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ABSTRACT 

This investigation was carried out at the Laboratory of  Biotechnology at the Faculty of 

Agriculture - University of Damascus, during the season 2009-2010. Ten wild species and a 

cultivated one (as a control) were planted to study the genetic diversity among them and to 

determine the degree of genetic similarity using the ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) 

technique. The used primers proved their effectiveness in showing polymorphism among the 

studied species and the control. Primers gave a total of 92 allele with a polymorphic percentage 

of 100%. The number of bands for each primer varied from a minimum of 5 bands for the primer 

(ISSR34) to a maximum of 21 bands for the primer (ISSR-41) with an average of 11.5 bands for 

each primer. Cluster analysis and Dendrogram showed the highest degree of genetic similarity 

between species M. rotata and M. polymorpha (0.23), while it was low between species M. 

orbicularis and both species M. rotata and M. intertexta (0.57). Results showed a vast genetic 

diversity among the studied species. 
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 Medicagoالتوصٌف الجزٌئً لبعض أنواع الجنس 

 

 *سلام لاوند-  غٌداء الأمٌر - جورج طربٌن
 

  سورٌة - جامعة دمشك -  كلٌة الزراعة-  لسم المحاصٌل الحملٌة
 سورٌة -  الهٌئة العامة للبحوث العلمٌة الزراعٌة -لسم النباتات الطبٌة والعطرٌة *

 

 ملخص
 زرعت  .2010-2009 موسمجامعة دمشك  خلال -نفذ  هذا البحث فً مخبر التمانات الحٌوٌة التابع لكلٌة الزراعة

من أجل دراسة التنوع الوراثً لهذه الأنواع وتحدٌد درجة المرابة الوراثٌة فٌما بٌنها  (كشاهد)عشرة أنواع برٌة ونوع مزروع 
أثبتت البادئات .  بادئات8واستخدم لهذا الغرض  ISSR( Inter Simple Sequence Repeats)وذلن باستخدام تمانة 

 بٌن الأنواع المدروسة والشاهد ونجم عن استخدامها مجموعه Polymorphicالمستخدمة فعالٌتها فً إعطاء تعددٌة مظهرٌه 
  حزم كؤلل عدد مع البادئة5، تراوح عدد الحزم لكل بادئة بٌن  %100، وبلغت نسبة هذه التعددٌة (لرٌن) ألٌل 92

(ISSR34) حزمة كؤعلى عدد مع البادئة 21و (ISSR- 41) أظهر كلاً من التحلٌل  . حزمة لكل بادئة11.5 بمتوسط 
M. polymorpha (0.23 )  وM. rotataالعنمودي وشجرة المرابة الوراثٌة أن أعلى درجة لرابة وراثٌة كانت بٌن النوعٌن 

M.intertexta(0.57 .)  وM.rotata وكلا النوعٌن M. orbicularisفً حٌن كانت ألل درجة لرابة وراثٌة بٌن النوع 
.   فً سورٌةMedicagoجنس البرٌة للأنواع لدلت النتائج على التنوع الوراثً الكبٌر 
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ممدمة . 1

سورٌة بتباٌنات جغرافٌة ومناخٌة وبٌئٌة لها  تمتاز
انعكاساتها على الغطاء النباتً من حٌث التنوع على 

مستوٌات الأنظمة البٌئٌة والأنواع وحتى على المستوى 
الوراثً من حٌث تحت الأنواع والسلالات داخل النوع 

الواحد ولد شمل هذا التنوع موارد وراثٌة متباٌنة كالحبوب 
والبمولٌات، حٌث تعد البمولٌات مجموعة غذائٌة هامة ٌوجد 
فً سورٌة العدٌد من أجناسها الغذائٌة والعلفٌة مما ٌجعلها 

. من أهم مراكز نشوء هذه الأجناس فً هذه المنطمة
ٌعد التنوع الوراثً الموجود ضمن الأنواع النباتٌة 

جزءاً هاماً من التنوع الحٌوي، حٌث تتمٌز المصادر 
الوراثٌة النباتٌة بتنوعها الوراثً الكبٌر وبمدرتها على تحمل 

 فً النضج تبكٌرالإجهادات الإحٌائٌة   واللإحٌائٌة وال
تشمل هذه المصادر طائفة . (1995شاهرلً وآخرون، )

متنوعة من الموارد الوراثٌة والأصناف المزروعة حدٌثاً 
بالإضافة إلى الألارب البرٌة وغٌرها من أجناس النبات 

المستخدمة كغذاء حٌث تشكل هذه الموارد المادة الخام الأهم 
لمربً النبات ومورد أساسً للمزارعٌن كما أنها ذخٌرة 

للتطوٌع الوراثً للولاٌة من التغٌرات البٌئٌة والالتصادٌة 
وفٌما ٌتعلك بالجنس . (Lane, 2007)الضارة  المحتملة 
فإن أنواعه تشكل  (L. Medicago)   موضوع الدراسة 

