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التباين الوراثي والتوزع الإقليمي لمجتمع فطر الصدأ المخطط 
  على القمح Puccinia striiformis f. sp tritici )الأصفر(

  )AFLP(في سورية باستخدام المؤشرات الجزيئية للدنا 
  2007و2006 خلال موسمي 

  

  ) 1( محمد فواز العظمةو )1(شعلة خاروف

  )2(  و مايكل باوم)2( عمر يحياويو

 
  ملخصال

 .Puccinia striiformis f) الأصـفر ( عزلة من الفطر المسبب لمرض الصدأ  المخطط 96جمعت 
sp tritici لّلـت .  من مناطق مختلفة لزراعة القمح الطري والقاسي في سوريةعزلـة بعـد أن   52 وح 

 AFLP (Amplified(تقانة التعدد الشكلي لأطوال قطع الدنا المضخمة  بوراثياًعرفت بوصفها سلالات 
Fragment Length  Polymorphism . فـي  % 10بلغت نسب تباين مجتمع الفطر بين المحافظات

أربـع   إلـى    عند استخدام التحليل التجميعي توزعت السلالات      .ضمن المحافظة الواحدة  % 90 كانت   حين
منـاطق   إلـى  نتميالمجموعة الأولى سلالات تتضمنت . مجموعات وفقاً لنسبة القرابة الوراثية فيما بينها 

، وكانت نسبة القرابـة الوراثيـة   )إدلب، حماة، حلب وتل حديا(جغرافية متقاربة في وسط وشمال سورية   
، وهي تـضم سـلالات مـن    % 15.3بلغت نسبة القرابة الوراثية ضمن المجموعة الثانية %. 35,3فيها 

عة الثالثة  سـلالات مـن إدلـب        المجمو إلى   تنتمي).  درعا ودير الزور والرقة   (مناطق جغرافية مختلفة    
المجموعـة  في وكانت درجة القرابة . % 22.3والحسكة وحلب  فقط، وبلغت نسبة القرابة الوراثية فيها 

 أكدت النتـائج توافـق نتـائج     %.38.9الرابعة الممثلة بسلالات من منطقة طرطوس وحمص واللاذقية،         
ة مع اختبارات المادة الوراثية بطريقة المؤشـرات  تعريف السلالات اعتماداً على رد فعل الأصناف التفريقي   

  .  )AFLP(للدنا الجزيئية 
  
المؤشـرات  ، سـلالات فيزيولوجيـة  ، )أصفر(صدأ مخطط ، قمح :مفتاحيهالكلمات  ال

  . سورية، DNA ،AFLPالجزيئية للـ 

  
  .ةسوري، الهيئة العمة للتقانة الحيوية دمشق، شق كلية الزراعة جامعة دم)1(
 )أيكا ردا( المركز الدولي للبحوث الزراعية في المناطق الجافة )2(
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Genetic variation and regional distribution of  
wheat stripe (yellow) rust 

Puccinia striiformis f. sp tritici 
using DNA molecular markers ( AFLP) 

 
S. Kharouf )1(  ; F. Azmeh(1); 

M. Baum )2(  and A. Yahyaoui(2) 

 
ABSTRACT 

96 isolates of yellow (stripe) rust of wheat Puccinia striiformis f.sp tritici 
collected from durum and bread wheat fields in Syria during 2006 and 2007 
seasons were studied. 52 isolates were identified as races using AFLP 
(Amplified Fragment Length Polymorphism) molecular markers. The total 
genetic variation of the samples was calculated and partitioned by Analysis of 
Molecular Variance (AMOVA). The total variance was (10%) among the 
geographic origins, while most of the variance (90%) occurred within the 
groups of the same geographic origins. Multi dimensional scale analysis (MSD) 
and genetic dendrogram showed that the Syrian yellow rust races were 
clustered in four groups. Discriminate analysis did not show a well defined 
geographic pattern of the genetic diversity in yellow rust. This fact could be 
explained by the dissemination mechanism of rust uridiniospores by dominant 
wind currents.  The four sub-groups were scattered in the regions. 

The first group: contained races from Idleb, Hama, Aleppo and Tal hadya it 
was belonged to close sub-regions. The genetically distant was 35.3%. 

The second group: contained races from Dra’a, Deirazzor and Raqqa the 
genetically distant was 15.3%. 

The third group: contain races from Idleb, Hasakah and Aleppo the 
genetically distant was 22.3%. 

The fourth group: contained races from Homs, lattakia and Tartous the 
genetically distant was 38.9%. Confirmed the results agree with the results of 
races depending on the reaction of differential varieties with tests of genetic 
materials in a manner of  molecular markers AFLP 

Key word: Wheat, Stripe (yellow) rust, Races, DNA molecular 
markers (AFLP), Syria 
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  المقدمة
الأصفر( الصدأ المخطط يعد (Yellow or Stripe  Rust   المتـسبب عـن الفطـر   

)Puccinia striiformis West f. sp. tritci (   من أهم أمراض الصدأ التـي تـصيب
ينتشر هذا المرض في سورية في    ). Johnson,1988(القمح في المناطق الباردة والرطبة      

 وتتركز شدة الإصـابة وأضـرار   ، ي الحقول المروية   وخاصة ف  كلّها ناطق زراعة القمح  م
. )2004 ،خـاروف  ( Bread wheatالمرض بشكل خاص على أصناف القمح الطـري  

