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SSR-PCR التنوع الوراثي عند الماعز ال�شامي ال�سوري با�ستخدام تقانة

Analysis of Genetic Diversity in Syrian Shami Goat
 by SSR-PCR Technique.
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Abstract

 A. Kanaan                 B. Issa                  S. Lawand 

يُعد الماعز ال�شامي في �سورية من الحيوانات الزراعية المحلية المهمة، ورغم ذلك مازال هذا الحيوان بعيداً عن �ساحة البحث العلمي، ف�ضلًا 
عن تعر�ضه لعملية خلط ع�شوائي مع الماعز الجبلي من قبل مربي الماعز، ما �سي�ؤدي وعلى المدى الطويل �إلى �ضياع م�صدر وراثي حيواني محلي 
مهم لم تكت�شف كل مزاياه. نفذ البحث في مخبر التقانات الحيوية في كلية الزراعة بجامعة دم�شق )�سورية( بهدف درا�سة التنوع الوراثي عند 

.SSR-PCR مجموعات من الماعز ال�شامي النقي با�ستخدام تقانة 
ال�شكلية  بالتعددية  يتعلق  �أما فيما   ،% 100 و   0 الت�شابه بين  ن�سبة  �إذ تراوحت  الماعز المدرو�سة،  تنوع وراثي بين عينات  النتائج وجود  �أظهرت 

فقد بلغت 100 %. 
.SSR-PCR ,الكلمات المفتاحية: ماعز �شامي �سوري, التنوع الوراثي

 Shami goats in Syria is one of the most important domestic animals. In spite of that, this animal is still far away from
 the scientific research, moreover, it was exposed to random crossbreeding with Mountain goat by goat breeders, which
 will lead in the long tern to the loss of an important domestic animal genetic source, some of its' characterizes were not
detected yet. The research was executed in Biotechnology Lab. (Faculty of Agriculture – Damascus University/Syria).

 In this research, the genetic diversity among samples of pure Shami goats by using (SSR-PCR) was studied.      
 The results indicated that there is a genetic diversity among the studied samples of goats that we studied, and there was
similarity ranged from (0% to 100%), however (Polymorphic rate was 100%).
Keywords: Shami goat, Genetic diversity, SSR-PCR.
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المقدمة

مواد البحث وطرائقه

المادة الحيوانية و ا�ستخلا�ص الحم�ض الريبي النووي:
تم الح�صول على عينات من دم الماعز ال�شامي النقي )غير الخليط( )عينات الدم من محطات بحوث ذات �سجلات موثقة في قرحتا(، �إذ تم 
اختيار 20 عينة من الماعز ال�شامي الخالي من الأمرا�ض )ح�سب معطيات المحطة البحثية( )10 �إناث + 10 ذكور ذات الفك العادي( )العينات 
من 1 �إلى 10 هي �إناث ومن 11 �إلى 20 ذكور( من الوريد الوداجي، وتم ا�ستخلا�ص الحم�ض الريبي النووي منقو�ص الأوك�سجين )DNA( وذلك 

وفق الخطوات التالية :
1 - جُمعت عينات الدم في �أنابيب مخلاة من الهواء تحوي EDTA كمانع تخثر، وخُزنت في درجة حرارة �أقل من  4° م.

2 - فُ�صلت الخلايا بالمزج اليدوي قبل الا�ستخلا�ص.
3 - و�ضع 1 مل  من الدم الكامل في �أنبوب, ثم �أ�ضيف 1 مل من محلول دارئ حال للخلايا ] 0.32 مم �سكروز، 10 مم PH ،Tris-Hcl=7.6 ، 5 مم 

Triton® x-100( % 1 ،Mgcl2([  �إلى الأنبوب.

