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The Molecular Identification of 
Hypericum Perforatum L. Growing in 

Nineveh Governorate 
  

A B S T R A C T  
This research focused on studying the molecular genetic marker of the wild 

St. John's Wort plant (Hypericum perforatum L.), which was collected in September 
from Nineveh Governorate (Tal Afar District / Zummar Subdistrict). The studied 
samples were taken from newly grown leaf tissues aged 3–4 weeks, free from 
insect and disease infestations. The analysis utilized the Specific-PCR technique, 
where DNA fragments were amplified using the polymerase chain reaction (PCR) 
method and the Favor PrepTM Plant Genomic DNA Extraction Mini Kit. The results 
of this study matched the nucleotide sequences recorded in the National Center for 
Biotechnology Information (NCBI) GenBank database for the plant species under 
investigation. This was achieved by using the primer pair (ITS1F: 5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') and (ITS4R:5'-TCCTCCGCTTATTGATAT GC-3'). 

After inputting the nucleotide sequences into the NCBI-BLAST tool and the 
MEGA 6.0 software, the analysis demonstrated a high degree of similarity with the 
registered genes in the GenBank database. The nucleotide sequences under 
investigation showed a similarity percentage of 98.57% to 100% with global 
isolates. The sequences were recorded under the accession numbers PQ395287.1, 
PQ395288.1, PQ395289.1. 
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 المثقوب(  )العرن  البري  القلب حشيشة  لنبات الجزيئي  التشخيص

 Hypericum Perforatum L. نينوى  محافظة في  النامي 

 (3)الخشاب  بشير  محمد فراس ،(2)الحاتم  يحيى جهان ،(1)شهاب  عبدالاله دانيه
 الحياة علوم قسم / للبنات التربية كلية الموصل/ جامعة/ الموصل/ العراق (3) (،1)

 الحدائق وهندسة البستنة قسم الموصل/ جامعة والغابات الزراعة كلية (2)

 الخلاصة: 

  ،.Hypericum Perforatum L  المثقوب(  الع ن   )نبات  البري   القلب  حشةةةةةةة شةةةةةةة   لنبات  الجزيئي  الوراثي  المؤشةةةةةةة  دراسةةةةةةة   البحث  هذا في  تم
  الورقةة    النموات  من  المةرروسةةةةةةةةةةةةةة   العةنةات  واخةذت  ، زمةار(  نةاحةة   تلعف /  )قضةةةةةةةةةةةةةةا   ن نوى   محةاظةة   من  أيلول   شةةةةةةةةةةةةة    خلال  جمعة   والتي

  ال ضةةةةةةةةةةةاعفي   ال فاعل   تقنة   وباسةةةةةةةةةةة عمال  والم ضةةةةةةةةةةةة ،   الحشةةةةةةةةةةة ي  الإصةةةةةةةةةةةا ات  من  خالة   تكون   التي  اسةةةةةةةةةةةا ة   (4-3)  وبعم   النمو  الحريث 
Plant TMPrep Favor   الكةة    ةةاسةةةةةةةةةةةةة عمةةال  المتسةةةةةةةةةةةةةلسةةةةةةةةةةةةةةل   البلم    تفةةاعةةل   خلال  DNA  قط   مكةةاة    تم  اذ  PCR - Specific  الم خصةةةةةةةةةةةةة  

Genomic DNA Extraction Mini Kit. ،  لمعلومات   الوطني  الم كز في  المثب    النتروجةنة   للقواعر  مناظ    الحالة   الرراسةة   ن ائج  وكان  
   الةةةةةةةبةةةةةةةواد    مةةةةةةةن  زوج  اسةةةةةةةةةةةةةةةةةةة ةةةةةةةعةةةةةةةمةةةةةةةال  طةةةةةةة يةةةةةةة   عةةةةةةةن  الةةةةةةةرراسةةةةةةةةةةةةةةةةةةة   قةةةةةةةةةةةةةةةر  الةةةةةةةنةةةةةةةبةةةةةةةات  لةةةةةةةنةةةةةةةو   Gen Bank Graphics  الةةةةةةةحةةةةةةةةةةةةةةةويةةةةةةة   الةةةةةةة ةةةةةةةقةةةةةةةانةةةةةةة 

(ITS1F:5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3(،)ITS4R:5'TCCTCCGCTTATTGATATGC-3.)   
  المسةةةةةةةةةةةةةجلةة    المورةةةات  م   ال قةةارب  مةةرى  لبةةةان  ، MEGA 6.0  وب نةةامج  NCBI-BLAST    نةةامج  في  النتروجةنةةة   القواعةةر   ةةةانةةات  ادخةةال  وبعةةر