رست   مسببات الأمراض الفطرية من أهم الكائنات الدقيقة التي          تعدباسـتخدام التقانـات    د
رتبـة الأولـى   وتحتل مسببات فطور الصدأ الم، )Chen et al., 1993(الحيوية الجزيئية 

والصدأ الأصفر على القمح من أهم الأمراض الناتجة عـن  ، )(Flor, 1959من الأهمية 
وهـو  حيوي التغذية . Puccinia striiformis f. sp. tritici Westend. (PST)فطر 

، )Stubbs et al., 1986(ولا يمكن تنميته فوق أوسـاط صـنعية    فطر إجباري التطفل،
تغلغلها الوثيق داخـل  إلى   ين الوراثي للصدأ من المشيجة  نظراً      وبذلك تصعب دراسة التبا   

 Enjalbert et al., 2005 and Vallavieille Pope et al., 200)(أنـسجة العائـل   
 الأبـواغ اليوريدينيـة ذات النـواتين    إلى توجيه الدراسات الجزيئية إلى الأمر الذي أدى

)5McIntosh et al.,200( .نماط مرضية شرسة جديدة، فإن وبسبب الظهور السريع لأ
أصناف القمح المنتخبة ذات المقاومة النوعية للسلالات السائدة تصبح غالباً قابلة للإصـابة      

  )Steele et al., 2001 (خلال سنوات قليلـة بعـد نـشرها علـى مـساحات واسـعة      
)Stubbs. 1985( )Justesen and Hovmoller, 2002 (   وهذا ما حدث فـي موسـم

 .8 الصنف شـام ولاسيمالى عدد من الأصناف المنتخبة من القمح الطري  ع 2009-2010
 Gassner & Straib(هجرتها محمولة بواسطة الرياح  إلى ويعزى انتشار أبواغ الصدأ

الأمر الذي ساعد في كسر مقاومة أصناف حاملة لمورثات المقاومة نفسها فـي              ،)1932
 وقـد أظهـرت نتـائج الدراسـات     ،)Hovmoller and Justens, 2007(بلدان مختلفة 

   والتنـوع الجزيئـي  Path type، العلاقة بـين الـنمط الممـرض    PSTالجزيئية للفطر 
 2002) (Van’ T et al., ، تقانة التعدد الشكلي لقطع الدنا المضخمة وتعدAFLP  مـن 

  .أهم هذه الطرائق، لأنها تقدم فهماً أكبـر لدينامكيـة مجتمـع فطـر الـصدأ الأصـفر                 
)Repally, F. 1979 (  

  ثحالبدف ه
دراسة التباين الوراثي في مجتمع  الفطر المسبب للصدأ الأصفر في سورية باستخدام              

 وعلاقته بالتنوع الجغرافـي  ،DNA molecular markersالمؤشرات الجزيئية الدناوية 
  AFLPلسلالات الفطر باستخدام تقانة 
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   وطرائقهالبحثمواد 
  : جمع العزلات الحقلية وإكثارها

جمعت عينات من أوراق قمح مصابة بالصدأ الأصفر إصابة طبيعية من أصناف القمح         
 من حقول المزارعين و مراكز البحوث العلميـة    شمل المسح الحقلي كلاً   ، القاسي والطري 

. 2007 -2006 خلال موسمي الدراسة      كلّها الزراعية مثلت كافة المناطق البيئية السورية     
راض القمح في المركز الدولي للبحـوث الزراعيـة فـي    مخبر أم  إلى   وأحضرت العينات 

  علـى بـادرات الـصنف   وأُكثـرت  الأبواغ اليوريدينية    عزلت، )ايكاردا(المناطق الجافة   
Morocco للمـرض  ) شـديد الحـساسية   ( عاماً قابلاًبوصفهgeneral susceptible  

 ورمـل   والمزروع في أصص بلاستيكية صغيرة مملوءة بخليط معقم من تربـة طينيـة            
 وبعد الإنبات مباشرة  أضيف محلـول مالايـك          ،على التوالي 1:1,3:2,7وبيتموس بنسبة   

 واستخدمت أبواغ يوريدينية أخذت من بثر       ،ماء السقاية  إلى   ل/ غ 0.25هيدرازايد بتركيز   
 ظروف متحكم   ضمنثم نميت البادرات المعداة     . ة مفردة في أعداء بادرات الصنف القابل      

ونظـام إضـاءة متنـاوب      %) 80-70(ورطوبة نسبية   ) سo 2 ±10(بها من حرارة    
 سـاعة   24 مـدة ضمن حاضنة مخصصة لهذه الغاية      )  ساعات ظلام  8ساعة إضاءة   16(

بـة  وضمن ظروف الرطو  ) س2o ±15(حاضنة أخرى درجة حرارتها      إلى   نقلت بعدها 
 بجمع الأبواغ اليوريدينيـة     بدئيوماً من العدوى     17وبعد  .  نفسها والإضاءة سابقة الذكر  

وذلك للحصول على الكمية الكافية     ،  نفسها السابقة الذكر بالطريقة  وإعادة إكثارها من جديد     
من الأبواغ اليوريدينية  للعمل عليها باستخدام المؤشرات الجزيئية ولتعريـف الـسلالات             