�إن �صيانة وتطوير الموارد الوراثية الحيوانية المحلية تعد من �أولويات العمل للم�ؤ�س�سات العلمية لما تمتلكه هذه الموارد الوراثية من �أهمية اقت�صادية 
وعلمية، ويبرز الماعز ال�شامي ك�أحد هذه الثروات الوراثية المحلية في �سورية، رغم قلة ن�سبة ما ي�شكله من �إجمالي الماعز، وذلك لما يمتلكه من مزايا 
و�صفات جعلته مرغوباً �إقليمياً وعالمياً، �إلا �أن الدرا�سات المنفذة على هذا الحيوان الزراعي المهم ما تزال دون م�ستوى الطموح وقا�صرة عن تقديم 

البرامج والمناهج الكفيلة بتطويره.
�أهم مواقع  �أحد  يك�شف عن  لأنه  تقليدية،  التعرف على هذه الحيوانات بطريقة غير  ي�سهم في  �أ�سلوباً حيوياً مهماً   الوراثة الجزيئية  تقانة  تعد 
تطويرها وهو موروثها الجزيئي. فمع تح�سن طرائق البحث العلمي وتطور تقانات التجارب، انتقلت درا�سة المجين )Genome( من الم�ستوى ال�شكلي 

والخليوي والفيزيولوجي والكيمياحيوي �إلى الم�ستوى الجزيئي، الذي يدر�س الحم�ض النووي ب�شكل رئي�س. 
 Simple Sequence تتنوع التقانات التي ت�ستخدم في الك�شف عن التنوع الوراثي داخل وبين الأنواع المختلفة, ومنها تقنية التوابع الب�سيطة الترادفية
SSR( Repeats(, �إذ يلاحظ في هذه التقنية �أن م�ستوى التعددية ال�شكلية عال �إلى متو�سط, وطبيعة التوريث �سائد �إلى متنحي, والقدرة على 
وزملا�ؤه   Wang وبين   .)2000 )Van Der Nestوزملا�ؤه،  منخف�ض  تنفيذها  جهد  �أن  كما  منخف�ضة,  والتكاليف  متو�سطة,  �إلى  عالية  الت�ضخيم 
الأدينين  هي    DNA قواعد  ت�شكل  وحدات  �أربع  من  مختلفة  توليفات  من  متكررة  ت�سل�سلات  عن  عبارة  الترادفية  الب�سيطة  التوابع  �أن   )1994(
وال�سيتوزين  والغوانين  والتيامين  والم�ؤلفة من 1 �إلى 6 �أزواج نيكليوتيدية تتوالى مراراً وتكراراً من طرفيها.  ولوحظ �أن التابع الب�سيط الترادفي 
يكون محاطاً بتتال نيكليوتيدي معين وثابت ووحيد في تواجده في �أم�شاج النوع الواحد(Wang وزملا�ؤه، 1994(, ومعلماتها ذات طبيعة ع�شوائية، 
فهي منا�سبة ب�شكل خا�ص لدرا�سة علم الوراثة العرقي, وتقييم التنوع الوراثي, وتحديد الأ�صناف  (Jain وزملا�ؤه، 1999(, وتعد هذه التقانة مهمةً 
ب�سبب ارتفاع معدل تطفيرها، ولعل ك�سب �أو فقد تكرار واحد بين جيل و�آخر يفوق ع�شرة �آلاف مرة احتمال حدوث طفرة ت�صيب قاعدة �آزوتية 

واحدة في مورثة ما في الأحوال العادية )Sweigart وزملا�ؤه، 1999(. 
�أ�شار Wang وزملا�ؤه )1994( و Dayanandan وزملا�ؤه )1998( و Qian وزملا�ؤه )2007( �إلى �أهمية ا�ستخدام هذه التقانة في درا�سة الثدييات، 
ور�سم الخرائط الوراثية للإن�سان، كما �أن التوابع الترادفية الب�سيطة تمتلك �إمكانية الك�شف عن التتاليات النيكليوتيدية ذات ال�سيادة الم�شتركة 
بين  التباين  ينتج عن  المتكررة  النيكليوتيدية  الأزواج  الاختلاف في عدد  �أن  �إلى  وزملا�ؤه )1996(   Powell و�أ�شار   .)1994 وزم�ال�ؤه،   Rafalski(
�أنواع البادئات قليلة النيكليوتيدات )Oligonucleotide( الم�ستخدمة والمحيطة بالت�سل�سل النيكليوتيدي للتابع الترادفي الب�سيط. وبين  Yu وزملا�ؤه 

