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     الملخّص      
  
ینــات بهــدف معرفــة التبا / PCR- RAPD /یشــیر هــذا البحــث إلــى إمكانیــة اســتخدام تقنیــة التفاعــل التسلســلي للبــولیمراز  

 Primers  )8الوراثیة مـن خـلال تحدیـد الهویـة الوراثیـة للطـرز المدروسـة، حیـث اسـتخدم فـي هـذا البحـث عـدد مـن البـوادئ 
، فـأظهرت نتـائج الـرحلان  ( Nei and Li., 1979 )بـوادئ )، وتـم حسـاب معامـل التشـابه والبعـد الـوراثي باعتمـاد طریقـة 

تبعـــاً للبـــادئ المســـتخدم، وتبـــین أن  DNA Amplificationملیـــة مكـــاثرة الــــ اختلافـــاً فـــي ع Electrophoresisالكهربـــائي 
عنـد القسـم الأخـر مـن  DNAالطرز المدروسة، بینما كان هناك مكاثرة للــ  DNAهناك بوادئ لم یكن لها مقاطع متممة في 

  البوادئ. 
وسة ومقارنة النتائج مع بعضها البعض أن وتبین لنا من هذه الدراسة ومن حساب معامل التشابه والبعد الوراثي للطرز المدر 

 /وبالتـالي فـإن أكبـر بعـد وراثـي كانـت قیمتـه   ( 0,369 – 0,996 )معامـل التشـابه بـین الطـرز المختلفـة یتـراوح مـا بـین 

. وإن هناك تدرج في التباینات الوراثیة للطرز المدروسـة مـا بـین هـذه القـیم 0,004، وأصغر بعد وراثي كانت قیمته / 0,631
  المحسوبة لمعامل التشابه والبعد الوراثي. 

  
  مفاتیح الكلمات: 

PCR- RAPD: Polymerase chain reaction Random Amplified polymorphic DNA  

               Nasturtium officinale  ـ البادئPrimer  ـ التباین الوراثي  
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  ABSTRACT    

 
This study indicates the possibility of using PCR -RAPD technique for studying the genetic 
diversity by identifying the genetic identity of studied genotypes . 
Eight operon primers have been used in this study. The genetic similarity and distance 
coefficients were calculated using (Nei and Li., 1979) procedure. The results of 
electrophoresis showed variations in DNA amplification according to primers used.  
Some primers gave no complimentary fragments to the DNA of studied genotypes whereas 
other primers gave help for DNA amplifications. The genetic similarity coefficient among 
studied genotypes was between 0,369 and 0,996, and the largest and smallest genetic 
coefficients were 0,63 and 0,004 respectively, with gradual values of genetic diversity among 
studied genotypes for genetic similarity and distance coefficients. 
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 ) Cruciferae( الصـلیبیة. Brassicaceaeإلـى الفصـیلة الملفوفیـة   Nasturtium officinale  R.Brینتمـي الجرجیـر 

بره البعض نباتـاً مائیـاً أو محبـاً حیث یتمیز هذا النبات بنموه في المناطق الرطبة على ضفاف الأنهار والسواقي والینابیع ویعت
للرطوبــة كمــا یتمیــز هــذا النبــات بأهمیــة كبیــرة مــن الناحیــة الغذائیــة والطبیــة، نظــراً لاحتــواء أوراقــه وســوقه علــى مجموعــة مــن 

 VitB6.Cالعناصر المعدنیة الهامة لاسیما الفوسفور والصودیوم والبوتاسیوم والكالسیوم وعلى العدیـد مـن الفیتامینـات أهمهـا 
( Planchon and al., 1946 ) ــاع، (). لقــد أشــار كــلٍّ مــن  1976 ,. وأنزیمــة المیروزینــاز ( المنجــد )  1984الطبَّ

ویسـتخدم فـي عـلاج  للجسـمإلى الأهمیة الطبیة  لهذا النبات، حیث أصبح یستخدم كمقـوٍ ومنبّـه  , 1987 )و(العودات ولحام 
  الروماتیزم ومن قبل مرضى السكري. 