 وذلك حسب ما هو مبـين فـي         ، سلالة 52  وقد بلغ عدد السلالات المعرفة       ،جيةفيزيولو
  . عزلة96النتائج  ممثلة للـ 

 freeze(حفظ السلالات بطريقة التجفيـد  :  واستخلاصه وتضخيمهDNAعزل لـ 
drying(  
 حسب الطريقة الموصوفة في مخبر التقانات الحيوية فـي المركـز            DNA الـ   عزل

وذلـك حـسب الخطـوات      ) ايكاردا(لمية الزراعية في المناطق الجافة      الدولي للبحوث الع  
 مغ من الأبواغ اليوريدينية المحفوظة في مجمدة درجة حرارتهـا            50ـ   20 وزن، التالية

ابندروف بلاستيكية في المجفـدة   ثم وضعت في أنابيب. ةس من كل عزلة على حد   80° –
بعـد تمـام   .  سـاعة 48نابيب فيها مدة المحضرة مسبقاً على وضعية التجفيد، وتركت الأ     

 بالاسـتخلاص، ثـم     اً جداً خاص  اً ناعم  مغ رملاً  50كل أنبوب    إلى   عملية التجفيد، أضيف  
وضعت في كل أنبوب كرتان معدنيتان لسحق الأبواغ اليوريدينية الفطر بـالهزاز طحنـاً              

 ـ     .  مـل  2أنابيب بلاستيكية سعة     إلى   ناعماً،  ثم نقلت    تخلاص إذ اسـتخدم محلـول الاس
CTAB ×1.5 (1M Tris-HCL, 5M NaCl, 0.5M EDTA, CTAB) .  
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 إليها وأضيف   وحدها مغ من مسحوق الأبواغ اليوريدينية الفطرية كل عزلة          100أخذ  
ْ س، وتركت الأنابيب    65-60 مل من محلول الاستخلاص وذلك ضمن حمام مائي عند           1

 مـل مـن المـزيج       1نهـا   كـل م  إلى  أضيف بعد ذلك    . دقيقة 60في الحمام المائي مدة     
Chloroform + Iso-amyl-alcohol) 1:24 ثم حركت الأنابيب بلطف حتـى       ) حجم ،
. دقيقـة / دورة 10000 دقـائق بـسرعة      10ثفلت الأنابيب بعد ذلك مدة      . تشكل مستحلب 

أنابيب أخرى سـعة     إلى    الفطر ونقلت  DNAاستخلصت الطبقة العلوية التي تحتوي على       
البـارد  ) Iso-propanol( مل من مادة إيزوبروبانول 1منها كل  إلى   مل، ثم أضيف     1.5

تم التخلص بعد ذلك مـن      .  دقائق 5سبق لمدة     ثم ثفلت كما   ،%100تركيزها  ) ْ س 20-(
 بالإيثـانول   DNAغسلت كتلة   . DNAالرشاحة وبقي الراسب وهو عبارة عن كتلة الـ         

 هـا أن أصبح لون  لى  إ، وكررت عملية الغسيل عدة مرات       %75بتركيز  ) ْ س 20-(البارد  
وضعت الأنابيب بعد ذلك في جهاز الطرد المركزي للتخلص من الإيثانول           . اًبيض ناصع أ

تركت الكتلة لتجف عند حرارة المختبر، وذلـك بإبقـاء الأنبـوب          .DNAوترسيب كتلة   
 ,TE (1M Trisma base ميكرولتر مـن مـادة   100أنبوب  إلى كل أضيف. مفتوحاً

0.5M EDTA)س على جهاز 4لبراد حتى اليوم التالي حيث وضعت عند ، ووضع في ا ْ
  أنـزيم  أضـيف . DNAدقيقة وذلك حتى تمام ذوبان كتلـة        / دورة 500للتحريك بسرعة   

RNAse   لاستخلاص RNA   إلى كل  ميكرولتر0.3مل وبمعدل   / ميكرو غرام  10 بتركيز 
.  دقيقة 30 ْ س مدة  37 ثم وضعت الأنابيب بعد ذلك في حمام مائي درجة حرارته            ،أنبوب

 ميكرولتر من 10/ ميكرولتر 1 مول وبمعدل 3أضيف بعد ذلك أسيتات الصوديوم بتركيز    
أنبـوب،   إلى كل    )ْ س 20-(والمبرد  % 100 مل من الإيثانول النقي      1أضيف  . TEمادة  

 بعـد ذلـك     DNA دقائق للتخلص من الإيثانول، غـسلت كتلـة          5وثفلت كما سبق مدة     
   درجة حرارة المختبر ومن ثم أضـيف لهـا بعـد ذلـك             ثم جففت عند  % 75بالإيثانول  

قدر تركيـز   . أنبوب مع التحريك حتى تمام ذوبانها      إلى كل    TE مادة    من ميكرولتر 100
DNA        ونقاوته باستخدام جهاز مقياس الطيف الضوئي )Spectrophotometer ( بوجود

 لمعايرة TEة استخدمت ماد. اًنانو متر260  عند طول موجه UVالأشعة فوق البنفسجية 
   .2-1.8 الحمض النووي نقياً عندما راوحت قراءة الجهاز بينوعدDNA .الجهاز وتمديد 

  AFLP:اختبار 
 primers(:P16+ M( من المرئساتCombinationأولاً اختبار سبع توليفات  جرى