)1994( �أن الم�ؤ�شرات الجزيئية من التوابع الب�سيطة الترادفية تحوي طاقةً كامنةً في الثدييات كما في النباتات. 
و�أو�ضح Tautz وRens )1984( �أن التوابع الب�سيطة الترادفية )SSR( متوفرة وتتوزع ب�إطراد لتعك�س معلومات وراثية كثيرة، �إذ �أنها عك�ست في 
الثدييات عدداً كبيراً من التعددية ال�شكلية )Polymorphisms( في القطع الترادفية )Microsatallites(. وت�ستخدم هذه الطريقة في زيادة دقة 
درا�سة المجاميع الوراثية ال�سكانية )Schlötterer و Pemberton, 1994(.  وفي مجال ا�ستخدام SSR عند الماعز تمكن Wang وزملا�ؤه )2009( 
من ا�ستخدام 10 بادئات من SSR لتحديد الاختلاف الوراثي الجزيئي في �صفة ارتفاع الت�صالب الحو�ضي بين �أفراد الماعز التيبيتي التي تعي�ش في 

مناطق مختلفة الارتفاع. 
يتجلى الهدف الرئي�س لهذا البحث في ا�ستخدام تقانة SSR-PCR من �أجل تحليل التنوع الوراثي في مجتمع الماعز ال�شامي في �سورية، والا�ستفادة 

من هذا التنوع لو�ضع لبنة يعتمد عليها في برامج التح�سين الوراثي لهذا الحيوان، وعدم �إهمال هذه المادة الوراثية وحفظها من ال�ضياع.
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4 - ثُفل الأنبوب  ب�سرعة rpm 4000 لمدة 5 دقائق، و�أعيدت هذه الخطوة مرةً ثانيةً.
5 - �أ�ضيف μl 500 من محلول دارئ ه�ضم البروتين )10مم PH=8 ،Tris-HCl، 10مم NaCl، 10مم EDTA ( �إلى الأنبوب .

6 - ثُفلت الأنابيب  ب�سرعة  rpm 4000 لمدة 5 دقائق.
7 - �أ�ضيف μl  225 من محلول دارئ ه�ضم البروتين، و μl 25   من محلول البروتيناز k   )10 ملغ/ميكرو لتر( �إلى الأنبوب. 

8 - و�ضعت  الأنابيب  في درجة حرارة  65 °م في حمام مائي، وحُ�ضنت لمدة �ساعتين. 
9 - ثُفلت محتويات الأنابيب لمدة  دقيقتين ب�سرعة rpm 10000، ثم تم تر�سيب الحم�ض الريبي النووي DNA  با�ستخدام 0.6 ميكرو ليتر من محلول 
الإيزوبروبانول، وبعدها غُ�سل DNA بالإيثانول )70 %(، وتم حله بـ  μl 50 من TE، وخُزنت عينة DNA بدرجة حرارة �أقل من 20 - ° م حتى 

الا�ستخدام.
 :(PCR) Polymerase Chaine Reaction ت�ضخيم الحم�ض الريبي النووي با�ستخدام تقانة

تمت عملية حل الحم�ض الريبي النووي DNA  للو�صول �إلى تركيز الحم�ض الريبي النووي، وتم ت�ضخيم DNA في محلول نهائي )μl 25( مت�ضمناً 
 ،μm 10 من محلول البادئتين الم�ستخدمتين تركيز μl 2 ماءً مقطراً معقماً، و μl 6.5 الكندية(، و Promega) من �شركة )Master Mix( μl 12.5 :

.ml/ng  40 بتركيز DNA والحم�ض الريبي النووي
وتم ا�ستخدام 54 بادئةً )27 زوجاً( لتقانة SSR-PCR لعينات من �إناث وذكور الماعز ال�شامي العادي، كما هو مو�ضح في الجدول 1.