 وعالمٌة، تجمع وتصنف محلٌةذخٌرة وراثٌة ذات أهمٌة 
وتخزن فً بنون للأصول الوراثٌة، لكً ٌتسنى للمختصٌن 
المٌام بدراسات وبحوث علٌها بهدف انتخاب وتربٌة الأنواع 

والأصناف الملائمة للظروف المحلٌة، وتحسٌن الأنواع 
المزروعة لمنعها من الانمراض وإنتاج السلالات والهجن 
والأصناف الملائمة للظروف البٌئٌة والزراعٌة والإنتاجٌة 

المختلفة، هذا وبالإضافة إلى أن أنواعه تستخدم كعلف 
للحٌوانات لكونها مصدراً ممتازاً للفٌتامٌنات والعناصر 

المعدنٌة بالإضافة إلى أنها ٌمكن أن تعمل كحاجز للحد من 
انتشار الأمراض والحشرات على المحاصٌل الأخرى 

 ,Bauchan) (and Greene المتعالبة بالدورة الزراعٌة

 وتشكل أحد المصادر الرعوٌة والعلفٌة الهامة فً 2000
المناطك الجافة من سورٌة لأن لها ممدرة على التؤللم مع 

نطاق واسع من المناخات بالإضافة إلى أنها تتحمل الجفاف 
 طبٌعٌةوملوحة التربة، وتحسن من خواص التربة ال

والكٌمٌائٌة حٌث تضٌف كمٌات جٌدة من الآزوت والمادة 
 Anand)العضوٌة، وتحمً التربة من التعرٌة والانجراف 

et al.,  2000 .)
تشكل محاولات البحث عن معاٌٌر جدٌدة للتمٌٌز بٌن 
الوحدات التصنٌفٌة، واحدة من مهام علم التصنٌف النباتً، 

كما تعد دراسة الغطاء النباتً، وتحدٌد مناطك انتشار 
الأنواع  فً سورٌة مهمة ملحة وهامة نظراً لملة الدراسات 
المتخصصة فً هذا المجال، خاصة تلن المنجزة بواسطة 
الخبرات المحلٌة وبلغتنا العربٌة وبما أن سورٌة أحد أهم 

،  Fabaceae(البمولٌة)مراكز التنوع الوراثً لهذه الفصٌلة
لذا ٌعد  (L. Medicago)ولأنواع الجنس موضوع الدراسة 

 (جزٌئٌاً )حصر هذه الأنواع وتوصٌفها بدلة وراثٌاً 
 (. 2005   والعبد، مخول) كبٌرة  ذو أهمٌة  ومورفولوجٌاً 

 
 

لوجٌة سٌوورغم أهمٌة الصفات الشكلٌة والخصائص الف
 المظهرٌة الزراعٌة إلا أن  وكذلن الخصائص الشكلٌة

الحاجة للمإشرات الجزٌئٌة أصبحت أكثر أهمٌة وإلحاحاً 
 :وٌرجع ذلن للأسباب التالٌة

توفر المإشرات الجزٌئٌة نتائج مبكرة مما ٌساعد فً 
 ,.Powell et al)الإسراع بعملٌات الانتخاب والتربٌة 

، وبذلن تختصر الزمن الذي تستغرله إضافة إلى (1996
خفض كلفة المادة التً تحتاجها الدراسات 

، وعدم وجود أي علالة بٌن (2001سٌد، )المورفولوجٌة
الأطوار والفٌنولوجٌة للنبات والمإشرات الجزٌئٌة وبالتالً 

من  (DNA)ٌمكن استخلاص المادة الوراثٌة من الدنـا 
المراحل الأولى للنبات، وسهولة تحدٌد مولع وراثً مطلوب 

 مباشرة، وعدم تؤثر Genotypeلطراز وراثً معٌن 
المإشرات بالشكل الظاهري للنباتات والمإشرات البٌئٌة كما 

فً برامج التربٌة التملٌدٌة، والحصول على عدد كبٌر من 
 ً   ,.Qi et alكما أوضح  .المإشرات بزمن لصٌر نسبٌا

1996, Ramsay et al., 2000 أن استخدام تمانات 
المإشرات الجزٌئٌة، ٌمكن أن ٌملل من تعمٌدات إدخال عدد 

كذلن ٌمكن . من الصفات المرغوبة فً النمط الوراثً الواحد
استخدام المإشرات الجزٌئٌة بشكل فعال فً تحالٌل التنوع 

 ;Powell et al., 1996)الوراثً وتمدٌر التشابه الوراثً 

Eleuch et al., 2008 .)
 (البٌسرة)طُور التفاعل التسلسلً البولٌمٌرازي 

(Polymerase Chain Reaction- PCR)  من لبل
الذي كان له أثراً مهماً على  (Saiki et al.,1985)الباحث 