  تشةةا     وجود  ال حلةل   ن ائج  وأظ  ت  العالمة   العزل  م   النةوكلةوتةرات  تسةةلسةةل   تطا    لوحظ  .Gen Bank  الجةنات   نك في  والموجود 
  تح    دخل و  ، (%100- 98.57)  النسةةةةةةب   وبلغ   الجةنات   نك  في  المسةةةةةةجل   والتسةةةةةةلسةةةةةةلات الرراسةةةةةة   قةر  النةوكلةوتةرات  تسةةةةةةلسةةةةةةل    ين

 (.PQ395289.1) (PQ395288.1) (PQ395287.1)  ال قم

 DNA.تقري  الجزيئي، ال وصةف ،Hypericum Perforatum القلب، حش ش  المثقوب، الع ن  نبات المفتاحية: الكلمات
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 المقدمة:
  ودراستتتتتتتتتتتتتته  الوراثي  المؤشتتتتتتتتتتتتر   فهم يعتتد  لتاا  ،[1] العلمي البحتت  مجتتا   في  كبيرة أهميتتة  الطبيتتة النبتتاتتات احتلتت 

 ومعرفة  المختلفة الأصتتتتتتتنا   أو   الأنواع  بين الوراثي  التنوع  لتحديد  التستتتتتتتلستتتتتتت ي   التضتتتتتتتاعفي  التفاعل  تقنية  باستتتتتتتتعما 
ا  والأكثر   الطبية  الناحية  من فعالية  الأكثر   الأنواع

ً
 النبات  لتصتتتتتتتتتتتت ي   وعملية  علمية  أهمية له  البيئية  الظرو  مع  تكيف

  الجينتتات  بين العلاقتتة  فهم  في  تستتتتتتتتتتتتتاعتتد  وراثيتتة  بيتتانتتات  قتتاعتتدة  ويوفر  والإنتتتا  الزراعتتة طرق  تحستتتتتتتتتتتتين  في  يستتتتتتتتتتتتتاعتتد  وهتتاا
 .[2] النبات بخصائص المرتبط الجيني والتعبير  المختلفة

  نبات ومنها  الطبية، النباتات  زراعة  وتخطيط  البيئي  التكي   دراستتتتتتتتتتتتة في   مفيد  امر   الجغرافي   الأصتتتتتتتتتتتتل تتبع   وان
   التت تتي  ،Hypericaceaeالتتعتترنتتيتتتتتتة  التتعتتتتتتائتتلتتتتتتة  التت    يتت تتتتتمتتي  متتزهتتر   نتتبتتتتتتات  وهتتو   ،Perforatum Hypreicum  المتتثتتقتتوب  التتعتترن 
  55  حوالي  تضتتتتتتتتتتتم

ً
 نبات  مثل  للنبات  عدة استتتتتتتتتتتما  وهناك ،[3]  وبيئية دوائية  قيمة  وله ،[2] نوع  1000  من  واكثر   ج ستتتتتتتتتتتا

  ولكن  الستتتتتتعادة،  وعشتتتتتتبة زيتية(   غدد  وهي   ثقوب كأنها  تبدو   ال ي  أوراقه في   الشتتتتتتفافة  النقاط  ال   )نستتتتتتبة  المثقوب  العرن 
 وهو  .[4]  القديس(  )يوم  الصتي   منتصت   في   النبات لإزهار   جون   ستان   المعمدان  يوحنا  القديس  عشتبة  الشتاعع   الاستم
 من مكونة  والازهار   شفافة،  نقاط بها  اهليجي   شكلها  والأوراق  سم،  ( 100-30)   ارتفاعه  يصل قائمة ساقه  معمر،  عشب
 طبي  تاريخ  للنبات  وأوروبا.  استتتتتتتتتتتتيا  غرب في   وينتشتتتتتتتتتتتتر   الصتتتتتتتتتتتتي   بداية في  يزهر  وهو   الافرازية.  الاوبار   تحمل  صتتتتتتتتتتتتفرا   بتلات

 طيتار   زيت   ع     ازهتار   وتحوي   اذ  المزهرة،  قممته  في   توجتد  ال ي  فعتالتة  كيميتائيتة  مركبتات  ع     النبتات  هتاا يحتوي   طويتل،
  عشتتتتتبة  تشتتتتت هر  ،[6]  وأزهار   أوراقه  في   والفلافونيدات  الدهنية  والأحماض  الفينولات  وجود  عن فضتتتتتلا   فعالة،  ومركبات

  Hyperforin مثتل  ال شتتتتتتتتتتتتطتة مركبتا هتا  ال   نستتتتتتتتتتتتبتة  المتوستتتتتتتتتتتتط ال    الخفي   الاكتئتاب علا   في   بتممكتانيتا هتا  المثقوب  العرن 
  التتتتتدوبتتتتتامين  العصتتتتتتتتتتتتبي  النتتتتتاقتتتتتل  مستتتتتتتتتتتتتويتتتتتات  تعزيز   ع     تعملان  إذ  المفيتتتتتدة  التتتتتتأثيرات  اليهمتتتتتا  يعزى   وال ي  ،Hypericinو