17 ،P16+ M88 ،P16+ M183، P16+ M269  ،P20 +  M 88،P24+ M 17 ،
P24+M301  في هذا الاختبار، وذلك بتجريب هذه المرئسات وتطبيقهـا          التي استخدمت 

  المرئسات التي أعطت حزماً ذات أشكال متعـددة        واختيرت.  سلالات من الفطر   10على  
  باقيواستبعدت، P16+ M 17 ،P16+ M88ن يا، وهما المرئس Polymorphicشكلياً

  .المرئسات
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  DNA Digestion: الدنا ) تقطيع(مرحلة هضم  -1
  ميكرولتـر 0.8، بمعدل  (Ecorl + Msel)لهذا الغرض خليط من الأنزيميناستخدم 

 2مع إضافة ) ميكرولتر/اًنانو غرام80 تركيز ( الفطر DNA ميكرو لتر من 1.3إلى كل 
 ميكرولتـر   5.9 ميكرولتر بإضافة    10 إلى   ميكرولتر من محلول التفاعل، ثم أكمل الحجم      

عالي النقاوة خاص باختبار      ماء AFLP. 4ْس في حاضنة مـدة    37نت الأنابيب عند     حض 
 دقيقة، ومن ثم وضعت مباشرة في الـثلج      15ْ س في حمام مائي مدة       70ساعات، ثم عند    

  .عدة دقائق
   Ligation of adapters: مرحلة الإلتحام -2

 0.4مع ) Adapter ligation solution( ميكرولتر من محلول الالتحام 9.6أضيف 
 20بحيث أصبح الحجـم النهـائي فـي كـل أنبـوب         ) T4(اعل  ميكرولتر من أنزيم التف   

 ثم وضعت الأنابيب عند     ، واستخدم جهاز الطرد المركزي لخلط المواد السابقة       اً،ميكرولتر
خمسة أضعاف حجمهـا باسـتخدام    إلى  العيناتمددت.  ساعة2حرارة المخبر مدة درجة  
الخاصـة   TE10 mm Tris – base 1 mm EDTA, PH 8.0) : (TE buffer مادة 

  .AFLPباختبار 
  Preamplification Reaction: مرحلة ما قبل التضخيم -3

 من  اً ميكرولتر 16 إليه ميكرولتر من الناتج الممدد في المرحلة السابقة وأضيف          2أخذ  
. AFLP الخـاص باختبـار   PCR ميكرولتر من محلول   2 معخليط مكون من مرئستين     

 PCRخلطت تلك المواد ثم أجري تفاعـل        . Taq  ميكرولتر من أنزيم   0.15كما أضيف   
 ثانيـة يـتم     30ْ س مـدة     95 إلى    في كل دورة رفع درجة الحرارة      جرىإذ  ) دورة 20(

 ، دقيقـة 1 ْ س مدة56 إلى  يتبعها انخفاض درجة الحرارة  ،DNAخلالها انفصال سلسلتي    
 بعد ذلك ددمDNA.  خلالها التحام المرئسات مع قطع    فيجري دقيقة أيضاً،    1ْس مدة   72و

  .)TE(خمسة أضعاف الحجم باستخدام  إلى تمديد الناتج
  AFLP :Selective AFLP amplificationمرحلة اختيار مضخمات  -4

  ميكرولتر من ناتج التخفيف في المرحلة الـسابقة وأضـيف        2,5أخذ في هذه المرحلة     
 PCR من محلول مول  ميكرو1 على مرحلتين، كما أخذ اً مقطرميكرولتر ماء 4.16 إليها

 +P16: للمرئـسين من التـوليفتن  كل استخدم في هذه المرحلة. AFLPالخاص باختبار 
M88و P16+ M 17 ،من الثاني اً ميكرولتر2.25 من الأول واً ميكرولتر0.09 استخدم 

  تكـون  على برنـامجين   PCRأجري تفاعل   . Taq من أنزيم    اً ميكرولتر 0.079وأضيف  
 ثانية ثـم    30ْ س مدة    94 إلى    درجة الحرارة في كل دورة      إذ رفعت  ، دورة 13من   الأول

 إلى  ثم رفعت ) دورة/ ْ س 0.7 الحرارة   معدل انخفاض ( ثانية   30ْ س مدة    65 إلى   خفضت
 دورة حيث وصلت درجة الحـرارة       23تضمن  فا البرنامج الثاني    أم . ثانية 60ْس مدة   72
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 إلى   ثانية ثم رفعت   30ة  ْ س مد  56 إلى    ثانية وانخفضت  30ْ س مدة    94 إلى   في كل دورة  
  . ثانية60ْ س مدة 72

  :فصل جزيئات الدنا المضخمة على هلام أكريلاميد
 على هلام من أكريلاميد باستخدام جهاز الرحلان الكهربـائي          DNAفصلت جزيئات   

 زجاج القالب الذي سيصب منه الهلام، وضعت على الزجاجة          لوحا أولاً   حضر. العمودي
وضـعت علـى   ) Bind-silane(م مادة تساعد علـى الالتـصاق      التي سيلتصق بها الهلا   

ثم وضعت الزجاجتان فوق بعـضهما بعـد   ). Sigmacote(الأخرى مادة تمنع الالتصاق     
 وذلك على الطرفين الطوليين والطرف الـسفلي        ، مم 0.4وضع أشرطة بلاستيكية بسماكة     