صعٌد الدراسات الوراثٌة الجزٌئٌة، حٌث ٌعد هذا الإنجاز 
تطوراً هاماً ساعد فً سرعة وكفاءة غربلة العدٌد من 

 ;Saiki et al., 1985)المجموعات الانعزالٌة 

Tragoonrung et al., 1992) . ٌموم هذا التفاعل
 من الدنـا   لطع محددةAmplificationبمضاعفة 

(DNA)  باستخدام بادئات عشوائٌة أو متخصصة مصممة
لهذا الهدف، مما ٌسمح بالحصول على ملاٌٌن النسخ 

التً  (DNA)المضاعفة من لطعة واحدة من الدنـا 
تتضاعف أسٌاً، وذلن باستخدام دورات حرارٌة متعددة 

(Karp et al., 1997; Ayad et al., 1997 ; ،سٌد 
ولد ساعد تصنٌع أجهزة التدوٌر الحراري . (2001

automated thermo cycler واكتشاف أنزٌم البولٌمٌراز 
DNA Polymerase فً تطوٌر هذا التفاعل وفً ظهور 

تمانات أخرى تعتمد علٌه وتستخدم فً إجراء التحالٌل 
 ,.Saiki et al)الوراثٌة وإنشاء خرائط الارتباط الوراثٌة 

1988; Rafalski et al.,1996) . تعد تمنٌة التوابع
 Inter Simple Sequence)الترادفٌة البسٌطة الداخلٌة 

Repeats- ISSR)  واحدة من التمانات الهامة حٌث طبمت
، وهً تعتمد على (et al Ziekiewicz.,1994)من لبل
  للأسبـاب ومإشرات جزٌئٌة مثالٌة (PCR)البٌسرة فاعل 

 :التالٌة
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تضُخم منطمة التوابع الترادفٌة البسٌطة وٌستخدم بادئ 
وحٌد مإلف من لطع متكررة ومحاط فً بعض الأحٌان بـ 

حٌث أن ' 5 أوفً المنطمة 3' نوتٌده إما فً المنطمة 2-4
 توصف بؤنها أكثر تكرارٌة من تمنٌة  الرابٌد ISSRتمنٌة 

RAPD بسبب طول البادئ المستخدم والذي ٌعكس درجة 
 ,.Chowdhury et al)حرارة عالٌة لمرحلة تشفع البادئات

إمكانٌة الكشف عن التتالٌات النٌوتٌدٌة ذات .  (2002
دها فً الاطمم الوراثٌة جو وةالسٌادة فً التورٌث، ووفر

لحمٌمٌات النوى النباتٌة ولاتحتاج إلى معلومات عن التسلسل 
 نتائجها ثابتة عند .(Kijas et al.,1995)الجٌنً المدروس 

وسرٌعة كما أنها تتطلب كمٌة للٌلة من  تكرارها
 حٌث أنه ٌمكن  automation ٌمكن أتمتتها. DNAالدنـا

نشر البادئات وتبادلها بسهولة بٌن المخابر بمجرد معرفة 
تكشف نسب عالٌة من التعددٌة . وتٌدي لهاكلًالتسلسل الن

 ، كماSSR وبنفس ممدرة تمنٌة polymorphismالشكلٌة 
استخدمت هذه التمنٌة لدراسة التنوع الوراثً فً 

 Ferández et) والشعٌر (Bornet et al., 2002)البطاطا

al., 2002) والارز (Joshi et al ., 2000) والممح 
(Nagaoka and Ogihara, 1997) .

 بدراسة Petolescu and Nedelea (2009)لام 
 M. sativaلنوع ا من ا وراثًاً   طراز30فًالتنوع الوراثً 
 حٌث أعطت خمس بادئات تعددٌة  ISSRباستخدام تمنٌة 

 2420-130شكلٌة و تراوح الوزن الجزٌئً للحزم ما بٌن 
pb 26-10 و تراوح عدد الحزم النمٌة من كل بادئ. 

 عشٌرة نباتٌة 26بدراسة   Touil et al., (2008) لام 
 عشٌرة محلٌة موطنها جنوب تونس M. sativa( 12للنوع 

باستخدام  ( مدخلة من إٌطالٌا، أسترالٌا، فرنسا، المغرب14و
 حٌث أظهرت هذه البادئات تعددٌة ISSRبادئٌن من بادئات 

 حٌث 9-8شكلٌة كبٌرة حٌث تراوح عدد الحزم مابٌن 
 مجموعات كبٌرة تم الحصول 4انمسمت هذه العشائر إلى 

. علٌها
 9دراسة على Valizadeh  et al.,  (1996)أجرى

أنواع تعود إلى أربعة تحت أجناس تنتمً للجنس 
Medicago باستخدام تمنٌة RFLP 85 حٌث تم تحلٌل -

  والتً تم الحصول علٌها RFLP من حزم الرٌفلٌبات 132
 الخاص بالصانعات الخضراء (DNA)من الدنـا 