 بديلا   المرضتت ى يختار   لالك  الاكتئاب،  اعراض  وتخفي   المزاجية  الحالة تنظيم  يعزز  مما  والستتيروتونين،  النورأدرينالين
 ذلك  عن  فضتتتلا  ،[6]  الاعصتتتاب  والآم  والقلق  النوم  اضتتتطرابات  لعلا   واستتتع   بشتتتكل  النبات  ويستتتتخدم ،[5]  الأدوية  عن

  ،[7] الجروح  وال هتاب  والطفيليتات  للبكتيريتا كمضتتتتتتتتتتتتاد  يستتتتتتتتتتتتتختدم
ً
  الولايتات في  انته العتالمي  الستتتتتتتتتتتتوق   أبحتا  لبيتانتات وفقتا

 أمريكي  دولار   مليتتار 7.4  من أكثر  العشتتتتتتتتتتتتبيتتة المكملات  مبيعتتات  إجمتتالي   بلغ   فقط  2016  عتتام  في  وحتتدهتتا  الامريكيتتة المتحتتدة
[8]،   

ً
 معلومتات  بتاركود  ع    تحتوي   بيتانتات  قتاعتدة توفير  الأهميتة فمن  الطبيتة بتالأعشتتتتتتتتتتتتاب للعلا   المتزايتد  للطلتب ونظرا

 النووي  للحمض  شتتتتتتتتتتتتريطيتتة  رموز   البيتتانتتات  قتتاعتتدة  توفر   وعليتته  لهتتا،  المحتملتتة  الملوثتتة والمواد  النبتتاتيتتة  الاصتتتتتتتتتتتتليتتة  المواد
   التشتتتتتتتتتتتتابته. عن  والبحت  البيتانتات لاستتتتتتتتتتتتترجتاع

ً
  للحمض الشتتتتتتتتتتتتريطي  للترميز   ITS  الجينوميتة  المنتاطق  استتتتتتتتتتتتتختدام تم  فمثلا

 النبتاتيتة  المواد لتحتديتد  الجزيئيتة الطرق  من العتديتد تطبق الشتتتتتتتتتتتتريطيتة، الرموز   هتا   ع     الحصتتتتتتتتتتتتو   اجتل ومن النووي
 وهي   ،PCR  المتستتتتتتتتتتلستتتتتتتتتتل  البلمرة  تفاعل  طريق  عن ذلك  ويتم ،[9] وتوصتتتتتتتتتتيفها الطبية،  النباتات هوية  وتحديد  الطبية،
 نيوكليوتيدية بادئات  باستتتتتتخدام  المختبر  في   النووية الأحماض  تستتتتتلستتتتتل  تضتتتتتخيم في   ومحددة وستتتتتريعة  حستتتتتاستتتتتة  طريقة

  التفاعل هاا  ويستتتتتتتتتتتخدم  ال ستتتتتتتتتت   ملايين  تضتتتتتتتتتتخيم  التقنية  او   التفاعل  لهاا ويمكن  النووي  الحمض  وبوليمير   محددة،
 يتكون   إذ  ،[10]  العتالم ارجتا   كتل في   المختبرات في   الستتتتتتتتتتتتريريتة  التشتتتتتتتتتتتتخيصتتتتتتتتتتتتيتة  الجزيئيتة  الاختبتارات من  للعتديتد  استتتتتتتتتتتتاس
 طويلتة هيتاكتل  في  النووي  الحمض تنظيم ويتم  النيوكليوتيتدات  من  متكتاملتتان  ستتتتتتتتتتتتلستتتتتتتتتتتتلتتان  من  DNA النووي  الحمض

  .[11] الجينات من طويلة سلاسل ع    وتحتوي  الكروموسومات تسمى
  )العرن   القلب  حشتتتتتتتيشتتتتتتتة  لنبات  الجزيئي  التشتتتتتتتخيص  باستتتتتتتتعما   التصتتتتتتت يفي  الموقع  معرفة  إل    البح   يهد 

 نينوى. محافظة في  مرة لأو   ،H. Perforatum المثقوب( 
 

 العمل:  وطرائق  المواد
  نينوى   لمحتتتافظتتتة  التتتتابعتتتة  زمتتتار   نتتتاحيتتتة  في   النتتتامي  Hypericum Perforatum  النوع  أوراق  من  عينتتتات  جمعتتت 

 في  الجزيئي  التحليل  واجري   والمرضتتتتتتتية،  الحشتتتتتتترية الإصتتتتتتتابات  من  خالية  تكون   ال ي استتتتتتتابيع  ( 4-3)  يتجاوز   لا   بعمر  وكان 
  الجزيئي  والتشتتتتتخيص  التوصتتتتتي   طرق  ع     الاعتماد تم  المستتتتتيب/العراق/بغداد.   لشتتتتتركة  الإحيائية  التقنيات  مختبرات
  DNA  النووي  الحمض  عز   طريق  عن  ،تصتتتتتتتتتتتت يفته  لأجتل  H. Perforatum للنوع  DNA النووي  الحمض ع    بتالاعتمتاد