إلــى أن الانتشــار الطبیعــي لهــذا النبــات هــو فــي حــوض البحــر الأبــیض  ( Mouterde, 1946 )الدراســات  وقــد أشــارت
المتوسط، ولوحظ أنه ینتشر في مناطق عدیدة من سوریة وتحدیداً في الساحل السوري في محـافظتي اللاذقیـة وطرطـوس، إذ 

  بیع والسواقي.توجد تجمعات كبیرة من هذا النبات بالقرب من مجاري الأنهار والینا
كـان الهــدف مــن هـذه الدراســة هــو معرفــة التنـوع الــوراثي لهــذا النبــات فـي المنــاطق الســاحلیة مــن القطـر وذلــك باســتخدام تقنیــة 

   ( PCR- RAPD )التفاعل التسلسلي للبولیمراز 

Polymerase Chain Reaction – Random Amplified Polymorphic DNA 
الوراثیــة بكــل دقــة بعیــداً عــن التــأثیرات البیئیــة علــى نتــائج الدراســات المورفولوجیــة والكیمیائیــة التــي تســاعد بإظهــار التباینــات 

  للنبات، وكذلك تحدید الطرز الوراثیة التي یمكن أن تستخدم فیما بعد في عملیة التحسین الوراثي لهذا النبات. 
 Hu and )دد مـن المحاصــیل فقـد اســتخدمها لقـد اســتخدمت هـذه الطریقــة بنجـاح فــي تحدیـد هویــة الطـرز الوراثیــة عنـد عــ

Quiros ., 1991 )  فـي تحدیـد البعـد الـوراثي بـین بعـض الطـرز  1996فـي الملفـوف، واسـتخدمتها ( شـومان  وفایكنـد ـ (
فـي تحدیـد مـدى القرابـة الوراثیـة بـین سـلالات منتخبـة  ( Vierling and al ., 1994 )الوراثیة في نبات الشـعیر واسـتخدمها 

فـي   ( Javed and Lane., 1995)  إنشـاء شـجرة نسـب لهـا. كمـا طبقهـاو  sorghumت الـذرة البیضـاء السـورغمیة مـن نبـا
 Rogowsky )ومـدى نقاوتهـا وراثیـاً. بینمـا اسـتخدمها  ( Secale cereale )تحدیـد هویـة سـتة أصـناف مـن نبـات الشـیلم  

and al, 1991 ) ستخدمها لوضع الخرائط الصبغیة لهجن من التریتكالي وا(De vos and Gal., 1992)  .عند القمح  
)عنـد الثـوم، وطبقـت  wilkie and al., 1993)عنـد الـبن و  ( Lashermes and al., 1993 )كمـا اسـتخدمها بنجـاح:  

  . ( Wachira and al., 1995 )هذه الطریقة بنجاح عند دراسة التباینات الوراثیة لمجموعة من الطرز الوراثیة للشاي 

 
I- :المادة النباتیة    

مـأخوذة مـن   Nasturtium officinale/ طرازاً وراثیاً من الجرجیر  20/ عینة نباتیة تمثل /  20استخدمت في الدراسة / 
سبع مناطق جغرافیة مختلفة، منها أربع مناطق في محافظة اللاذقیة هي: القنجـرة ـ أرض الرمانـة ـ السـامیة ـ سـرجون وثـلاث 

نـاطق فـي محافظـة طرطـوس هـي: القلـوع ـ مرقیـة ـ المنطـار. حیـث أخـذت ثـلاث عینـات مـن كـل منطقـة باسـتثناء منطقـة ( م
  / من كل نبات. g 2أرض الرمانة ) أخذت عینتین فقط. مستخدمین الأوراق الفتیة بمعدل /

II-  :الطرق المستخدمة  
  : DNAطریقة استخراج الـ  -1

/  g 2/ مـع أجـراء بعـض التعـدیلات. یسـحق(Doyle and Doyle. 1987 )ةطریقـ DNAاتبـع فـي عملیـة اسـتخلاص الــ 
  من الأوراق الفتیة باستخدام الأزوت السائل، ثم یعامل المسحوق الناتج في محلول الاستخلاص .
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2% Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide. 1,4 NaCl, 0,1 M Tris  
20 m M EDAT, 0,2% B- Mercaptoethanol. PH=8 