 حٌث وجد أن أكثر الأنواع لرابة هً  (الكلوروبلاستٌدات)
M.truncatula،M .sativa   والأكثر اختلافاً هو النوع 

M.lupulina. 
تمٌٌماً Sigovia-Lerma  et al.,( 2003 )أجرى

 Medicagoلثلاثٌن طرازاً وراثٌاً من الفصة المزروعة

sativa L.  34 تم جمعها من عدة بلدان وذلن باستخدام 
 حزمة تم من 3754 أعطت AFLP من البادئات الـ ازوج

كان .  حزمة ذات تعددٌة شكلٌة1541خلالها التعرف على 
 حزمة لكل زوج من 85 إلى 20عدد الحزم ٌتراوح بٌن 

 .البادئات
 
 
 
 

 المواد وطرق العمل .2
  المواد المستخدمة.1.2

  المادة النباتٌة1.1.2
جمعت التراكٌب الوراثٌة المدروسة من عدة لرى من   

 لوذلن من خلا( 1)الجدول  السورٌة كما فً المحافظات
  .المٌام بالعدٌد من جولات الجمع الحملٌة

طرق العمل  .2.2
 تعمٌم البذور وزراعتها  1.2.2

 الإٌثانول تركٌز حلولعممت البذور حٌث نمعت فً م
رق ا ثانٌة، بعد ذلن نملت إلى ثلاثة دو30لمدة % 70

 بالتوالً ٌحوي كل منها ماء ممطر معمم، تركت فً ةزجاجً
 دلائك، ونملت هذه البذور لوضعها فً بٌشر  5كل بٌشر لمدة

 دلائك، ثم نملت مرة 5لمدة  % 5ٌحوي مادة كلوروكس 
 دلائك، 5أخرى لتنمع فً الماء الممطر ثلاث مرات كل منها 

 أسابٌع 3-2ثم زرعت البذور فً أصص خاصة وبعمر 
. DNAأخذت الأوراق الطازجة من أجل استخلاص الدنـا

 SDS بطرٌمة  DNA الدنـا استخلاص 2.2.2
رام من الأوراق الخضراء باستخدام الآزوت ج1طحن 

السائل حتى الحصول على مسحوق ناعم ، نمل بعدها إلى 
 من مل 10 وأضٌف لها مل 50حوجلة زجاجٌة سعة 
 SDS (Sodium Dodecyleمحلول الاستخلاص 

Sulphate) 0.1) والمكون من M Tris-HCl,PH=8.2, 

50mM EDTA, o.1M NaCl, 2% SDS, 1 mg /ml 

proteinase K)   . دلٌمة مع 60حضنت العٌنات لمدة 
 10أضٌف . م°37التحرٌن المستمر ضمن حمام مائً عند 

mlأٌزوامٌل كحول بنسبة / من مزٌج كل من كلوروفورم
 مل وثفل 30 نمل المزٌج إلى أنبوب تثفٌل سعة . 1:24

 دلائك بسرعة 10لمدة  (عملٌة الطرد المركزي)المزٌج 
(10000 rpm)  أضٌف . م°4بدرجة حرارة

 من حجم 2/3  بمعدل  Iso-propanolالإٌزوبروبانول 
المترسب إلى أنبوب  (DNA)الوسط المائً، نمل الدنـا

 من محلول مل0.5 وأضٌف مل 2صغٌر سعة 
البارد (% 76ٌلً ثكحول إي)  Washing bufferالغسٌل

( rpm 10000)بالتثفٌل بسرعة  ( ْم20–المحفوظ بدرجة )
أذٌبت عٌنات .  ْم 4 دلائك وبدرجة حرارة 10لمدة 
  TE مٌكرولٌتر من المحلول المنظم 500فً  (DNA)الدنـا

تم . (mM Tris-HCl, 1mM EDTA 10)المكون من 
 من أنزٌم  (µl 2) بإضافة RNAالتخلص من الرنـا

RNase(10 mg /ml)  والتحضٌن على درجة(37ºم ) 
: مدة نصف ساعة، و أضٌف حجم مماثل من الكلوروفورم

وبعد التثفٌل ونمل الطور العلوي . (1:24)اٌزومٌل الكحول 
لأنبوب جدٌد أضٌف له ضعف كمٌة المزٌج من الإٌتانول 

ethanolالنمً لإعادة ترسٌب الدنـا DNA،             
        لمدة ساعة ثم رسب المزٌج  (م4º)وترن عند الدرجة

    دلائك وغسل10و لمدة  (10000rpm  )بالتثفٌل بسرعة 
     الهواء للتخلص  فً و جفف% 70  انولثثانٌة بواسطة الإي
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. (خطىط انطىل وانؼرض يأخىرة حسب انُظبو انؼشري) الأَىاع انًذروست و بٍبَبث جًؼهب:(1)انجذول 