درجة حرارة التسلسل النيكليوتيدي )3 ' - 5 '(رقم البادئة
)º( التهجين

2-1GGGTGTGACATTTTGTTCCC
CTGCTCGCCACTAGTCCTT63

4-3ACCTGGGAAGCCTCCATATC
CTGCAGGCAGATTCTTTATCG56.9

6-5AGTTGAACCTGGGTCTCCTG
TGCAATGGCAGTGAAAAAAG64

8-7GAATTCCCATCACTCTCTCAGC
GTTCTCCATTGAACCAACTTCA64

10-9TGGTTTAGCAGAGAGCACATG
GCTCCTAGCCCTGCACAC58

12-11GCTACAGCCCTTCTGGTTTG
GAGCTAATCACCAACAGCAAG63

14-13TTGTTTAGGCAAGTCCAAAGTC
AACACCGCAGCTTCATCC63

16-15ATGCACCCTTAACCTAATCCC
GCACTTTATAAGCACCACAGC54

18-17GAGAATCACCTAGAGAGGCA
CTTTCTCTTTAAATTCTATATGGT55.6

20-19ATCCTCACCCTTCAAACAG
CTGGGGAGTTTTCTCTGAC62

22-21ATCTTACTTACCTTCTCAGAGCT
GGGACAAAATTTTACATATACACTT59.6

24-23TGCGGTCTGGTTCTGATTTCAC
CCTGCATGAGAAAGTCGATGCTTAG55

26-25AGCAAGAAGTGTCCACTGACAG
TCTAGGTCCATCTGTGTTATTGC55

28-27CTTTACTTCTGACATGGTATTTCCC
TGCCACTCAATTTAGCAAGC55

الجدول 1 . رموز البادئات المستخدمة في اختبار تفاعل البوليميراز المتسلسل )PCR(، وتسلسلها النيكليوتيدي ودرجات حرارة التهجين لكل منها.
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30-29CTAATTTAGAATGAGAGAGGCTTCT
TTGGTCTCTATTCTCTGAATATTCC45

32-31TTATCTTGGCTTCTGGGTGC
ATCTTCACTTGGGATGCAGG45

34-33TGAACGGGTAAAGATGTG
TGTTTTTAATGGCTGAGTAG45

36-35TCAGTCTCCAGGAGAGAAAAC
CTCTGCCCTGGGGATGATTG45

38-37TGATGAGGATGGATGCTAACT
CTGCAAATAAGAAAACTGAATAAA45

40-39GTTTCTTTTCATCTCAGACTGGGATTCAGAAAGGC
GCTTGGAAATAACCCTCCTGCATCCC55

42-41GACTCTAGAGGATCGCAAAGAACCAG
GAGTTAGTACAAGGATGACAAGAGGCAC55

44-43ACAGAGGTGAAGAATAAGGAGAGTG
GATAGTTTCAGAAGACCCAGTTGAG55

46-45GTTCAGGACTGGCCCTGCTAACA
CCTCCAGCCCACTTTCTCTTCTC55

48-47TGTTTTGATGGAACACAGCC
TGGATTTAGACCAGGGTTGG55

50-49AGCTGGGAATATAACCAAAGG
AGTGCTTTCAAGGTCCATGC50

52-51CAATCTTGCTCCCACTATGC
CTCCTAAAACACTCCCACACTA50

54-53GCTGCCTTCTACCAAATACCC
CTTCCTGAGAGAAGCAACACC50

التحطم الحراري:
تمت م�ضاعفة الـ DNA في جهاز التدوير الحراري )TC-512 Techen( وفق البرنامج التالي:

- دورة تحطيم حراري  واحدة لمدة 5 دقائق على درجة حرارة 95° م.
- �سل�سلة من 40 دورة ت�شمل المراحل التالية:

1 - مرحلة تحطيم حراري جديدة لمدة 30 ثانية بدرجة حرارة 95° م.
2 - مرحلة تهجين البادئات لمدة 30 ثانية بدرجة حرارة ح�سب الجدول1. 

3 - مرحلة ا�ستطالة لمدة دقيقة واحدة وبدرجة حرارة 72° م.
تُركت العينات بعد ذلك في الجهاز لمدة 10 دقائق على درجة حرارة 72 °م، لإتمام جميع التفاعلات المطلوبة.

 )TBE 1x( ومحلول الف�صل الكهربي  ،)% تمت عملية ف�صل نواتج الت�ضخيم �ضمن جهاز الرحلان الكهربائي با�ستخدام هلامة الميتافور �آغاروز )4
 .)108g Tris, 55g Boric Acid, 9.3g EDTA ,PH=8(

�أ�ضيف للهلامة �إيثيديوم برومايد بمقدار ml/mg 5 لكلml  100 من هلامة الآغاروز، وذلك لإظهار الحزم ب�شكل وا�ضح عند التعري�ض للأ�شعة فوق 
البنف�سجية )Weising وزملا�ؤه، 1995(. ا�ستخدم كم�ؤ�شر للوزن الجزيئي 10 ميكرو ليتر من )1kb ladder(  للك�شف عن مواقع و�أحجام الحزم 