Genomic Plant TMPrep Favor   الك   وباستتتتتتتتعما   (،merase) TMDNAPOLY Taq-i  عدة  ع    بالاعتماد  وتنقيته
DNA Extraction Mini Kit  

ً
 الكورية. المصنعة الشركة تعليمات في  جا  لما وفقا
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  اضتتتتتتتتتتتي  ثم  الرطب.  الوزن  من  ملغم  50  بطحن  حضتتتتتتتتتتترت  المثقوب:  العرن   نبات  من  النووي  الحمض  استتتتتتتتتتتتخلاص  أولا:
 بتتتدرجتتتة   وحضتتتتتتتتتتتتن  بقوة.  ور   ملغم/متتتلRNase A   (50 )  محلو    من  متتتايكروليتر   8و  FAPG1  محلو    من  متتتايكروليتر   400

 ثم  الحضتتتتتتانة. أثنا   مرات 3-2  الخليط  وقلب  دقيقة  ( 20  -  10)   لمدة  مئوية درجة 65  عند  ثم  دقيقتين  لمدة الغرفة  حرارة
   لخلطه بقوة  الخليط  ورُ   الخليط، إل    FAPG2  محلو    من مايكرومتر  130  اضتتتتتتتتتي 

ً
  الثلج ع     الخليط  وأحضتتتتتتتتتن  جيدا

 عمود إل    الستتتتتتتتتتابقة  الخطوة  من بالكامل  الخليط  ونقل  التجميع   أنبوب في   الترشتتتتتتتتتتي   عمود وضتتتتتتتتتتع  بعدها  دقائق. 5  لمدة
 .[13] ,[12] حسب الطريقة واكمل  الترشي ،

 [14] حستتتتتتتتتتتتب  حضتتتتتتتتتتتتر   النووي:  الحمض جودة  لتحليل  الهلامي  الكهرباعي  والترحيل  النووي  الحمض  تركيز   تحديد ثانيا: 
 ستتتتتتتتتتتتعتتته  دورق  في   TBE×1  من  متتل100  في   الاكتتاروز   مستتتتتتتتتتتتحوق   من  غرام1  إذابتتة  طريق  عن  الاكتتاروز   محلو    بتتاستتتتتتتتتتتتتعمتتا 

.  المحلو    أصتتب   ح ى  ستتاخنة  كتلة في   الاكاروز  إذابة  وتم   مل(،100) 
ً
 ( 50-55)  حوالي  ال   الاكاروز   محلو   برد ثم صتتافيا

 ثم  الدافئ   الجل  إل   مايكرولتر(  3)   حمرا  صتبغة  اضتي   بالتستاوي.  ليبرد  لآخر   حين من  الدورق تحريك مع   مئوية، درجة
 الهلامية.  الجل  صتتتتب  صتتتتينية في   الأمشتتتتاط وضتتتتع   تم ثم  اللاصتتتتق.  الشتتتتريط  من  بطبقتين  الصتتتتب  صتتتتينية  أطرا   ستتتتد تم

  المشتتتتتط ستتتتتحب  وتم  الغرفة،  حرارة  درجة في   ليتصتتتتتلب الاكاروز   وترك  الصتتتتتب. صتتتتتينية  في   المااب الاكاروز   محلو   ستتتتتكب
 خلط  تم .TBE  ×1  بمحلو    المملو ة الكهرباعي  الترحيل  غرفة ع     الجل وضتتتتتتتتتع  تم  اللاصتتتتتتتتتق،  الشتتتتتتتتتريط  إزالة وتم بعناية

  حفرهلام  في   وتحميلهتتتتا  النووي  الحمض  تحميتتتتل  محلو    من  متتتتايكرولتر( 3)   مع   متتتتايكرولتر( 5)   النووي  الحمض  عينتتتتات
 ملاحظتة وتمت   واحتدة.  ستتتتتتتتتتتتاعتة  لمتدة أمبير  65فولت ، 70 جهتد  عنتد الاكتاروز  لهلام الكهربتاعي  الترحيتل  إكمتا  تم الاكتاروز.
 .UVtrans illuminator البنفسجية فوق  الاشعة ضو  تح  مشاهدته خلا  من النووي الحمض

 
  والدليل  النبات  من  DNA  الجينومي  النووي  الحمض  لاستتتتخرا   Gel electrophoresisالهلامي  الترحيل  ( 1)   الشتتتكل

  DNA للت الحجمي
 بالاعتماد   DNA  النووي  للحامض  الجزيئية  الاحجام  قدرت  :DNA  النووي  للتتتتتتتتتتتتتتتتتتحامض  الجزيئية  الاحجام  تقدير  ثالثا:
 من  قطع   يمثتتتتل  التتتتاي  الحجمي  التتتتدليتتتتل  بتتتتاستتتتتتتتتتتتتختتتتدام  %.1.5  الأكتتتتاروز   هلام  ع     الكهربتتتتاعي  الترحيتتتتل  عمليتتتتة  إجرا   ع   