الأنواع 

الودروسة 
 الاسن الؼلوي للأنواع الودروسة

جوغ  الهنطقة 
الارتفاع 

م 

خط الطول 

E 

خط الؼرض 

N 
القرية الوحافظة 

 32.595 36.58 430 قلؼة صلاح الدين اللاذقية .M. minima Lam نوع بري

 33.717 36.107 1110 الزبداني دهشق .M. rigidula (L.) Desr نوع بري

 34.709 36.613 200 ػين التينة حوص .M. rotata Boiss نوع بري

 34.673 36.232 300 تل كلخ حوص M. intertexta (L.)Miller نوع بري

 36.215 36.597 380 حارم ادلب .M. blancheana Boiss نوع بري

 35.758 36.363 230 جسر الشغور ادلب .M. polymorpha L نوع بري

 35.918 35.973 800 كسب اللاذقية .M. turbinata (L.) Willd نوع بري

 35.088 36.197 970 الوقرهدة طرطوس .M. scutellata Mill نوع بري

 33.717 36.107 1110 الزبداني دهشق .M. orbicularis (L.) All نوع بري

 33.682 36.100 1300 الزبداني دهشق .M. sativa Lنوع هزروع 

 35.148 36.092 740 الحطانية طرطوس .M. truncatula Gaerthنوع بري 

 

انتسهسم انُكهٍىتٍذي نهببدئبث انًختبرة  : (2)جذول رقى     

 .  ISSRتقبَت  فً 

' 5' - 3 انُىتٍذيانتسهسم انببدئت 

ISSR-32 AGAGAGAGAGAGAGAGC 

ISSR-33 GAGAGAGAGAGAGAGAT 

ISSR-34 CTCTCTCTCTCTCTCTG 

ISSR-35 CACACACACACAACAG 

ISSR-36 TCTCTCTCTCTCTCTCC 

ISSR-37 TGTGTGTGTGTGTGTGG 

ISSR-40 ACACACACACACACACTT 

ISSR-41 ACACACACACACACACGG 

 

  
  TEمحلول  فً   DNAانول أذٌب الدنـاثمن آثار الإي

 .المعمم
  DNA التمدٌر الكمً والنوعً للدنـا.3.2.2

 Power WaweXTM (BIO-TEKاستخدم جهاز 

Instruments, Inc.)لتمدٌر كمٌة الدنـا DNA وتحدٌد 
نماوته حٌث ٌعتمد الجهاز فً عمله على لٌاس كمٌة 

 DNAالدنـاالموجودة عن طرٌك تمدٌره لامتصاص الدنـا
  280 و260للأشعة فوق البنفسجٌة بموجات طولها 

 أن 1982 عام Maniatis et al.حٌث ذكر . نانومتر
 280 نانومتر والموجة 260النسبة بٌن لراءة الموجة 

 تساعد فً تمدٌر نماوة الدنـاإذ OD 260/ OD 280نانومتر 
تم التمدٌر النوعً . 2-1.8ٌجب أن تتراوح هذه النسبة بٌن 

ذو النوعٌة  (الدنـا)، إذ ٌظهر Agaros %0.8 ل چعلى 
سًء  (الدنـا)، بٌنما ٌكون Bandالجٌدة على شكل حزمة 

. Smearالنوعٌة مبعثراً وغٌر واضح الحدود وممطّع 
المطبمة لإجراء الدراسة    ISSR تمنٌة الـ .4.2.2

الجزٌئٌة 
بادئات تم الحصول علٌها من الهٌئة العامة  (8) اختبر

وٌوضح  ،( 10mM)للطالة الذرٌة فً سورٌة بتركٌز 
التسلسل النوتٌدي للبادئات المستخدمة فً  (2)الجدول رلم 

  .الدراسة
 Williams طرٌمة وفماً لPCRأجري تفاعل البٌسره 

et al., 1990 مع بعض التعدٌلات فكان حجم التفاعل 
 مكونات هذا  (3 ) الجدول رلم ٌظهر  كما (µl 25) النهائً 
 

 
 

 ,Fermentas)تم الحصول علٌه من شركة الذي التفاعل 

Germany):  
وٌتم هذا التفاعل فً جهاز التدوٌر الحراري وفماً للظروف 

: التالٌة 
 دلائك لٌتم 5م لمدة °94عند درجة حرارة : الانفصال - 1

. انفصال سلسلتً الدنـا
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 PCRيكىَبث تفبػم انبهًرة انًتسهسم  : (3)جذول رقى 
 PCRيكىَبث تفبػم انبٍسرِ  انكًٍبث

0.05 units/µl Taq DNA Polymerase 

4 Mm MgCl2 

2.5 µl dNTPs 

2 µl (25 ng/µl) DNA 

2.5 µl (10pmol/µl) Primer 

10X Buffer 

 H2O 

 

 1        2        3        4        5        6        7        8        9       10       11        