  .فقط
  :تحضير الهلام

 مل من أكريلاميد تركيز     150ا،  غ من اليوري  420 لتر من محلول مكون من       1حضر  
 مـل مـن   65أخـذ  . ، ثم خلطت تلك المواد جيداً  TBE ×10 مل من مادة     100و% 40

 مـن بيروسـلفات     اً ميكرولتـر  245 إليـه وأضيف  ) بيشر(المحلول السابق ضمن كأس     
 ـ.  المبلمـرة  TEMED من مادة    اً ميكرولتر 45ثم أضيف   % 25الأمونيوم بتركيز    صب 

القالب ضمن لوحي الزجاج، وضع مشط بلاستيكي من الأعلـى مـع            المحلول الناتج في    
مراعاة أن تكون الأسنان باتجاه الأعلى، ترك القالب حتى تبلمر الهلام بشكل جيد، ثم ثبت               

إلـى   ×1TBEبشكل جيد على جهاز الرحلان الكهربائي، وأضـيف المحلـول المـنظم             
 الأعلى وغسل مكانـه جيـداً       نُزع المشط من  . الحوضين العلوي والسفلي لجهاز الرحلان    

 حتى وصول درجة  اً واط 70باستخدام المحلول المنظم ذاته، مرر تيار كهربائي باستطاعة         
 10 إليهـا  ميكرولتر أضيف 10 هذه الفترة العينات بمعدل وحضرت. ْ س50 إلى  الحرارة

 وفق برنامج التفكيك علـى  PCRأجري تفاعل . Stop sequencingميكرولتر من مادة 
 دقيقة، ثم وضعت العينات مباشرة في الثلج لإيقـاف عمليـة            5ْ س مدة    94جة حرارة   در

ْس، 50 إلى    التيار الكهربائي عن جهاز الرحلان عند وصول درجة الحرارة         قُطِع. التفكيك
ووضع المشط بحيـث لامـست أسـنانه    ، TBEثم غسل مكان المشط مرة ثانية بمحلول        

 مـع العلـم أن      ،تي أحدثتها أسنان المشط في الهلام      العينات ضمن الحفر ال    تحقن. الهلام
 DNAوهو قطعة من    ) Marker(ا شاهد   مالحفرتين الأولى والأخيرة من الهلام حقن فيه      

 70 التيار الكهربائي في الجهاز باستطاعة       مرربعد انتهاء الحقن    . معروفة الوزن الجزيئي  
  .ْ س مدة ساعتين50 وحرارة اًواط

  :تلوين الهلام
 الزجاج حيث بقي    االمحلول المنظم من حوضي الجهاز ثم أخذ القالب وفصل لوح          فُرغ

 النقي لتثبيـت الحـزم      الخلالهلام ملتصقاً على اللوح الخاص ووضع في محلول حمض          
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 كربونـات (استخدمت نترات الفضة لتلوين الهلام كما استخدم محلول التظهيـر          . الظاهرة
ثم استخدم محلول حمض    ). Bands (DNAوذلك لإظهار حزم    ) سيوسلفات+ الصوديوم  

 الهلام بالأشعة فوق البنفـسجية ونقلـت        صور. DNA النقي مرة ثانية لتثبيت حزم       الخل
  .الحاسب لتحضيره للقراءة إلى الصورة

  قراءة الهلام وتحليل النتائج 
أُجريت هذه التفاعلات   ) PCR( بواسطة التفاعل المتسلسل للبوليميراز      DNA ضخّمت

والمعدلة من ، )Zabeau and Vos 1993(التقانة تبعاً للطرائق الموصوفة من قبل في هذه 
بعد ذلك  قُرئ وسط الفصل باستخدام ألـواح مـضيئة   . )Poowell et al., 1997(قبل 

رمزت النتـائج بطريقـة     . لتوضيح الحزم، شبيهة بالمستخدمة في قراءة الصور الشعاعية       
 يرمـز  في حـين وجود الحزم،  إلى )1(يرمز الرقم  إذ، )Binary code(الترميز الثنائي 

وحفظـت  ،  زوج نيكلوتيدات  bp 100 -1500غياب الحزم ضمن المجال      إلى   )0(الرقم  
 الذي Power Marker V3 -25لت النتائج بواسطة برنامج لّحExcel.  النتائج في ملف
  :تماد علىحسب الاختلاف الوراثي بالاع .على الحاسب الشخصيWindowsيعمل في بيئة 

  .(Shannon diversity index)دليل التنوع لشانون ) 1 (
  .(Nei’s gene diversity)دليل الاختلاف الوراثي لني) 2 (

ــة   ــسافات الوراثي ــسبت الم ــل و، (Genetic Distance) ح ــاطمعام  الارتب
، لإنجاز التحاليـل العنقوديـة مـن     (Correlation Coefficients Matrix)المصفوفي

 Power(.  باستخدام البرنامجPrincipal Co-ordinates Analysis) (  PCoAالنوع
marker V3.25) (Liu and Muse 2005 (  واعتماداً على المسافــة بين الـسلالات

 المسافة الإجمالية حسبت، )1 و0(وتراوح قيم هذا المؤشر بين  ،(Nei, 1973)حســب
بة المئوية للتبـاين الجزيئـي للفطـر         النس حسبتبين السلالات على المستوى نفسه، كما       