 قطع هتتتا  ال ي  المستتتتتتتتتتتتتتافتتتة  أن  إذ  .Markers  الحجميتتتة  بتتتالتتتدلائتتتل  متمثتتتل  معلوم  الجزيئي  حجمهتتتا  DNA  النووي  الحتتتامض
   تناستتتتب   الهلام في   الجزيئات

ً
 إذ  SiZer DNA Markers (intron)  الدليل  استتتتتعمل  وقد  الجزيئية  أحجامها مع   عكستتتتيا

 (.1)  رقم بالشكل مبين وكما معروفة جزيئية أوزان ذات حزم الاكاروز  هلام في  الدليل هاا اعطى
 

 منزوع  مقطر   )متا   ddH2O  محلو   في   اذيبت  ثم بتالتجميتد،  البتادئتات  جففت   التفتاعتل: في   المستتتتتتتتتتتتتختدمتة البتادئتات رابعتا:
- حرارة  درجة  عند  المخزون  بالمحلو    واحتفظ  مخزون،  كمحلو    بيكومو /مايكرولتر  100 نهاعي  تركيز  لاعطا   الأيونات( 

 في  المخزون  المحلو   من  مايكرولتر 10 وضتتتتتتتتع   تم  تمهيدي،إذ  كمحلو    بيكومو /مايكرولتر 10  تركيز   محلو    لتحضتتتتتتتتير  20
  شتتتتتتتتتتتتركتتة  تعليمتتات  ع     اعتمتتادا  الإخبتتار   تم  متتايكرولتر.100  النهتتاعي  الحجم  ال    للوصتتتتتتتتتتتتو    ddH2O  متتا   من  متتايكرولتر 90

 .Integrated DNA Technoiogies Company Canaola (IDT)المتكاملة الكندية التقنيات
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 ي ي: كما 1 الجدو   في  مبينة وكما الدراسة في  المستخدمة البادئات أهم خامسا:
 الدراسة   في  المستخدمة  البادئات تسلسل  ( 1)  الجدو  

Primer Sequence Primer sequence 
Tm 
(ᵒC) 

GC% 
Size of Product 

(bp) 

5.8S ribosomal 
RNA gene 

F 5′- TCCGTAGGTGAACCTGCGG -3′ 61.64 63.16 
734 bp 

R 5′ TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′ 55.09 45.00 

 
 زو  مع   PCR  تقنية  باستتتتتتخدام  :PCR  المتستتتتتلستتتتتل  البلمرة  تفاعل  تقنية  باستتتتتتخدام  ITS  جينات  عن  الكشتتتتت  ستتتتتادستتتتتا:
  ITS  من جز   تضتتخيم  تم إذ  للنوع  النباتية  العزلة  لتحديد  الداخ ي   الاستتت ستتا   منطقة  عن  الكشتت   إجرا  تم  البادئات

 1.5 ع     يحتوي   مايكروليتر  25  قدر  إجمالي   بحجم  تضتتتتتتتتتتتتخيم  اجري   .R  والعكستتتتتتتتتتتت ي  F  الاستتتتتتتتتتتتا تتتتتتتتتتتت ي  البادئان  باستتتتتتتتتتتتتخدام
 كل  من  مايكروليتر  1  استتتتتتتتتتخدم  الم شتتتتتتتتتأ، كوري  Intron (Pre mix PCR)  مايكروليتر  5و  النووي  الحمض  من  مايكروليتر 

  التتتدوير   ظرو   أجريتت  متتايكروليتر.  25  من  الك ي   الحجم  إل    للوصتتتتتتتتتتتتو    الأنبوب  إل    المقطر   المتتا   إضتتتتتتتتتتتتتتافتتة  تم  ثم  بتتاد ،
  تفتتاعتتل  وظرو  خطوات بتتاستتتتتتتتتتتتتختتدام  النووي الحمض مضتتتتتتتتتتتتتاعفتتة  تم،الجتتدو    في  مبين  وكمتتا  بتته  جتتا   متتا  وفق الحراري 
 النووي  للحمض  Initial Denaturation  أولي   مستتتتتت   عمل تم ( 3)   الجدو   في   مبين  كما  الانية  PCR  المتستتتتتتلستتتتتتل   البلمرة

DNA  نهاعي  مستتتتتتتت   عملية  من  مؤلفة  دورة 35بتتتتتتتتتتتتتتتتتتتتت   متبوعة م   95  حرارة درجة في   دقائق 5  لمدة  Denaturation-2  45 لمدة 
،95  حرارة  درجة في  ثانية ،56  حرارة درجة في  ثانية 1  لمدة  Annealing  البواد   ارتباط  حدو  ثم  م    أولية استتتتتتتتطالة  ثم م 