 

 

 .DNAنتحذٌذ َىػٍت انذَـب% 0.8هلايت اَجبروز بتركٍس صىرة : (1)انشكم

  :التحطم : المراحل التالٌة  منها  دورة تتضمن كل40- 2
 عند : الالتحام.  ثانٌة30لمدة  م°94ٌتم عند حرارة 

 
عند حرارة : الاستطالة. م لمدة دلٌمة واحدة °51حرارة 

. م لمدة دلٌمة 72°
ثم  .م مدة عشر دلائك°72اكتمال التفاعل عند حرارة - 3

م لتفصل الحزم °4تحفظ العٌنات فً درجة حرارة 
 .ل الاجاروزچبعدها بالتفرٌد الكهربائً علً 

 التفرٌد الكهربائً والتلوٌن والتصوٌر .5.2.2
فً المحلول  % 2ل چتم التفرٌد الكهربائً علً 

  1X  TBEالمنظم 
{(10X TBE buffer = 108 g Tris borate + 55 g 

Boric acid + 9.2 EDTA,pH 8.0)}  و المضاف الٌها
5µl من صبغة الاٌثٌدٌوم بروماٌد (10 mg/ml) 

ل الآجاروز  بإضافة چ على DNAحملت عٌنات الدنـا
 1X Loading) مٌكرولتر من سائل التحمٌل الخاص 5

buffer Bromophenol blue) 15) ون من ـوالمن% 

Ficoll 400 + 1.03 % bromophenol Blue + 0.03 

% xylene cyanol FF + 0.4 % Orange G + 10 

mM Tris-HCl + 50 mM EDTA)   

من  1Kpb (DNA)كما تم حمن مإشر من الدنـا
 وذلن لتحدٌد الحجم و  (Fermentas, Germany)شركة

الوزن الجزٌئً للحزم الناتجة لٌتم بعد ذلن التفرٌد بمرور 
   وذلن لفصل حزم الدنـات فول100حمل كهربائً لدره 

 Image لچتم تصوٌر الـ. الناتجة عن التضخٌم
 Analyzer (Agle Eye II باستخدام جهاز

Staratagene  .)
 تحلٌل النتائج .3.2 

جمعت نتائج عملٌة التضخٌم فً جداول اعتماداً على 
 بٌن النباتات DNAممارنة وجود أو غٌاب حزم الدنـا

عند وجود حزمة  (1)المدروسة، حٌث أعطً الرلم 
لعدم وجود الحزمة، ذلن ٌتضمن  (0)والرلم  DNAالدنـا

الحزم الواضحة فمط ولد نظمت الجداول لكل بادئة على 
 Dendrogramحدى، ورسمت شجرة المرابة الوراثٌة 

بتطبٌك متوسطات المجموعات الزوجٌة غٌر 
 UPGMA Unweighted Pair Groupالمزانة

Method with Arithmetic Averaging  باستخدام 
 Neiالإحصائً طبما لطرٌمة  Pop gene 1.31  برنامج 

(1987).. 

 
النتائج والمنالشة .3

 DNAالدراسة الوراثٌة على مستوى الدنـا. 1.3
 3-2 من البادرات الفتٌة بعمر DNAاستخلص الدنـا

أسابٌع ولٌس تركٌزه ونماوته بجهاز المطٌاف الضوئً حٌث 
مٌكرولٌتر /رام ج مٌكرو1 و0.56تراوحت التراكٌز بٌن 

 DNA، وخفف تركٌز الدنـا2-1.8ونماوة العٌنات بٌن 
مٌكرولٌتر، وطبمت عملٌة التفرٌد /رامج نانو40لٌصبح 

لمعرفة  % 0.8الكهربائً على هلامة الآجاروز بتركٌز 
  . المستخدمDNAنوعٌة الدنـا 

 فؤعطت . بادئات8 باستخدام ISSRثم طبمت تمنٌة 
 البادئات الثمانً حزم واضحة وذات تعددٌة شكلٌة كما ٌبٌن

 .هذه الحزم (2)الشكل
 
 

 الناتجة عن  Polymorphismالتعددٌة الشكلٌة . 2.3
 ISSRتطبٌك تمنٌة 

تضمنت الدراسة اختبار الأنواع العشرة البرٌة للفصة 
  أن  (4)ٌبٌن الجدول . والنوع المزروع الذي استخدم كشاهد
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    1        2       3      4       5      6      7       8      9      10     11      M 

 
 

 فً   (ISSR-32) نًلاحظت انتؼذدٌت انشكهٍت انُبتجت ػٍ استخذاو انببدئت% 2صىرة هلايت اَجبروز  (:2)انشكم 

 .DNA ًٌثم انًؤشر انجسٌئً نتحذٌذ الأوزاٌ وأحجبو حسو انذَـب Mجًٍغ الأَىاع انًذروست وانشبهذ             

