطماطة  DNAنتج عن تطبيق ىذا البادئ مع 
في جميع  (bp 720)ظيور الحزم ذات الوزن الجزيئي 

لوجود  DNA ت  وارتبط فييا الباديء مع شريط السلالا
 DNAتتابعات من القواعد النتروجينيو مكممة لو في شريط 

 : 3كما يوضح الشكل القالب 

 
الذي يؤشر بوجود  REX (20bp)يمثل الباديء  .3كل الش

وآخرون,  720bp (Williamsonجين المقاومة ذي الطول 
 ( في سلالات الطماطة.1994

 Mi12 انباديء  4
سلالات الطماطة  DNAنتج عن تطبيق ىذا البادئ مع 
في جميع  (bp 1450)ظيور الحزم ذات الوزن الجزيئي 

 : 4كما يوضح الشكل  (33)السلالات عدا 

 
الذي يؤشر بوجود جين المقاومة  Mi12الباديء يمثل  .4الشكل

( في 1996وآخرون,  Whitham) 1450bpذي الطول 
 سلالات الطماطة.

 C2S4 الباديء -5
م تُظير أي من السلالات المستخدمة في الدراسة حزم ل

DNA  عند تطبيق ىذا البادئ معDNA ة طسلالات الطما
مكممة لمبادئ في  لعدم وجود تتابعات من القواعد النتروجينية

القالب و ىذا يعني ان البادئ غير  DNAالشريط المفرد من 
. 5كما يوضح الشكل   Miمتخصص عمى جينات المقاومة 

 14, 15 تالسلالانلاحظ أن  3وبالأشاره الى الجدول 
كانت أكثر السلالات مقاومة لمرض تعقد الجذور  13,11

لجينات  بأمتلاكيا PCRوالذي أوضحتو نتائج تجارب الـ 
وذلك  بمقاومتيا لمرض تعقد الجذور وتميزت حقمياً  المقاومة

 Taylorبالاعتماد عمى معدل الدليل المرضي حسب تدريج 
تمتمك مواقع  ذه السلالاتمما يدل عمى أن ى Sasserو 

فمم  12  ةصفة المقاومة، أما السلال ياجينية سائدة مما يمنح
مقاومة لمرض تعقد الجذور اذ تجاوز فييا معدل الدليل  ظيرت

وجود عمى الرغم من و   3كما يوضح الجدول   2.9المرضي
مما يدل أن  ىذه السلالة أزواج من جينات المقاومة في أربعة

بعض ىذهِ الجينات ليس ليا فعالية، فيي إما مواقع ذات 
ودة اليلات متنحية يكشف عنيا الباديء أو أنيا جينات موج

المايتوكوندريا أو البلاستيدات الموجودة في  DNAفي 
السايتوبلازم وذات تعبير جيني غير مؤثر في اليات المقاومة 

 لنيماتود تعقد الجذور.

 
 

يؤشر بوجود  لم الذي C2S4 (22bp)يمثل الباديء  .5الشكل 
( في سلالات 1998وآخرون,  Milliganجين المقاومة )

 الطماطة.
 (30 , 34)السلالات نلاحظ ان  4و بالأشاره الى الجدول  

مقاومة تميزت ىذهِ السلالات الجينات ال أزواج من 4تحوي 
بمقاومتيا لنيماتود تعقد الجذور إذ تكونت عمى جذورىا عقد 

يوم من  45جذرية منخفضة لا تتجاوز عشرة عقد بعد مضي 
يوم ازداد عدد  60بعد مضي  34ى ولكن السلالة تاريخ العدو 

عقدة في حين بقيت  11-30العقد لتصل إلى أكثر من 
ضمن معدل عدد العقد التي تصنف السلالة من  30السلالة 



 عبود و ٌاسٍه                                                            2016/ 1327 -1321(: 5)47 –مجهت انعهوو انزراعٍت انعزاقٍت 

1326 

 (29, 31 خلاليا عمى أنيا مقاومة،  في حين أن السلالة
لتي احتوت عدد عقد كثيرة في الاختبارات الحقمية ( ا 33,و

عقدة  100يوم من موعد العدوى واقتربت من  60بعد مضي 
في الجذور مما يدل عمى حساسيتيا للإصابة وىذا ربما يؤكد 
 إلى عدم فاعمية ىذه الجينات وقد يعود إلى مواقعيا المتنحية.

نستنتج من ىذه الدراسة بأن الجينات التي تتحكم بصفة 
المقاومة لنيماتود تعقد الجذور ىي اكثر من جين و قد تم 

فعاليتيا  SSRاذ اثبتت مؤشرات ال PCRلكشف عنيا بتقنية ا
في إظيار التباين بين السلالات في مقاومة الاصابة 

 بالنيماتود حسب أحتواءىا عمى جينات المقاومة.

. انسلالاث انشقٍقت نهسلانت 3جدول 
B

m17
SH – 17 –وأعداد جٍناثMi   ًانموجودة فً هذه انسلالاث ومعدل اندنٍم انمزض

Tylor  &Sasser  درجاث 5انمكون مه 

 
عدد  4 =,  11-30عدد العقد  3 =,  3-10عدد العقد  2 =عمى الجذور,  1-2عدد العقد  1 =لا توجد عقد عمى الجذور,  0 =الدليل المرضي )

 عقدة عمى الجذر(.  100أكثر من  5 =,  31-100العقد 
 انموجودة فً هذه انسلالاث ومعدل اندنٍم انمزضً.  Miوأعداد جٍناث SH – 15A – 25C. انسلالاث انشقٍقت نهسلانت 4جدول 

 
 .المؤشرة إزاءىا بعد الإعادة لأكثر من مرة السلالة: فشل الاختبار في الكشف عن الجينات في  ?

عدد  3 =,  3-10عدد العقد  2 =عمى الجذور,  1-2عدد العقد  1 =لا توجد عقد عمى الجذور,  0 =الدليل المرضي )
 عقدة عمى الجذر(. 100أكثر من  5 =,  31-100عدد العقد  4 =,  11-30العقد 
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