/ دقیقـة مـع التحریـك الهـادئ. تسـتخرج الأحمـاض النوویـة  30/ لمـدة /    °C 60فـي حمـام مـائي درجـة حرارتـه / ویحضـن 
/ دقـائق ثـم یفصـل  10) وخلطـه بهـدوء لمـدة /  1: 24بإضافة حجم مماثل من المزیج ( كلورفورم + كحول ایزوامیل بنسـبة 

دورة/د وبدرجـة  4000/ دقیقة وبسرعة  20ي بالتثفیل مدة / الوسط المائي الذي یحوي الأحماض النوویة عن الوسط العضو 
حجـم مـن ایزوبروبـانول البـارد ثـم تتـرك الأحمـاض  2/3. تكرر العملیة، ثم ترسـب الأحمـاض النوویـة بإضـافة  °C 20حرارة 

/ دقـائق  5مـدة / ). تجمع الأحماض النوویة كراسب بالتثفیل ل °C 0/ دقیقة بدرجة حرارة      (  30النوویة لتترسب مدة / 
) مْ ثــم یجفــف  76دورة فــي الدقیقــة. یغســل الراســب بــالكحول الأیتلــي (  10000) بســرعة  °C 0بدرجــة حــرارة          ( 
  .TEویذاب في محلول الواقي 

TE: 10 m M Tris, 1 m M EDAT. PH=8 ) 
/ ولمدة نصـف سـاعة. قـدرت كمیـة الــ  °C 25بدرجة حرارة /  R-Naseیمعاملة الأحماض النوویة بأنزیم  RNAیستبعد الـ 

DNA   باسـتخدام جهـاز الطیـف الضـوئي بوجـود الأشـعة فـوق البنفسـجیة( U.V )  نـانومتر. بحیـث  260عنـد طـول موجـة
  مل من المحلول.  1في  DNA/ میكروغرام  50/ كثافة ضوئیة تعادل كمیة /  1كل قراءة قدرها / 

  
  هلامة الأجاروز: التفاعل التسلسلي للبولیمراز والفصل على  -2

  ( Operon Technologies ) نیوكلیوتیـدات مــن شــركة  / بادئــاً عشــوائیاً یتكـون كــل مــنهم مــن عشــر  18تـمّ تجربــة / 
  ).  1( جدول   ( 8 )واختیرت البوادئ التي تسمح بكشف التباینات الوراثیة بین الأفراد وتعطي نتائج واضحة وعددها 

نــانوغرام مــن الـــ   30میكرولیتــر فــي وســط مــن  (  500ســعته   e ppendrofز فــي أنبــوب تــم التفاعــل التسلســلي للبــولیمیرا
DNA  ،( یعــــادل / 5فــــي كــــل تفاعــــل ) میكرومــــول مــــن كــــل مــــن  100/ میكرولیتــــر )، 1بیكــــوغرام مــــن البــــادئ المختــــار

وحــدة  0.5 میكرولیتــر مــن كــل منهــا)، 3تعــادل  GTP  dو  TTp dو  ATP dو   d CTPالنیوكلیوتیــدات الأربعــة  
میكرولیتـر مـن المحلـول  Taq DNA Polymerase .Williams et al., 1990 ) (2,5 أنزیمیـة مـن أنـزیم التكثیـف 

    Taq Polymeraseالواقي الخاص بأنزیم التكثیف 
( 10 mM Tris-HCl  PH= 8  ,   50 mM KCl , 2 mM Mg Cl2 )   

  . میكرولیتر بالماء المقطر المعقم 25وأكمل الحجم إلى 
فـي الجهـاز المخصـص، وصـمم البرنـامج المناسـب للمـادة النباتیـة المسـتخدمة   ( Amplification )تمـت عملیـة المكـاثرة 