.)UV( المختلفة با�ستخدام الت�صوير بالأ�شعة فوق البنف�سجية
التحليل الإح�صائي:

تمت درا�سة التنوع الوراثي وتحديد درجة القرابة الوراثية اعتماداً على بياناتها الجزيئية، وحُللت با�ستخدام البرنامج الإح�صائي PopGen32، كما 
ر�سمت �شجرة القرابة الوراثية اعتماداً على هذا البرنامج. 
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النتائج والمناق�شة
طُبقت تقانة SSR التي تعتمد على تقانة PCR با�ستخدام 54 بادئة )27 زوجاً(، حيث �أعطى 15 زوجاً من البادئات الم�ستخدمة نتائج ت�ضخيم، 
في حين لم تعط البادئات الأخرى �أي نتائج ت�ضخيم. ويلاحظ �أن البادئات )31-32( و)37-38( و)51-52( �أعطت حزمة واحدة كما هو مو�ضح 
1. و�أعطت البادئات )7-8( و)23-24( و)25-26( و)35-36( و)41-42( حزمتين. كما �أعطت البادئات )1-2( و)9-10( و)12-11(  في ال�شكل 
و)30-29( و)33-34( و)39-40( و)49-50( ثلاث حزم. وبلغ عدد الحزم الكلية الناتجة عن هذه البادئات 34 حزمة، �أي بمعدل 2.3 حزمة لكل 
بادئة، وبلغ عدد الحزم ذات التعددية ال�شكلية 34 حزمةً، �أي بمعدل 2.3 حزمة للبادئة الواحدة، وقُدرت الن�سبة المئوية للتعددية ال�شكلية 100 %، 

كما هو مو�ضح في الجدول 2. 

الشكل 1. نتائج الـ PCR عبر الرحلان الكهربائي على هلامة ميتافورأغاروز 4 % 
.bp 300 باستخدام زوج من البادئات )31-32(. علماً أن حجم الحزم الناتجة هو

النسبة المئوية للحزم المتعددة شكلياًعدد الحزم المتعدد شكلياًعدد الحزم الكلياسم البادئة

2-133100

8-722100

10-933100

12-1133100

24-2322100

26-2522100

30-2933100

32-3111100

34-3333100

36-3522100

38-3711100

40-3933100

42-4122100

50-4933100

52-5111100

---3434المجموع

2.32.3100المعدل

الجدول 2. الحزم الناتجة عن البادئات المستخدمة والنسبة المئوية للتعددية الشكلية.
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التحليل العنقودي للعينات المدرو�سة با�ستخدام تقانة SSR-PCR )�شجرة القرابة(:
     �أجري التحليل العنقودي للنتائج التي تم الح�صول عليها با�ستخدام برنامج التحليل الإح�صائي PopGen32، وذلك لإن�شاء �شجرة القرابة الوراثية 
بين العينات المدرو�سة )Dendrogram(، لتحديد درجة القرابة فيما بينها، وقد لوحظ من ال�شكل �أن العينات المدرو�سة قُ�سمت �إلى مجموعات تعك�س 
درجة القرابة الوراثية فيما بينها بناءاً على موطنها الأ�صلي، �أو على ن�سبها و�أ�صلها، وبيانات المعلمات الجزيئية التي قامت بتمييز العينات المدرو�سة 

على الم�ستوى الجزيئي )ال�شكل 2(. 
يلاحظ عند درا�سة �شجرة القرابة الناتجة من التحليل الإح�صائي لنتائج الرحلان لعينات الإناث والذكور العادية �أن هذه ال�شجرة �ضمت عنقودين 
رئي�سين: �ضم الأول العينات )1،2 ، 10، 8، 3، 9، 4، 6،7،11، 5(، وهذا منطقي كونها عينات �إناث با�ستثناء العينة 11، التي جاءت �ضمن هذا 
العنقود وهي عينة ذكور. ويعزى ظهور هذه العينة )11( �ضمن هذا العنقود �إلى �أن عملية الف�صل جاءت بالاعتماد على �صفات وراثية ج�سمية لا 
جن�سية. �أما العنقود الثاني ف�ضم العينات )12، 13، 14، 15، 20، 16،17،18 ، 19(، وهذا منطقي �أي�ضاً كونها جميعاً عينات ذكور عادية. يمكن 
من خلال �شجرة القرابة ملاحظة �أن العينتين )4 و 6( تمتلكان درجة قرابة ت�صل �إلى 98 %، وبعد وراثي بحدود 2 % لأنها �إناث. وبالتالي يمكن 