،72  حرارة درجة في  ثانية  لمدة  المضتتتتتتتتتتتتاع   النووي  الحمض  ناتج لباد    م 
ً
  PCR  المتستتتتتتتتتتتتلستتتتتتتتتتتتل  البلمرة  تفاعل إنها   وأخيرا

.72 حرارة درجة في  ثواني خمس لمدة النهائية الاستطالة بخطوة  م 
 PCR  تفاعل مكونات ( 2)    الجدو 

Component 25 μL (Final volume) 

Taq PCR PreMix 5µl 
Forward primer 10 picomols/µl (1 µl) 
Reverse primer 10 picomols/µl (1 µl) 

DNA 1.5µl 
Distill water 16.5 µl 

 

 المتخصص  التضاعفي  التسلسل بالتفاعل الخاص البرنامج ( 3)  الجدو  
No. Phase Tm (ᵒC) Time No. of cycle 

1- Initial Denaturation 95ᵒC 5 min 1 cycle 

2- Denaturation -2 95ᵒC sec45 
 

35 cycle 
3- Annealing 56ᵒC 1 min 

4- Extension-1 72ᵒC 1 min 

5- Extension -2 72ᵒC 5 min. 1 cycle 

 
  النيوكليوتيدي التتابع   تحليل  اجري   الشتتتتتتتجري:  المخطط  وتعيين  النتروجي ية  القواعد  تستتتتتتتلستتتتتتتل  عن  الكشتتتتتتت   ستتتتتتتابعا:

Sequencing Analysis) )  الجين تضتتتتتتتتتتتتاع  نتتائج خلا  من  الكهربتاعي  الترحيتل نتتائج ع     الحصتتتتتتتتتتتتو    يعتد  DNA  ،وتم 
 الكورية  الشتتتركة ال    المتستتتلستتتل  البلمرة  تفاعل ناتج  من  الناتجة  الحزم  بمرستتتا   للعزلة  النيوكليوتيدات  تتابعات  تحديد

Biotechnology،  جهاز  باستتتتتتتتتتتتتخدام وتتمAppliced Biosystem DNA Secuencer)،)  خلا   من  النتائج مقارنة وتم 
  تستتتتتتتتلستتتتتتتتل  تحديد تم  إذ  ،Basic Aligmmente Search Tool (BLAST)   البح   أداة  باستتتتتتتتتخدام  العنكبوتية  الشتتتتتتتتبكة
 الحيوية  التقنتات لمعلومات  الوطني  المركز   قبتل  من  المدروس  النوع لمورثات  النووي  الحمض  لحزم  النتروجي يتة  القواعد

 (NCBI ) National Centre for Biotechnology Information  لنبات  النيوكليوتيدات  لتتابعات  التطابق  إجرا  وتم 
H.Perforatum  الوراثي   البنك في   النبات  تستتجيل تم  التشتتخيص  من الان ها   وبعد  البيانات،  قاعدة في   التطابق  حستتب 

   Mega برنامج باستتتتتتتتعما   Phyiogenetic Tree التطور   شتتتتتتتجرة  رستتتتتتتم ثم  العالمي،  نضتتتتتتتمامالا  رقم  واعطا 
ً
 ع     اعتمادا

 النوع  مستتتتتتتتتتوى  إل    النبات توصتتتتتتتتتي  وتم  .Gene Bank  الجينات  بنك في   المستتتتتتتتتجلة  للعزلات  النيوكليوتيدات  تستتتتتتتتتلستتتتتتتتتل
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 وتم  للعمل  Leong   (1989 )و  Sanaco  طريقة  واعتمدت  النتروجي ية،  القواعد  تستتلستتل  تعيين ع    بالاعتماد  والستتلالة
 .[15] ع    بالاعتماد الجينومي DNA تركيز  حساب

 

 والمناقشة:  النتائج 
  المتستتتلستتل  البلمرة  تفاعل  باستتتتخدام  H. Perforatumالمثقوب  العرن   لنبات  الجزيئي  التشتتتخيص  نتائج  أظهرت

PCR  الداخ ي   ال ستتتتتتت   فاصتتتتتتتل منطقة  في   الجينات  عن  الكشتتتتتتت   المتخصتتتتتتتصتتتتتتتة  البادئات  زو   استتتتتتتتعما   خلا   من  ITS 
Internal Transcribed Spacer) ) :وهي 

  ( F:1ITS 3)-TCCGTAGGTGAACCTGCGG 5الامامي الباد 
 ( TCCTCCGCTTATTGATATGC 5: R:4ITS-(3 العكس ي الباد 

 فوق   للأشعة  عرض  إذ %،1.5  بتركيز   الأكاروز   هلام  باستعما  ( 2)   الشكل  في  كما  الكهرباعي  الترحيل  تحلل  نتائج  وأظهرت
  كان  DNA  حزم  عن  للكشتتتتتتت   UV traslluminator  بواستتتتتتتطة  نانوميتر   254  الموجي   الطو    عند  البنفستتتتتتتجية

ً
 لما مطابقا

 زو  734 بحجم  الترحيل  أثنا   الحزم  وظهرت 4ITsو  1ITs  المورثات  لتضتتتتتتتتتخيم  كمحدد  المستتتتتتتتتؤو   الباد   تصتتتتتتتتتميم في  جا 
 قاعدة.