/ دقـائق بهـدف فصـل سلسـلتي الــ 4/ مـدة / °C 94إلـى حـرارة / DNAدورة. قبـل بدایـة الـدورة الأولـى یعـرض الــ  40فكـان 
DNA  عن بعضها البعض وتحویله إلىDNA  سلة ثم تبدأ دورات البرنامج التي تقسم إلى ثلاث مراحل هي: وحید السل  

  
  /. °C 94/ ثانیة على درجة حرارة /30/ -1
  /. °C 36/ دقیقة على درجة حرارة /1/ -2
  /. °C 72/ دقیقة على درجة حرارة /2/ -3

  /. °C 72/ دقائق في درجة /5وتترك العینات بعد الدورة الأربعین لمدة /
  .Loading buffer% من حجمها محلول التحمیل 10یضاف لكل عینة   PCRبعد خروجها من جهاز الـ 

Loading buffer: Bromophenol blue, 50% Glycerol, 60 m M EDAT PH=8 
ـــــــز (  ـــــــة الـــــــرحلان الكهربـــــــائي 1تفصـــــــل المكونـــــــات الناتجـــــــة عـــــــن التفاعـــــــل علـــــــى هلامـــــــة ذات تركی % ) أجـــــــاروز بعملی

Electrophoresis  ف سـاعة فـي مـادة برومیـد الأیتـدیوم ثم تلون الهلامة مدة نصـ Et br ) / ملـغ /مـل ثـم  0.5) تركیـزه /
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  تصور بوجود الأشعة فوق البنفسجیة .
  والقواعد النیوكلیوتیدیة المؤلفة لھا DNA)یبین البوادئ المختارة من أجل مكاثرة ال 1جدول (

  الرقم  cadeالبوادئ   التركیب الینوكلیویتدي
CTGC TGGGAC  OPB-10 1 

CCGCATCTAC OPC-04 2 
AGTCAGCCAC OPA-03 3 
TGCCGAGCTG OPA-02 4 
GAAACGGGTG OPA-07 5 
GGTCCCTGAC OPA-06 6 
AATCGGGCTG OPA-04 7 
CATTCGAGCC OPK-01 8 

  
 

ـــ  للبــادئ المســتخدم  تبعــاً  /DNA/ /amplification/أظهــرت نتــائج الــرحلان الكهربــائي اختلافــاً فــي نــواتج عملیــة مكــاثرة ال
  وعلى هذا الأساس قسمت البوادئ المستخدمة إلى مجموعتین: 

  
I-  بــوادئ لــم تظهــر أیــة مكــاثرةNon-amplification  وهــي :OPK-01  أي لــم یكــن لهــا مقــاطع متممــة فــيDNA 

ثـم  لامـةك عنـد ترحیـل العینـات علـى الهرغـم وضـعها فـي وسـط التفاعـل لـذل DNA وبالتالي لم تحدث عملیة مكـاثرة للــ 
في العینة رقم  OPA-04) كذلك البادئ  2( جدول رقم  DNAتلوینها وتصویرها، كانت الصورة خالیة من أي أثر للـ 

  /. 1/ في الشكل  /19في العینة رقم / OPA-03/، والبادئ 20في العینة رقم / OPB-10/ والبادئ 4/
الطـرز المدروسـة  DNAهـر لهـا مقـاطع متممـة مـن بالحـدوث حیـث ظ amplificationبوادئ سمحت لعملیة المكاثرة  -ب

  ). 1) شكل  (2وكشفت عن تباینات وراثیة بین الطرز المدروسة ( جدول 
  التي أعطاها كل بادئ  DNA) یبین عدد قطع ال 2جدول (

  رقم البادئ  اسم البادئ  DNAعدد قطع الـ 
9 OPB-10 1 
9 OPA-04 2 
7 OPA-03 3 
7 OPA-02 4 
8 OPA-07 5 
8 OPA-06 6 
8 OPC-04 7 
- OPK-01 8 

