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  تقييم التنوع الوراثي عند الماعز الشامي السوري

  )ISSR(باستخدام تقانة التكرارات البسيطة الترادفية الداخلية 
  

  )3(سلام لاوندو  )2(بسام عيسىو  )1(علي كنعان

  

  صالملخً
روق الزراعية المحلية المهمة، لما يملك من ميـزات إنتاجيـة           عيعد الماعز الشامي في سورية من ال      

ات تمكنه من الإنتاج والتناسل ضمن الظروف البيئية القاسية، لهذا فقد استخدم في برامج الخلـط                ومواصف
قُيم في هذا البحث التنوع الوراثي      .  مع الماعز الجبلي كمعطي لمورثات صفة إنتاج الحليب الجيدة         ةالتربوي

 ات الترادفية البسيطة البينيـة    عند مجموعات من ذكور وإناث الماعز الشامي النقي باستخدام تقانة التكرار          
)ISSR(     وأشارت النتائج إلى وجود تنوع وراثـي بـين عينـات المـاعز               لعينات من دم هذه الحيوانات ،

  %.100المدروسة، وقد بلغت التعددية الشكلية 
  
  

  .، سوريةISSRتقانة، التنوع الوراثي، ماعز شامي: الكلمات المفتاحية
  

  
 .سورية، جامعة دمشق، كلية الزراعة، قسم التقانة الحيوية )3( ،قسم الإنتاج الحيواني) 2 (طالب دكتوراه، )1(
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Abstract 

Shami goat in Syria is one of the important domestic breeds, because of its 
high productivity and breeding capacity under the hard environmental 
conditions and it is still being used in crossbreeding with Mountain goats as a 
donor for milk producing traits. This breed is still far away from scientific 
investigations even it has been exposed to a random crossbreeding with 
Mountain goats by goat breeders. This has lead to the possibility of losing some 
of its genetic characteristics which are not detected yet. In this research the 
genetic diversity among groups of pure Shami goats was determined using 
ISSR-PCR on blood and results indicated that there was a molecular genetic 
diversity among studied goats and polymorphic rate was register to 100%. 
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  المقدمة
من أولويات العمل للمؤسـسات     وتطويرها   صيانة الموارد الوراثية الحيوانية المحلية       تعد

العلمية لما تمتلكه هذه الموارد الوراثية من أهمية تجعلهـا فـي مرتبـة الثـروة الحيويـة                  
ثروات الوراثية المحلية في     هذه ال  بوصفه إحدى  ويبرز الماعز الشامي     .والاقتصادية والثقافية 

فـي  من إجمالي المـاعز     الماعز الشامي   انخفاض نسبة مايشكله    من  رغم  العلى  و،  سورية
إلا أن الدراسـات     . إقليمياً وعالميـاً    فيه  وصفات جعلته مرغوباً   ميزات سورية، فإنه يمتلك  

 لا كونهـا  من حيـث  ي الهام ماتزال دون مستوى الطموح،المنفذة على هذا الحيوان الزراع   
 فمـا   .أقل من أهميته وسـمعته    الاهتمام العلمي والإداري    ومازال   ،رهتسهم كثيراً في تطوي   

زالت الدراسات والبحوث العلمية قاصرة عن تقديم البرامج والمنـاهج الكفيلـة بتطـويره،              
تقانات الوراثـة الجزيئيـة      عدت .وكذلك التعليمات الإدارية التي ماتزال بعيدة عن هذا الشأن        

 هذه الحيوانات بطريقة غير تقليدية لأنه يكشف عن         إلى التعرف    يسهم في  مهماًأسلوباً حيوياً   
فمع تحسن طرائق البحث العلمي وتطـور       . أحد أهم مواقع تطويرها وهو موروثها الجزيئي      
وي والفيزيولوجي  من المستوى الشكلي والخل   تقانات التجارب انتقلت دراسة القواعد الوراثية       

 . الذي يدرس الحمض النووي بشكل رئيسي إلى المستوى الجزيئيةحيويء الوالكيميا
 ع الأنـوا   في الكشف عن التنوع الوراثي ضمن      مات الجزيئية التي تستخدم   واستتنوع ال  
التكـرارات  أي ) (ISSR) Inter Simple Sequence Repeatsة ين تقتوقد استخدم، وبينها

بين التوابـع   ) bp 3000-100( على تضخيم المواقع      تعتمد   التي) الترادفية البسيطة البينية  
باسـتخدام  ) 1994 وزمـلاؤه،    Zietkiewicez(والمتوضعة بشكل متعاكس     الدقيقة المتقاربة 