 
  القاعدي(  )الزو   عند  الموجبة  النتيجة تمثل ( 3و2و1)  الحزمة  ITS1و  ITS4 للمورو  التضخيم ناتج ( 2)  الشكل 

  734 الجزيئي   المقياس Hypericum Perforatum للنوع
ً
   زوجا

ً
 قاعديا

 
 PCR  المتستتلستتل  البلمرة  تفاعل  باستتتخدام  ( pb-PCR product  734)   النووي  الحمض ناتج ( 2)   الشتتكل يوضتت 

   .1ITsو  4ITs  البواد   زو   بتتاستتتتتتتتتتتتتختتدام  المتتدروس  النوع  من
ً
Molecular –   النووي  الحتتامض  ستتتتتتتتتتتتلم  تمثتتل  M  أن  علمتتا

weight size marker) )  النتروجي يتتة القواعتتد  أزوا   بعتتدد  bp) )  من  الأيستتتتتتتتتتتتر   الجتتانتتب  ع     منهتتا  كتتل  مثبتت   وبتتأحجتتام 
 .H. Perforatum لنبات المتمثلة الحزم لوجود الموجبة النتيجة ( 3و2و1المسار)  ويمثل الشكل،

 
 H. Perforatum العرن  لنباتITS1)و (ITS4 للمور  DNA لقطع  النتروجي ية القواعد تسلسلات تحليل ( 4)  الجدو  

Source: Hypericum perforatum; 5.8S ribosomal RNA gene 

Identities 
Sequence ID with 

submission 
Sequence ID with 

compare 
Nucleotide Location 

Type of 
substitution 

No. Of 
sample 

100% ID: PQ395287.1 ID: ON685357.1 ------ ------- -------- 1 

99% ID: PQ395288.1 ID: ON685357.1 
G\C 2135 Transvertion 

2 T\C 2136 Transition 
A\G 2159 Insertion 

100% ID: PQ395289.1 ID: ON685357.1 ------ ------- -------- 3 
 

 متدى وبيتان  المثقوب  العرن   نبتات في   DNA في   النتروجي يتة  القواعتد  تستتتتتتتتتتتتلستتتتتتتتتتتتلات  مقتارنتة نتتائج  ( 4)   الجتدو    وبين
 تشتتتتابه  وجود  النتائج ها   أظهرت إذ  التشتتتتخيص،  لتأكيد  الجينات بنك في   والمستتتتجلة  الموجودة  التستتتتلستتتتلات مع  تقاربها
 ON:685357.1بالرقم الجينات  بنك في   المستتجلة  المثقوب  العرن  نبات  وتستتلستتلات  التستتلستتلات ها   بين %100  ب ستتبة

PQ:395287.1  بتتتتتتالتترقتتم  %99  وبتت ستتتتتتتتتتتتتبتتتتتتة  ON:685357.1 PQ:395288.1  بتتتتتتالتترقتتم  %100  وبتت ستتتتتتتتتتتتتبتتتتتتةON:685357.1 
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PQ:395289.1  لنبات  النتروجي ية  القواعد  بين  للانتقا   مناطق 3  وجود  ولوحظ H.Perforatum  في  ذلك  تستتتتتتبب مما 
اقع   عنتد  النتروجي يتة  للقواعتد  واستتتتتتتتتتتتتبتدا    الانتقتاليتة  نوع من  طفرات حتدو   تؤثر  وكتالتك  ( 2159  ،2136  ،2135)   المو

 (.3)  الشكل في  مبين وكما المشفرة الامي ية الاحماض ع    ثم ومن الوراثية الشفرات ع    الطفرات
Hypericum perforatum subsp. perforatum isolate BPTPS035 small subunit ribosomal RNA gene, 
partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed 
spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence 
Sequence ID: ON685357.1Length: 3730Number of Matches: 1 
Range 1: 1681 to 2170GenBankGraphicsNext MatchPrevious Match 