 المجموع 8 56
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  ویظهر وجود تباینات وراثیةعندبعض الطرز DNA) یبین البوادئ التي أعطت مكاثرة لقطع الـ 1شكل  (
 :*M-   مؤشر لمعرفة الوزن الجزیئي للـDNA   
  ة من المناطق المختلفة، موزعة على النحو التالي: ) العینات المأخوذ 1 - 20ـ تمثل الأراقم من (     

  = منطقة أرض الرمانة 14،  13ـ   = منطقة القلوع 3،  2،  1 -
  = منطقة مرقیة 17، 16، 15ـ   = منطقة السامیة 6،  5،  4 -
  = منطقة القنجرة. 20،  19،  18ـ   ، = منطقة المنطار  9،  8،  7 -
    = منطقة سرجون 12،  11،  10 -
  

  الطرز التي لم تظهر أیة مكاثرة مع البوادئ المستخدمة بحیث أن:  19،   20،  4: تمثل الأرقام  ¬
  = عینة مأخوذة من منطقة السامیة  ( 4 )ـ الرقم 
  = عینة مأخوذة من منطقة القنجرة  (20)
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  = عینة مأخوذة من منطقة القنجرة  (19)
ذه القطــع هــو الأســاس فــي إنشــاء الجــداول الأساســیة التــي تســتخدم فــي اعتبــر فــي كافــة الطــرز المدروســة وجــود أو غیــاب هــ

   ( Nei and Li., 1979 )حساب معامل التشابه والبعد الوراثي بین الطرز المختلفة وذلك تبعاً لطریقة 
  حیث أن:

الطراز الأول  DNAالمشتركة ما بین الطرازین المقارنین / العدد الكلي لقطع  DNAعدد قطع الـ ×  2معامل التشابه: =  
  الطراز الثاني.  DNA+ العدد الكلي لقطع 

  معامل التشابه -1معامل البعد الوراثي = 
  قیم معامل التشابه بین العینات المقارنة في مختلف المناطق المدروسة.  ( 3 )ویوضح الجدول  

نتــائج مــع بعضــها الــبعض، أن معامــل تبــین لنــا مــن خــلال حســاب معامــل التشــابه والبعــد الــوراثي للطــرز الوراثیــة ومقارنــة ال
: سـرجون ـ  11 – 14المقابـل علـى التتـالي للطـرز (  ( 0,359  -  0,995 )التشـابه بـین الطـرز المختلفـة یتـراوح مـا بـین 

وقیمتـه  ( 11 – 14 ): أرض الرمانة ـ مرقیة ). أي أن أكبر بعد وراثي كان ما بـین الطـرازین 14 – 15أرض الرمانة ) و ( 
ي أكبر قیمة محسوبة وتدل على أن هذین الطرازین یتمتعان بأكبر قدر مـن البعـد الـوراثي وإنهمـا متباعـدین وراثیـاً وه 0,631

وهي أصغر قیمة محسوبة مما یـدل  0,004كان  ( 14 – 15 )عن بعضها. بینما البعد الوراثي ما بین الطرازین            
  لتشابه الوارثي، وهذا یعني أنها أقرب طرازین وراثیین إلى بعضهما.على أن هذین الطرازین یتمتعان بأكبر  قدر من ا

والتي حصلنا مـن  N.officinaleعلى الجرجیر   PCR-RAPDتعتبر دراستنا هذه الأولى التي تم إنجازها باستخدام تقنیة 
) مــن  OPK-01البــادئ  خلالهــا علــى نتــائج تظهــر تباینــات وراثیــة فــي المنــاطق المدروســة التابعــة للمحــافظتین  ( باســتثناء

، بینمـا بـوادئ أخـرى  DNAقطع من الــ  / 9 /، حیث لوحظ أن بعض البوادئ أعطت DNAخلال مكاثرة الحمض النووي 
باینــات ) وهــذه النتــائج تتطــابق مــع نتــائج حصــل علیهــا بــاحثون آخــرون فــي دراســة الت 2لــم تعطــي أیــة مكــاثرة ( جــدول رقــم 

عنـد التفـاح.   ( Koller and al., 1993 )عنـد الملفـوف،    ( Hu  and  Quiros ., 1991 )  الوراثیـة عنـد نباتـات أخـرى
) عند دراسة التغیرات الوراثیة للفطـر المسـبب لمـرض البیـوض علـى نخیـل التمـر، ( العطیـة   1998( طنطاوي ، فرنندیز  . 