 النسبة المئوية للتبـاين الجزئـي       وحسبتعلاقة الممرض بالشكل الإمراضي،     إلى  بالنسبة  
(AMOVA) Analysis of Molecular Variance للتباين بين سلالات مجتمع الفطر 

كمـا  .  النسبة المئوية للتباين بين سلالات الفطر ضمن كل منطقـة          إذ حسبت ،  )2جدول  (
لسلالات الفطر فـي  ) Average Gene Diversity( مؤشر متوسط التنوع الجيني حسب

  ).1الشكل (  Tree شجرة القرابة الوراثية ورسمت، حقول القمح القاسي والطري
  النتائج والمناقشة

تضاعفاً جيداً وواضحاً ، P16+ M 17و P16+ M88كل من التوليفتين ظهر اختبار أ
) P16+ M 17(وقد أُنتج التوافق الأول من التوليفة ) العصابات(لحزم وأنتجتا عدداً من ا
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في حين أنتج التوافق ، )Polymorphic markers( مؤشراً متبايناً شكلياً 75ما مجموعه 
  . مؤشراً متبايناً شكليا72ًالثاني 

من ) Single spore isolates( عزلة وحيدة البوغة 52ى اختبار لدوأظهرت النتائج 
 التـي  Puccinia striiformis f. sp. Tritici المسبب لمرض الـصدأ الأصـفر   الفطر
مع المرئـسات   ،  مجموعات أربع سلالة توزعت في     52سلالات التي عددها    ال إلى   عرفت

من المرئستين  كلاًأن Pst1, Mse1 ًحزماً متعددة شكليا Polymorphic اختيرتـا ، ولذا 
 ,P16+ M88، P16+ M 17) (Pst1+ CC(مع نيوكلوتيـدين باسـتخدام تـركيبتين    

Mse1 +CC  (و)Pst1+ CC, Mse1+ GC ( جل اختبار أمنAFLP .ن الجـدول  ويبي
 خصائص المؤشرات بحساب دليـل الاخـتلاف        سجلت.  التتابع النيوكلوتيدي للمرئسين   1

ــوراثي ــضاً،)Genetic Diversity Index( ال ــرف أي ــذي يع ــط  ال  PIC بمتوس
)Polymorphism Information Contentمحتــوى معلومــات التعــدد الــشكلي  (

Hammer et al., 2001) ()حيث يحسب عدد الأليلات في الموقع الواحد مع ، )1 شكل
 PICوبحساب متوسـط  ، )Liu and Muse 2005. (تكرار نسبي في المجتمع المدروس

 ـ. ، أي لا يوجد اختلاف كبير بين المواقع المدروسة         %31,51وجد أنه يساوي     رت أظه
 أن التركيـب  Adobe Photoshop CSالنتائج لدى قراءة الهـلام باسـتخدام برنـامج    

)Pst1+ CC, Mse1 +CC ( حزمة 278نتج عنه )3 شكل(.  
أظهـر  . )4شكل (حزمة 302 ) Pst1+ CC, Mse1+ GC(وأعطى التركيب الثاني 

أن نسبة التباين في مجتمـع الفطـر بـين          ) 2جدول   (AMOVAجدول تحليل البيانات    
ا ضمن المحافظة الواحـدة فكانـت       ، أم %10كانت قليلة   ) المواقع المدروسة (المحافظات  

 Variance( بلغـت مكونـات التبـاين    فـي حـين  ، %90كبيرة وسجلت تبايناً نسبته 
Components (2.5 %وساعد التحليل العنقودي     .على التوالي ، %97.51و)  باسـتخدام

حديد القرابة الوراثية بين الـسلالات  في ت) PCoA مشاركة مع تحليل     UPGMAبرنامج  
كانـت   UPGMA والتحاليل العنقوديـة  PCoA كما أظهرت النتائج أن تحليل   ، المدروسة

، إذ ساعد استخدام التحليل العنقودي مع       )1شكل( بصورة كبيرة    اًمتلائمة مع بعضها بعض   
ء كمـا سـهل إجـرا   .  في تجميع معلومات كافية عن البيانات الجزيئية   AMOVAتحليل  
 إظهار التباين بين المجتمعات، واحتمال تـشابه بعـض المجموعـات            AMOVAتحليل  

)Lessa, 1990 .( شكل الويشير)أن مجموعات التحليل العنقودي احتـوت علـى   إلى ) 2
ن في الوقت ذاته وجود مورثات متماثلة       وتبي. مجتمعات الفطر من مناطق جغرافية مختلفة     

،  غرافيـاً وهـذا يتوافـق مـع دراسـات  سـابقة             أن مواقع جمعها كانت متباعدة ج      مع
)Hovmoller and Justesen, 2001( ،)Newton et al., 1985( ،  ،من جانب آخـر

فإن سلالات فطر الصدأ الأصفر المأخوذة من موقع واحد توزعت في مجموعات مختلفة،             
  يـدلُّ  اذه. ومعظم السلالات التي أظهرت تشابهاً كبيراً كانت من مناطق جغرافياً متباعدة          
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 عبر المسافات البعيـدة     وحسب كل الدراسات المرجعية أن سلالات الفطر المنقولة هوائياً        
ولـم تتجمـع مجتمعـات    ) Hovmoller et al., 2001(دة في أكثر من مكان ووجمأنها 