(1): M.minima, (2): M.rigidula, (3): M.rotata, (4): M.intertexta,  
(5): M.blancheana, (6): M.polymorpha, (7): M.turbinata, (8): M.scutellata,  
(9): M.orbicularis, (10): M.sativa, (11): M.truncatula,  M ) : 1Kb )معلم جزٌئً  

 
 

جمٌع البادئات المستخدمة أعطت منتجات تضخٌم فً 
تفاعل البلمرة المتسلسل حٌث أثبتت البادئات المستخدمة 
فعالٌتها فً إعطاء تعددٌة شكلٌة بٌن الأنواع المدروسة 

 92والشاهد ونجم عن استخدام هذه البادئات ما مجموعه 
حزمه، حٌث أعطت جمٌع هذه البادئات تعددٌة شكلٌة 

polymorphic كما تراوح عدد  % 100  ونسبة التعددٌة ،
   حزم كؤلل عدد مع البادئة5الحزم لكل بادئة بٌن 

ISSR34) حزمة كؤعلى عدد مع البادئة 21و (ISSR-41) 
 . حزمة لكل بادئة11.5بمتوسط 

 المدروسة  الأنواعتحدٌد درجة المرابة الوراثٌة بٌن . 3.3
ٌفٌد تحدٌد درجة المرابة الوراثٌة ضمن الأنواع فً 

برامج تربٌة النبات، لتؤمٌن لاعدة وراثٌة كبٌرة، للاستفادة 
وتمت دراسة العلالة الوراثٌة بٌن . منها فً برامج التهجٌن

نباتات أنواع الفصة المدروسة بتطبٌك مصفوفة النسب 
 Percent Disagreement (PDV)المئوٌة لعدم التوافك 

Values حٌث أن ارتفاع لٌم هذه المصفوفة ٌدل على وجود 
اختلاف وراثً وبازدٌادها ٌزداد التباٌن الوراثً بٌن النباتٌن 

المدروسٌن وٌتم إنشاء هذه المصفوفة وفماً لعدد وحدات 
أن ألل  (5)نلاحظ من خلال الجدول . التضاعف المشتركة

 والنوع M.rotata بٌن النوع 0.23 هً  PDVلٌمة لـ
M.polymorpha بٌن 0.57 بٌنما كانت أعلى لٌمة لها 

 ،M.rotata والنوعٌن M.orbicularisالنوع 

 
وجود تباٌن وراثً كبٌر   مما ٌدل علىM.intertextaو

. بٌنها
 للأنواع  Cluster analysisالتحلٌل العنمودي. 4.3

  ISSRالمدروسة والشاهد الناتج عن استخدام تمنٌة 
ى ـحلٌل العنمودي بتمسٌم الأنواع المدروسة إلـٌسمح الت

مجموعات، وتعكس هذه المجموعات درجة المرابة الوراثٌة 
فٌما بٌنها، ولد تتجمع العٌنات ضمن مجموعة واحدة بناءاً 

أجري . على موطنها الأصلً أو بناءاً على أصلها ونسبها
التحلٌل العنمودي للنتائج التً تم الحصول علٌها وذلن 

 لتحدٌد درجة Dendrogramلإنشاء شجرة المرابة الوراثٌة 
المرابة الوراثٌة ورسم شجرة المرابة الوراثٌة بٌن الأنواع 

أن  (3)ولوحظ من الشكل . M.sativaالمدروسة والشاهد 
الأنواع المدروسة انمسمت إلى تحت عنمودٌن ضم الأول 

، M.minima ،M.rotata ،M.polymorpha : الأنواع
M.blancheana ،M.intertexta حٌث وجد أن النوعٌن 

M.rotata ،M.polymorpha   على درجة عالٌة من
، فً حٌن ضم تحت العنمود 11.57المرابة الوراثٌة بمسافة 

، M.rigidula ،M.turbinata: الثانً الأنواع
M.scutellata، M.sativa ،M.truncatula ،

M.orbicularis  حٌث انمسمت أنواعه إلى تجمعٌن ضم
                              ، M.sativaالأول النوعٌن  
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18.41 

-----------------------------------------------+  M.minima 

! 
----+7-----------------------------+                   M.rotata 

---------+       !    !1   11.57 

-------+    !4-----------------------------+           M.polymorpha 

----+9 !               15.48 

---------------------------------------+            !    ! M.blancheana 

 !    !     20.36 

----------------------------------------------------+    ! M.intertexta 

 !     15.48 

---------------------------------------+                ! M.rigidula 

-10-----+          5 

------------------------------------+  !     !          !  M.turbinata 

--+     !          !3    14.38 

----+     !6------------------------------------+         M.scutellata 

!    !     ! 