ومؤلفة من نكيلوتيدات متكررة، ومحاطـة فـي أغلـب          ) 18bp-16(ات وحيدة طولها    بادئ
؛  2002 وزمـلاؤه،  Borne( )3َ(أو) 5َ(ا فـي المنطقـة      نكليوتيدات إم ) 4-2(الأحيان بـ   
Nagaraguوعادة ما يضخم ) 2002زملاؤه،  وISSR فـي التفاعـل   حزمة 50- 25  من 

 مع عدد النيكلوتيدات في     اً عكسي ارتباطاً ويمكن أن يكون عدد الحزم المنتجة مرتبطاً         ،الواحد
 سائدة وأحيانـاً غيـر   كواسماتوعلى الرغم من حقيقة كونها تورث . وحدة تكرار المحضر  

فهي مناسبة بشكل خاص لدراسة علم الوراثة       ،  عشوائية  ذات طبيعة  واسماتإلا أنها   ، سائدة
، Roos و Fang؛  1994 وزملاؤه،   Gupta (العرقي وتقييم التنوع الوراثي وتحديد الأصناف     

 ؛1999 وزمـلاؤه،  Jain؛ 1999 وزمـلاؤه،  Blair؛ 1998 وزمـلاؤه،  Wolfe؛ 1997
Cavan ،2000 ؛Raina ،؛201 وزملاؤه Karbin ،ـ). 2002وزملاؤه  إن بـساطة  كذلك ف
 وزمـلاؤه،   Ammiraju(  تزيد من إمكانية استخدامها في الوسـم المجينـي         ISSRات  واسم

، اً كبيراً من الحزم   د تعطي عد  ز بأنها غزيرة فهي    تتميISSR ات   أن واسم  فضلاً عن ) 2001
والقدرة ، وطبيعة التوريث تخضع لقوانين ماندل    ،  إلى عالٍ  متوسطى التعددية الشكلية    ومستو

 Van(والتكاليف منخفضة كما أن جهد تنفيذها منخفض ، يم عالية إلى متوسطةعلى التضخ
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der nest ،2000 وزملاؤه (ة  بسيطة وسريعة وذات مـصداقي باختصار فإن هذه التقنية تعد
) RAPD(المضخم عـشوائياً    ) DNA(ات التعددية الشكلية     ولها الميزات نفسها لواسم    ،عالية

)Random Amplified Polymoirphic DNA .(   ويمكن تصميم بادئاتهـا بـسهولة ودون
معلومات مسبقة عن التسلسل الجيني لقطعة الحمض الريبي النووي منقـوص الأوكـسجين             

، ورسم الخرائط الوراثية  ،  في مجالات تحديد الأصناف    اً واسع استخداماًوتستخدم  ، المستهدف
 – SSR) (Rakoczy(البـسيطة  الترادفيـة  ووضع بادئات التكـرارات  ، والتنوع الوراثي
Troganowska و Bolibok  ،2004) (Qian   ،وبالحديث عن اسـتخدامات     .)2007 وزملاؤه 

 إذْ أفاد .  في التحاليل الوراثية عند الحيوانات فقد تعددت أهدافها وتعددت موادها          ISSRتقنية  
Bai Xiu-jual و li Hui )2001 ( من تقنيةISSR   عند دجاج اللحم للانتخاب لـصفة أقـل 

كمـا  . فة من الليبوبروتين عند الجيل الثالث لنسبين أحـدهما نحيـل و الآخـر مكتنـز               كثا
:  بقريـة جناسبتحاليل مقارنة للتمايزات الوراثية بين ثلاثة أ) 1999( وزملاؤه  Glazkoقام

ات الوراثيـة    باستخدام أنماط مختلفة من الواسـم      ذكور أوروبية وأمريكية مع الأبقار، وذلك     
 إذْ) RAPD(و) ISSR( :مثـل ) DNA(ء الحيوية التوريثية ومعلمات الـ      الجزيئية والكيميا 

مات الوراثية الجزيئية   اخل الأنواع كانت مرتبطة مع الواس     ت الوراثية د  ظهر أن تقدير الصفا   
معلمات تنتمي لنمـوذج لا علـى       بالمحددة التي تضمنتها الدراسة بشكل أكبر عند مقارنتها         

 لدراسة التشابه الوراثي بـين  ISSRباستخدام تقنية ) Bai Xiu- jua )2004 كما قام .التعيين
 وبين النمور الموجودة فـي  Hengdaohezi Breeding Centerالنمور الموجودة في مركز 

  . الصينيةHeilongjiangمقاطعة 
مـن  ) 2009(وزمـلاؤه    Wang Jie عند الماعز تمكـن ISSRوفي مجال استخدام 