، إذ تجمعت السلالات فـي   ذاتهمنطقة واحدة مع بعضها في العنقود    إلى   الفطر التي تنتمي  
  :كالآتيسية أربع مجموعات رئي

ادلب، حمـاة،   : مناطق متقاربة جغرافية   إلى   ضمت سلالات تنتمي  : المجموعة الأولى 
فقـط  % 35,3 مستقلة، وكانت نسبة القرابة الوراثية فيهـا     بوصفها منطقة حلب وتل حديا    

، 14E150 ،20E0  كل من السلالات    في وتمثلت هذه المجموعة  . Bootstrapوفقاً لقيم   
4E2 ،6E16 ،2E0 ،0E14 ،32E0  ،0E0  ،6E20  ،82E16  ،114E16  ،230E150 ،

6E30 ،6E30،6E0 ،128E65  ،4E40، 0E28، 196E98، 102E160,0E18، 
38E150 ،230E222 ،164E22 ،38E6،198E150 ،14E6 ،142E130 .  

 وضحت سـلالات    وقد،  %15,3بلغت نسبة القرابة الوراثية فيها      : المجموعة الثانية 
 تلفة من درعا وديـر الـزور والرقـة، وهـي الـسلالات      مناطق جغرافية مخ   إلى   تنتمي

78E30 ،4E32 ،116E56 ،4E2 ،36E6 ،4E0  ،230E150  ،134E16  ،198E4 ،
38E6 .  

 وبقرابة وراثية   وضحت سلالات من منطقة إدلب والحسكة وحلب       :المجموعة الثالثة 
 ،,6E30 ،2E0 ،6E36 ،6E150 .0E0 230E150 ت الــسلالات وشــمل22.3%

230E222.  
، %38,9طرطوس وحمص واللاذقية، وكانت درجة القرابة من   :جموعة الرابعةالم

ــسلالات    ــا ال ــت فيه ، ,6E 16 ،4E0 ،6E0 ،38E150 .0E0 230E150وتمثل
230E222.  

، مثل سـلالات    اً أن بعض السلالات قريبة وراثياً من بعضها بعض        )1(يوضح الشكل   
 ، وهي تتبع  %92نسبة القرابة بينهما    منطقة اللاذقية وسلالات المجموعة الأولى، إذ بلغت        

 ما سبق ذكره مع هذه   ANOVAويؤكد جدول تحليل التباين      .مناطق جغرافية مختلفة  إلى  
 كانت عالية   في حين ،  %)10(التحاليل، إذ كانت نسبة الاختلاف بين المحافظات منخفضة         

سلالات مـن   على قرابة عالية بين ال    وهذا يدلُّ ، )1شكل%) (90(ضمن المحافظة الواحدة    
مواقع مختلفة جغرافياً وبيئياً، كتقارب سلالات حلب والحسكة، وتقارب سـلالات حلـب             

انتقال  إلى   ويمكن أن يعزى ذلك   . )2 (وطرطوس، وحماة وتل حديا، كما يؤكد ذلك الشكل       
 المسارات تؤديوربما ، )Chen, 2005b(أبواغ الفطر هوائياً، وعبر مسافات كبيرة جداً 

 )Mamluk  et al., 1990(يادية في موسم الإصابة خلال فـصل الربيـع   الهوائية الاعت
دوراً مهماً في هذا التقارب الوراثي بين السلالات في المحافظات حيـث تكـون الريـاح                

من تحديد التنوع الوراثي فـي   AFLPقد مكنت تقانة و. غربية وتتجه شرقاً بصورة عامة   
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قمح القاسي والطري من مناطق مختلفـة   المعزول من حقول ال  الصدأ الأصفر مجتمع فطر   
 موضعاً متعدداً شكلياً باسـتخدام تـوليفتي المـرئس    147 وجدنا وقد .جغرافياً في سورية  

وهي مهمة لتوقع الحركة الوبائية للفطر، لكنهـا لا         ، %)97.5( أي ما نسبته     آنفاًالمذكور  
ضمن الحقـول   تجيب عن الأسئلة الأكثر تخصصاً عن حركية مجتمعات الكائن الممرض           

)Chen, 2005a( . في دراستنا، وجدنا أن في معظم متغيراتAFLP  في منطقة إدلـب 
بينما أعطت منطقة تل حديا ومنطقة الغـاب،    . كانت نادرة، وأظهرت عدة مؤشرات نادرة     

وهي الأكثر تعرضاً لخطر أوبئة الصدأ الأصفر في سورية، عدداً أكبر من المتغيرات فيما           
 منطقة  في حين . متأثرة مباشرة بالمجتمع الشمالي    .ل أن منطقة تل حديا    بينها، ومن المحتم  

ويعـزى  . حلب وإدلب هي في موقع متوسط، ويحتمل أنها تحت تأثيرات تراكمية مختلفة           
تنفيـذ العـدوى    إلـى   هذا التباين في التنوع الوراثي للسلالات بين تـل حـديا والغـاب            

، ت جمعت من المناطق السورية المختلفـة      الاصطناعية سنوياً في تل حديا باستخدام سلالا      
احتمال تطور سلالات جديدة في هذا المعقد لسلالات مجتمع الفطـر            إلى   كما يعزى أيضاً  