----------------------------------+         !    !     !  M.sativa 

-----+8---------+    2   13.66 

----------------------------------+              ! M.truncatula 

      !19.75 
--------------------------------------------------+  M.orbicularis 

 .ISSR نلأَىاع انًذروست وانشبهذ، انُبتج ػٍ استخذاو تقٍُت  Cluster Analysisانتحهٍم انؼُقىدي  (3)انشكم 
 
 

 
 

 رموز البادئات المستخدمة، عدد الحزم الكلٌة والمتباٌنة، النسبة المئوٌة للتعددٌة : (4)جدول                
.  فً الأنواع المدروسة% الشكلٌة                              

% ٌة للتعددٌة الشكلٌةئوالنسبة المعدد الحزم المتباٌنة عدد الحزم الكلٌة اسم البادئ 
ISSR-32 18 18 100 

ISSR-33 17 17 100 

ISSR-34 5 5 100 

ISSR-35 7 7 100 

ISSR-36 6 6 100 

ISSR-37 7 7 100 

ISSR-40 11 11 100 

ISSR-41 21 21 100 

 100 92 92المجموع 

 100 11.5 11.5المتوسط 

 

M.truncatula فً 13.66 حٌث بلغت المسافة الوراثٌة ،
 ، M.scutellataضم التجمع الثانً النوعٌن  حٌن

  .14.38 بمسافة وراثٌة بلغت M.turbinataو
 
الاستنتاجات والممترحات  .4 

 ISSRتم تمٌٌم التنوع الوراثً لنباتات الفصة بتطبٌك تمنٌة - 
بالاعتماد  والتً أظهرت فعالٌة فً التمٌٌز بٌن هذه النباتات

 .%100 بادئات فكانت نسبة التعددٌة الشكلٌة 8على نتائج 
 

أعطت جمٌع البادئات المستخدمة منتجات تضخٌم فً - 
تفاعل البلمرة المتسلسل حٌث أثبتت البادئات المستخدمة 
فعالٌتها فً إعطاء تعددٌة شكلٌة بٌن الأنواع المدروسة 

 حزمه 92ونجم عن استخدام هذه البادئات ما مجموعه 
. polymorphicجمٌعها ذات تعددٌة شكلٌة 

تكثٌف الجولات الحملٌة لتشمل الجزء الأكبر من مناطك - 
سورٌة ومتابعة المحاولة لوضع خارطة لانتشار أنواع 

 .الفصة البرٌة فً سورٌة
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  بٍٍ الأَىاع انًذروست وانشبهذ وانُبتجت ػٍ تطبٍق يتىسطبث انًجًىػبث انسوجٍت غٍر(PDV)يصفىفت انُسب انًئىٌت نؼذو انتىافق  : (5)جذول                 

. (Nei, 1987) ببلاػتًبد ػهى ISSR بتطبٍق تقبَت انـ UPGMA                                انًساَت 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

1 0           

2 0.41 0          

3 0.36 0.51 0         

4 0.39 0.41 0.39 0        

5 0.36 0.44 0.30 0.46 0       

6 0.38 0.39 0.23 0.38 0.32 0      

7 0.38 0.30 0.44 0.41 0.35 0.33 0     

8 0.33 0.32 0.43 0.43 0.39 0.41 0.29 0    

9 0.39 0.44 0.57 0.57 0.43 0.48 0.38 0.36 0   

10 0.43 0.32 0.50 0.46 0.46 0.44 0.38 0.30 0.39 0  

11 0.46 0.38 0.50 0.50 0.50 0.55 0.41 0.33 0.39 0.27 0 

(1): M.minima,(2): M.rigidula, (3): M.rotata,(4): M.intertexta,(5): M.blancheana,(6): M.polymorpha, 

(7): M.turbinata, (8): M.scutellata, (9): M.orbicularis, (10): M.sativa, (11): M.truncatula 

 

لة عن ئوالعمل على عزل وتحدٌد موالع المورثات المس-  
للاستفادة منها فً برامج  QTLsالصفات الهامة باستخدام 

 .  التربٌة واستخدامها كآباء فً عملٌات التهجٌن
 
 المراجع .5 

استخدام مإشرات من الدنا .(2001).سٌد، محمود هٌثم
DNA ًفً انتخاب مورثات المماومة للأمراض ف 

الشعٌر، جامعة دمشك، كلٌة الزراعة، أطروحة 
. دكتوراه

شاهرلً، مخلص؛ الأوبري، خالد؛ نابلسً، غسان ومولوي، 
أولوٌات حفظ المصادر الوراثٌة البرٌة . (1995).بسام

. فً سورٌا، دمشك، سورٌا
دراسة . (2005).مخول، جرجس والصالح العبد، بسام

 Fabaceae فصٌلة  )L. Medicagoتصنٌفٌة لجنس

Lindl.)  فً محافظة اللاذلٌة باستخدام معاٌٌر
مورفولوجٌة وتشرٌحٌة، مجلة جامعة تشرٌن 

سلسلة العلوم - العلمٌة للدراسات والبحوث
 .47-25:(1)27البٌولوجٌة،
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