يد الاختلاف الوراثي الجزيئي فـي صـفة ارتفـاع     لتحدISSRمن  ) اتبادئ 10(استخدام  
 ـ أ.التصالب الحوضي بين أفراد الماعز التيبيتي التي تعيش في مناطق مختلفة الارتفاع           ا م

هذه التقنيـة  ) Wang Yong) 2010  فقد استخدمبشكل مباشر الحالية فيما يتعلق بدراستنا
 اختيـرت  إذْ) ريتو كـونتي (نطقة الماعز التيبيتي في محليل التنوع الوراثي عند عشائر    لت
) 107(ثم استخدمت للكشف عن التنوع الوراثي في        ) ISSRة  بادئ 93(من بين   ) بادئاتال(

 ـال( أعطت هذه الـ   وقد، عينات من الماعز التيبيتي    مـن  ) DNAحزمـة   112) (اتبادئ
 534 -219(راوح بـين    ي وكان حجم القطع المضخمة      ،متعددة شكلياً ) حزمة75(ضمنها  

bp(،          كمـا   ، شكلياً  متعددةً اً مما يؤكد نوعية هذه المرئسات التي استطاعت إنتاج فقط حزم 
 والاختلافلتنوع  من ا  اً مستوى عالي  أكدت النتائج أيضاً أن عشيرة الماعز المدروس أبدى       

رغم ذلك مازال هذا الحيوان بعيداً عن سـاحة البحـث            .الوراثي الموجود ضمن الأفراد   
ه من مربي الماعز لعملية خلط عشوائي مع الماعز الجبلي، مما            تعرض عنالعلمي، فضلاً   

هم لـم تكتـشف     مسيؤدي وعلى المدى الطويل إلى ضياع مصدر وراثي حيواني محلي           
  . كلّهاهتزايم
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ل تحليل التنوع الـوراثي      من أج  ISSR في هذا البحث تقنية      اِستُخدمتوعلى ذلك فقد    
 هذا التنوع لوضع لبنة يعتمد عليهـا فـي       من والإفادةالماعز الشامي السوري    في عشيرة   

 وعدم الاستهتار بهذه المادة الوراثية وحفظها مـن         ،برامج التحسين الوراثي لهذا الحيوان    
  .الضياع

   البحث وطرائقهوادم
  :)DNA( ـاستخلاص ال والحيوانات

 الخالي من الأمراض     النقي  الماعز الشامي   قطيع  من دم   عينة 20ول على    الحص جرى
 أُجريحيث   ،)قرحتا( في محطة البحوث العلمية الزراعية       ةدوجالمو الآفاتت و والإصابا

،  الوريد الوداجي   من )إناث10 +  عادية ذكور 10() تربية داخلية (التزاوج بشكل عشوائي    
  :يأتيكما  )DNA (اِستُخلصثم 

-EDTA(مانع تخثـر     حوت و  من الهواء  ةفرغنابيب م أ عينات الدم الكامل في      تمعج
K2 (في درجة حرارة أقل من       تخزنو )الخلايا بـالمزج اليـدوي قبـل        تفصل .) م 40 

 مـن دارئ حـال     )1ml(أضـيف    ، في أنبوب  الدم الكلي من   )1ml( ضعو .الاستخلاص
 10µµ Tris-Hcl، PH=7.6، 5µµ Mgcl2، 1% )100-x مم سـكروز،   0.32( للخلايا

TritonR((  4000بسرعة   نبوبثفل الأ  . إلى الأنبوب) (rpm   مع إعادة هـذه     قائق د 5مدة 
مم 10(  من دارئ هضم البروتين    500µlف   أضي .للتخلص من الشوائب   الخطوة مرة ثانية  

Tris-Hcl، PH=8، 10  ممNacl، 10  ممEDTA( بـسرعة  نابيب الأ تلثف .لى الأنبوب إ 
)4000 rpm(  4 درجة حرارة في  دقائق5مدةº أضيف  .م)µl 225(   مـن دارئ هـضم 

 توضـع  .لى الأنبوبإ) k( )10mg/µl (البروتينازأنزيم لول   من مح  )µl 25( و ،البروتين
  الأنابيب تثفل . مدة ساعتين  تحضنو،  في حمام مائي   )م º 65( في درجة حرارة   الأنابيب

 ـأُ . للتخلص من البقايا الخلوية    )rpm 10000بسرعة   دقيقة   (2مدة    الجـزء المـائي     ذَخِ
 حجـم محلـول   مـن    0.6 باسـتخدام  DNAب الحمض الريبي النـووي      سرو) الطافي(