Score Expect Identities Gaps Strand 

889 bits(481) 0.0 487/490(99%) 0/490(0%) Plus/Plus 
Query 1 TCACCTGCCCAACAAACAAACCCCGGCGCGGCACGCGCCAAGGAACTTTTGCATCATAAG 60 
Sbjct 1681 ............................................................ 1740 
Query 61 AAGTGTAAGGCTCCCGGCTGTGCCGGAAATCGGACAACACGGTTGGGGGCCTCCTTCTGT 120 
Sbjct 1741 ............................................................ 1800 
Query 121 TCATAACAATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTAGGCTCTTGCATCGATGAAGAACGTA 180 
Sbjct 1801 ............................................................ 1860 
Query 181 GCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGC 240 
Sbjct 1861 ............................................................ 1920 
Query 241 AAGTTGCGCCCGAAGCCTTCTGGCCGAGGGCACGCCTGCCTGGGTGTCACACATCGTCGC 300 
Sbjct 1921 ............................................................ 1980 
Query 301 CCCCCAAAATCCCGATATCTTGCAAGAGACAATCGGGAATAGGATGGGCGGAAAATGGTC 360 
Sbjct 1981 ............................................................ 2040 
Query 361 TCCCGTGCGCTCCCGTTCGCGGTTGGCCCAAAAATGAGTTCCTGGCAAAGCAAAGCCACG 420 
Sbjct 2041 ............................................................ 2100 
Query 421 ACCAGCGGTGGTTGTAAGACCCTCGGTACAAGTCCCGAGCCTTGCATTGCTCGTAGGGGC 480 
Sbjct 2101 ..................................GT......................A. 2160 
Query 481 ATGTTGACCC 490 
Sbjct 2161 .......... 2170 

 
  تستتتتتتتتتتتلستتتتتتتتتتتل مع  Perforatum .H   (sbjct )  للنوع ( 4ITsو 1ITs)   للمور   النيتروجي ية  القواعد تتابع   مقارنة  (:3)   الشتتتتتتتتتتتكل
 .NCBI العالمي الجينات في  مسبقا المثبتة للعينات النيتروجي ية القواعد

   كان انه  الجيني  المستتتوى   ع     التقارب  مستتتوى   نلاحظ  ( 4)   الشتتكل  من
ً
 للنوع الوراثية  الشتتجرة  تحليل  عند  كبيرا

H. Perforatum   ستتتتتتتتتتتتجلتت   وال ي  العراق(   )عزلتتة(  بتتالرقم  ID:ON 685357.1 )   تقتتاربتتا  أكثر   وكتتانتت   العتتالميتتة،  العزلات  مع  
  نستتتتتتتبة بلغ   اخر  جانب  من،ID: ON685357.1  انضتتتتتتتمام  رقم تح   البرتغالية  العزلة مع   %100  بلغ  تطابق  وب ستتتتتتتبة
 انضتتتتمام  رقم تح   واليونانية  ID: JN811134.1  انضتتتتمام  رقم تح   الألمانية  التالية:  العزلات  من  كل مع   %99  التطابق

ID:MN036448.1 انضتتتتتتتتتتمام  رقم تح   والهندية  ID:KJ436385.1 انضتتتتتتتتتتمام  رقم تح   والإيطالية  ID: KP125336.1، 
 تح   والفرنستتتتتية  ID: AY555839.1 انضتتتتتمام  رقم  تح  والأمريكية  ID: KC709318.1  انضتتتتتمام  رقم تح   والاستتتتتبانية

 نضتتتتتتتماما رقم  تح   والكرواتية  ،ID: MH711644.1 انضتتتتتتتمام  رقم تح   والصتتتتتتتينية  ID: MZ901242.1 انضتتتتتتتمام  رقم
ID: FJ694215.1 انضتتتتتمام  رقم تح   واللاتيفية  ID: OQ165214.1  انضتتتتتمام  رقم تح   والبولندية  ID: HE653579.1 

 رقم  تح  اليابانية  العزلتين  من  كل مع  %98 بلغ  تطابق  وب ستتتتبة  ،ID: HE653581.1  انضتتتتمام رقم  تح   والستتتتعودية
  .ID: GQ868706.1 انضمام رقم تح  والهندية ID: HE653578.1 انضمام

 [20] ,[19] ,[18] ,[17] ,[16] من كلا  وجد  ما تطابق النتائج وها 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON685357.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FKJ6P2GB013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON685357.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FKJ6P2GB013&from=1681&to=2170
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/ON685357.1?report=graph&rid=FKJ6P2GB013%5bON685357.1%5d&tracks=%5bkey:sequence_track,name:Sequence,display_name:Sequence,id:STD1,category:Sequence,annots:Sequence,ShowLabel:true%5d%5bkey:gene_model_track,CDSProductFeats:false%5d%5bkey:alignment_track,name:other%20alignments,annots:NG%20Alignments|Refseq%20Alignments|Gnomon%20Alignments|Unnamed,shown:false%5d&v=1657:2194&appname=ncbiblast&link_loc=fromHSP
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 NCBI  قبل من المعتمد Hypericum Perforatum للنوع الوراثية الشجرة مخطط ( 4)  الشكل 

 
 المصادر:

[1] G. Y. Q. Al-Hatem, “Effect of Nitrogenic Fertilizer and Seaweed Extract (Fitoalg) in some Green Growth 
and Total Yield on the Plant Coriander, Coriandrum sativum L.,” Journal Tikrit Univ. For Agri. Sci., 
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