زراعة أنماط وراثية عديدة من القمح لها أطياف قابلية مختلفة تجاه           إلى  في تل حديا نظراً     
%. 69.73  مجموعات بمستوى تشابه يبلـغ     10 وجود   UPGMAحدد تحليل   . الممرض

، وبلغت ما   0 نموذجاً مختلفاً، بما فيها النموذج       11واحد منها جمع    ، في المناطق الشمالية  
قد تكون هناك حاجة لدراسة أكثر تفصيلاً لهـذه النقطـة           . من السلالات % 90مجموعه  

ــؤر   ــة للب ــة الوراثي ــول البني ــة ح ــر نوعي   ، المرضــيةللخــروج باســتنتاجات أكث
.(Enjalbert et al., 2002) وفي دراستنا، شاهدنا فقط نمطين وراثين من الفطر شديدي 

مـن الـنمط    %) 88.7(وكانت بمستوى تشابه يبلـغ      . الشراسة متجمعة في ذرية مفردة    
  .230E150، 230E222الممرض 

 لدينا كانت غير متعلقة بالـشراسة  AFLPاستنتاج أن مؤشرات     إلى   هذه النتائج تقودنا  
  حـسب  ، لـسلالات الفطـر   ) Dendrogram (،لوراثيـة وذلك ما بينته  شجرة القرابة ا      

)Liu K., and Muse S.V., 2005) ( 1شكل(.  
، والمسافة الوراثية بـين الـنمط        %11.33 للسلالات   Bootstrapنتائج  حيث كانت   

، ومن خلال هذه الأرقـام،       %68.23 الأليلات، بينما كان عدد     %4.1الممرض والآخر   
من . مقارنة النمط الممرض عن الآخر    إلى  قليلة جداً بالنسبة     على أن المسافة الوراثية      يدلُّ

المفترض أيضاً أن شمال سورية يتأثر بصورة مباشرة بمجتمع الفطر في تركيا عن طريق         
 مسافة الهجرة للأبواغ اليوريدينية لهذا الفطر يمكن أن تصل حتـى            إذ إن   بالرياح الهجرة

ق التبـاين الـوراثي المـشاهد فـي     ويمكن اشتقا، )Mamluk et al., 1995( كم 800
 ـ، وهـي ذات     مجتمعات المنطقة الشمالية من مادة تلقيح متمايزة وراثياً        صدر رئيـسي   م

.  الـصيف عبر فـصل ونماذج أخرى تنشأ من هجرة طويلة، أو بقاء محلي   ، )0النموذج  (
، 0E0 من مختلـف المنـاطق        كلّها  وجدنا فقط نمطيـن مرضيين سائدين في عيناتنا       وقد
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6E16 )Enjalbert et al., 2002( ،خلاصة مهمة مـن دراسـتنا،    إلى يمكن أن نصل
 على المستوى ة متشابه يمكن أن تعدP. striiformis f. sp. triticiوهـي أن مجتمعات 

هذا ويجب أخذه بالحسبان مـن أجـل تطـوير          . الحقلي على امتداد مناطق شمال سورية     
 ,McDonald and Martinez(ناف القمح استراتيجيات التربية لمقاومة المرض في أص

1991.(  
  

خيم الأولـي فـي      التسلسل الآزوتي للمرئسات الموجهة المستخدمة في طور التض        )1 (جدولال
  P16+ M88) ، P16+ M 17 ( AFLPاختبار التوليفتين

 المرئسات المستخدمة التتابع النيوكلوتيدي
5`GACTGCGTCCATGCAG Pst0 
5`GACTGCGTCCATGCAG CC Pst1+ CC 
5` GATGAGTCCTGAGTAA CG Mse1 +CG 
5` GATGAGTCCTGAGTAA Mse0 
5`GACTGCGTCCATGCAG CC Pst1+ CC 
5` GATGAGTCCTGAGTAA CG Mse1+ GC 

  
  
  بـين المواقـع   الـصدأ الأصـفر   تحليل التباين الجزيئي للسلالات في مجتمع فطر   ) 2 (جدولال

  .المدروسة في سورية
 نسبة التباين مكونات التباين مجموع المربعات ريةدرجة الح مصدر التباين

 %10 50.760 507.602 10 بين المحافظات
 %90 27.087 2302.377 85 ضمن المحافظة الواحدة

  77.847 2809.979 95 المجموع
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 لسلالات فطر الصدأ الأصفر على القمح)  Dendrogram ( شجرة القرابة الوراثية )1 (شكلال

Puccinia striiformis f.sp tritici ) حسبLiu K., and Muse S.V., 2005(  
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 على القمح   فطر الصدأ الأصفر  التجميعي للقرابة الوراثية بين سلالات      نتائج التحليل   ) 2 (شكلال
  ) Haer et al., 2001حسب( 2007 و 2006خلال موسمي
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باستخدام المرئـستين    لعزلات الصدأ الأصفرAFLP باختبار  المضخمة DNA حزم   )3(شكل  ال

P16+ M 17) Pst1+ CC, Mse1 +CC(  
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باستخدام المرئـستين    لعزلات الصدأ الأصفرAFLP المضخمة باختبار   DNA حزم   )4 (شكلال

P16+ M88) Pst1+ CC, Mse1+ GC(  
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