 ـو) %70( بالإيتانول   DNAسل  غُ .الإيزوبروبانول  حفظتو) TE1 x من   50ml (حل ب
   .الاستخدام حينإلى  )ºم- (20بدرجة حرارة أقل من DNAعينة 

  : )PCR ( الـ الحمض الريبي النووي باستخدام تقانةمضاعفة قطع من
 للوصول إلى تركيز   DNA  الحمض الريبي النووي   حل الماء المقطر والمعقم ل    اُضيف

مضاعفة قطعـاً   تجريأُ ثم . في الماء المقطر والمعقم(40ng/ µl)الحمض الريبي النووي 
في محلول   DNAمضاعفة قطع   تم   ).ISSR (اتمن بادئ  ةبادئ 15باستخدام  ) (DNAمن  

،  الأمريكيـة )(Promega من شركة )Master Mix (µl) 12,5(: متضمناً) 25µl(نهائي 
 ،)10µµ( تركيـز    من محلول البـادئ المـستخدم     ) 2µl( و اً معقم اً مقطر  ماء )µl 8,5(و
  .)ng 40( بتركيز DNAو
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  المستخدمةدرجة الحرارة كليوتيدي والتسلسل النوالبادئات ز يوضح رم )1(جدول ال
  ºم لتحامدرجة حرارة الا التسلسل النكليوتيدي رقم البادئ

1 (AG)8T 50 
3 (CA)8A 50 
5 (AC)8T 50 
6 (GA)8CG 56 
7 (TC)8GA 54 
8 (TC)8AG 52 
9 (GA)8CG 52  
14 CCAG(GT)7 52 
15 (AC)8GG 52 
32 CCAG(GT)7 52 
33 (GT)4(GA)5 52 
34 (AC)7(AT)3 52 
35 (CT)8G 52 

 100بـشدة    عملية فصل نواتج المضاعفة باستخدام جهاز الرحلان الكهربائي          أُجريت
ومحلول الفـصل الكهربـي     %) 2(تركيزمة الآغاروز    هلا استخدامب ساعة   3.5فولت مدة   

)TBE-1x(،   يديوم برومايد بمقدار    إيثلهلامة  أضيف إلى ا)mg/ml5 (لكل) 100 ml(  من
   للأشعة فوق البنفسجية   هاتعريضلك لإظهار الحزم بشكل واضح عند        وذ ؛هلامة الآغاروز 

)Weising ،1(متدرج  واسم أضيف .)1995 وزملاؤهkb Ladder (لكشف عن مواقـع  ل
  .)UV(باستخدام التصوير بالأشعة فوق البنفسجية وأحجامها الحزم 
الــ  ) حـزم (معت نتائج عملية التضخيم في جداول اعتماداً على مقارنة وجود قطع            ج

DNA    عنـد  0وجود الحزمة والرقم  عند 1بين العينات المدروسة، وأعطي الرقم أو غيابها 
. ةوقد نظمت الجداول لكل بادئـة علـى حـد         . ضحة فقط  وذلك يتضمن الحزم الوا    غيابها؛

سمت شجرة القرابة الوراثية     ورDendrograma    بتطبيق متوسطات المجموعـات الزوجيـة 
 ي وتحديد درجـة البعـد الـوراثي       ت دراسة التنوع الوراث   جرو). UPGMA(غير المزانة   

  .الإحصائي) Pop Gen 32(اعتماداً على بياناتها الجزيئية، وحللت باستخدام برنامج 
  النتائج والمناقشة

المـاعز    وإناث عينات من ذكور   على   ISSR لتقنية   بادئة من بادئات  ) 15 (اِستُخدمت 
 في حـين    ،)2(ن في الجدول    كما هو مبي  ي   وه ، منها أعطت نتائج تضخيم    )11(،  الشامي

حزم الكلية الناتجـة عـن هـذه        بلغ عدد ال  . DNA نتائج لمضاعفة الـ     لم تعطِ ) 4(بقي  
ة وقدرت النسبة المئوية للتعددية      حزمة لكل بادئ   )5.91( أي بمعدل    ،حزمة) 65(ات  البادئ

ن ات وأعطت البادئ  %)100(تعددية شكلية   جميعها  ات  بادئكما أظهرت ال  %). 100(الشكلية  
أكبر عدد من   ) 35 ،1(ن  تا في حين أعطت البادئ    ) حزم 3(أقل عدد من الحزم     ) 32-34(

  ).2(جدول )  حزمة11(الحزم 
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   التعددية الشكليةالنسبة المئويةالحزم الناتجة عن البادئات المستخدمة و )2 (دولالج
عدد الحزم المتعدد  عدد الحزم الكلي رمز البادئة