اخت�صار عدد الحيوانات الم�ستخدمة في عمليات التح�سين الوراثي، ما ي�ساعد على الا�ستفادة منها في برامج التربية والتح�سين الوراثي. 
فقد  �أخ��رى،  بتقانات  ولكن  نف�سه  المجال  الباحثين في  بع�ض  بها   قام   التي  الدرا�سات  مع   تت�شابه  عليها  التي تم الح�صول  النتائج  �أن  ويلاحظ 
ا�ستخدمت تقانة ISSR عند الماعز، �إذ تمكن Wang وزملا�ؤه )2009( من ا�ستخدام 10 بادئات من ISSR لتحديد الاختلاف الوراثي الجزيئي في 

�صفة ارتفاع الت�صالب الحو�ضي بين �أفراد الماعز التيبيتي التي تعي�ش في مناطق مختلفة الارتفاع.
 10 �إذ اختيرت  التيبيتي في منطقة ريتو كونتي،  الماعز  الوراثي عند مجتمعات  التنوع  لتحليل  التقانة  Wang وزملا�ؤه)2010( هذه  ا�ستخدم  كما 
بادئات من بين 93  بادئة ISSR، ثم ا�ستخدمت للك�شف عن التنوع الوراثي في 107 عينات من الماعز التيبيتي, و�أعطت هذه الـبادئات الع�شر  112 
حزمة DNA، من �ضمنها 75 حزمة متعددة �شكلياً، وتراوح حجم القطع الم�ضخمة بين 219 و bp 2534, ما ي�ؤكد نوعية هذه البادئات التي ا�ستطاعت 
�إنتاج حزم متعددة �شكلياً فقط، كما �أكدت النتائج �أي�ضاً �أن مجتمع الماعز المدرو�س يبدي م�ستوى عال من التنوع والاختلاف الوراثي الموجود �ضمن 

الأفراد.
ووجد كنعان وزملا�ؤه )2012( �أن  تقانة الـ  SSR-PCR �أظهرت تعددية �شكلية في �إظهار التباينات بين عينات ذكور الماعز العادية والذكور طويلة 
الفك )الكزمة(، �إذ بلغت التعددية ال�شكلية 100 %، كما وجدوا �أنه يمكن التمييز بين العينات المدرو�سة )ذكور عادية وذكور كزمة( فيما �إذا كانت 

�أخوة �أو توائم.

.SSR-PCR الشكل 2. التحليل العنقودي للعينات المدروسة الناتجة عن استخدام تقانة
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الا�ستنتاجات 
يُ�ستنتج من خلال هذه الدرا�سة �أن  تقانة SSR-PCR قد �أظهرت تعددية �شكلية في �إظهار التباينات بين عينات الماعز، فقد بلغت التعددية ال�شكلية 

100 %. كما �أمكن التمييز بين العينات المدرو�سة فيما �إذا كانت �إخوة �أو توائم.
ولكي تكون هذه الدرا�سة �شاملة يجب �إجراء درا�سات م�ستفي�ضة تتناول �أعداداً من الماعز ال�شامي من كل مناطق وجوده في �سورية، والتو�سع في 

�أبحاث التنوع والبيولوجيا الجزيئية في مجال الإنتاج الحيواني.
كما يجب البحث عن معادلات وعلاقات ارتباطيه بين ال�صفات ال�شكلية والإنتاجية والوراثية في الماعز ال�شامي، والعمل على تحديد مواقع بع�ض 
الوراثي  والتح�سين  التربية  برامج  )الإنتاجية وغيرها(، للا�ستفادة منها في  المهمة  ال�صفات  الم��سؤولة عن  الوراثة الجزيئية  با�ستخدام  المورثات 

الحيواني، وا�ستخدامها �آباءً في عمليات التهجين. 
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