 شكلياً
النسبة المئوية للحزم 

  (%)المتعددة شكلياً
ISSR1 11 11 100 
ISSR3 6 6 100 
ISSR5 7 7 100 
ISSR9 6 6 100  

ISSR15 5 5 100 
ISSR32 3 3 100 
ISSR33 4 4 100 
ISSR34 3 3 100 
ISSR35 11 11 100 
ISSR36 4 4 100 
ISSR37 5  5  100 
 1100 65  65  المجموع
 100 5.91  5.91  المعدل

  :ISSRالتحليل العنقودي للعينات المدروسة الناتجة عن استخدام تقنية 
وذلك لإنشاء شجرة القرابـة     ا؛  دي للنتائج التي تم الحصول عليه     جري التحليل العنقو  أُ

 لتحديد درجة هذه القرابـة ورسـم شـجرتها بـين العينـات          (Dendrograma)الوراثية  
مت إلى مجموعات تعكس درجة     سلوحظ من الشكل أن العينات المدروسة قُ      فقد   ،المدروسة

العينـات  القرابة الوراثية فيما بينها بناء على بيانات المعلمات الجزيئية التي قامت بتمييز             
 انقسمت الشجرة الوراثية إلى عنقودين      وقد ).1الشكل  (المدروسة على المستوى الجزيئي     

 يشمل العينات المدروسة بتوزع منطقي      ةد متعدد انقسم كل منهما إلى تحت عناقي     : رئيسين
 – 11 – 9 – 12 – 19 – 10 – 2 – 14 – 1 (ان العينت cluster -1ضم العنقود الأول    

 6 – 5 – 8 – 3 العينات cluster -2 وضم العنقود الثاني ).17 –16 -20 – 18 – 15
 وببعد وراثـي    اًهما الأقرب إلى بعضهما بعض    ) 8 – 3(ن  احيث كانت العينت   .13 – 7 –
 وهمـا  توائم حقيقيـة  ويمكن أن تكون ، أي على درجة عالية من القرابة الوراثية  ،%)0(

ا علـى   على التوالي وهم  )  ذكور –إناث   ()11 – 9(ان  ثم الأقرب هما العينت   . أيضاً إناث 
. ويعود ذلك إلى الاختلاف في الـصفات الجنـسية         %) 10(درجة من الاختلاف بمقدار     

فهما إناث وهمـا علـى   ) 10–2 (ناا العينتأم) 14 –1(لعينتين إلى اوكذلك الأمر بالنسبة    
وهذا . يةكلد ذلك إلى مجموعة من الصفات الش ويعو؛ %)12(درجة من الاختلاف بمقدار 
فهي ذكور وعلـى    ) 17–16(و) 18–15(ا العينات   أم). 7–6(أيضاً ينطبق على العينتين     
 إذْ. يةد ذلك إلى مجموعة من الـصفات الـشكل         ويعو ؛%)12(درجة من الاختلاف تقريباً     

ات الذكور بنسب تشابه تـصل إلـى         في توزع عينات الإناث وعين     اًلوحظ أن هناك توافق   
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بين الـذكور   الثانوية  يعزى إلى اختلاف الصفات الجنسية       % 10 واختلاف بنسبة   % 90
 كما يلاحـظ وجـود      ،)دعم برامج التربية والتحسين الوراثي    ) (14+1) (11+9(والإناث  

ى الأغلب تمثل توائم حقيقيـة       وهي عل  ،%100ه  والتشاب% 0عينات نسبة الاختلاف فيها     
)3+8 .(عن بعضها  اث فقد كانت منفصلة تماماً    عينات الإن با عينات الذكور بمقارنتها     وأم ، 

ولم يلاحظ تداخل   .  وكذلك عينات الإناث   ،بعضهاب -إلى حد ما  -فارتبطت عينات الذكور    
  .التي يمكن أن تعزى لوجود قرابة بينهما) 11+9(بين الذكور والإناث إلا في حالة واحدة 

  
  التحليل العنقودي لعينات الماعز المدروسة الناتجة) 1(شكل ال

  .)ISSR  )Nei ،1987ن استخدام تقانة ع
 فـي إظهـار     %100 تقـدر بنحـو      تعددية شكلية  أظهرت    ISSRتقنية  واستنتج بأن   

خوة إأهي  ت المدروسة   يمكن التمييز بين العينا   والمدروسة  التباينات بين عينات الماعز     
ة في  الجزيئيوالبيولوجيةالحيوي ث التنوع وتوسع في بحل ويقترح بضرورة ا   .؟أم توائم 

 .مجال الإنتاج الحيواني
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