  ) عند الشعیر.  1996،
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  یبین قیم معامل التشابه (3)جدول 
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لــوراثي بــین طــرز المنــاطق المختلفــة یســاعد فــي الكشــف عــن المخــزون یمكــن الإشــارة إلــى أن حســاب معامــل التشــابه والبعــد ا
الوراثي لهذه النباتات ودرجة التباینات الوراثیة فیما بینها فتسهم بشكل أفضل في عملیات التحسین الـوراثي حیـث تسـهل علـى 

الأفـراد التابعـة للمنطقـة الواحـدة أو مربي النبات انطلاقاً من هذه المعطیات الوراثیة التـي تُظهـر درجـة التشـابه أو التبـاین بـین 
ـــ  فــي   PCR-RAPDالمنــاطق المختلفــة، الاختیــار الأفضــل للتهجینــات والأكثــر فائــدة وأهمیــة. وبالتــالي تســهم تقنیــة    ال

  ( Mcdonald and al., 1994 )التحسین النوعي لبرامج تربیة النبات وإكثار أو إنتاج البذار واختباراتها 
مبدئیة نظراً لأن عدد البوادئ المستخدمة فیها لم تكـن كافیـة لتحدیـد البعـد الـوراثي الحقیقـي مـا بـین الطـرز تعتبر هذه الدراسة 

  لأن استخدام عدد أكبر من البوادئ یسمح لنا بكشف أدق للتباینات الوراثیة الموجودة بین الطرز . 
المواصفات (مكملة للدراسات الأخرى  PCR-RAPDالـ انطلاقاً من ذلك تعتبر معرفة هذه التباینات الوراثیة باستخدام تقنیة 

المورفولوجیة، الفینولوجیة ـ الكیمیائیـة ) التـي أجریـت علـى نبـات الجرجیـر لدراسـة التباینـات الوراثیـة بـین الطـرز فـي المنـاطق 
  سیتم نشرها لاحقاً.المذكورة  …المختلفة وتأثیر العامل البیئي علیها ( هذه الدراسة التحلیلیة للمواصفات المورفولوجیة 

--------------------------------------------------------  
) مخبر التقنیات  ICARDAلقد تم إجراء هذه الدراسة في المركز  الدولي للبحوث الزراعیة في المناطق الجافة (الایكاردا ـ 
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  صفحة. 528دار النهضة العربیة ـ دمشق. ـ المشرد إلى طبابة الأعشاب ـ  1984الطبّاع، أیمن عزت ـ   -1
  . 412ـ النباتات الطبیة استعمالاتها ـ دار الأهالي ـ دمشق.  1987العودات، محمد ـ لحام ، جورج ـ   -2
فـي تقـدیر البعـد الـوراثي بـین سـتة طـرز وراثیـة مـن نبـات  PCR- RAPDـ اسـتخدام تقنیـة الــ  1996ـ العطیـة، عزیـزة ـ  -3

  ج من مستلزمات الحصول على درجة الدبلوم في الهندسة الزراعیة كلیة الزراعة جامعة حلب. الشعیر مشروع تخر 
ـ العقـاقیر وتركیبهـا الكیمیـائي. مدیریـة الكتـب والمطبوعـات الجامعیـة ـ كلیـة الصـیدلة ـ جامعـة  1976المنجـد، حسـان ـ   -4

  صفحة.  579دمشق 
البعـد الـوراثي بـین بعـض الطـرز الوراثیـة فـي الشـعیر باسـتخدام التفاعـل ـ تقـدیر  1996فایكنـد، فرانـز ـ  -شـومان، وفـاء  -5

  التسلسلي للبولیمیراز والرفلب ـ أسبوع العلم السادس والثلاثین. 
ـ  التشـخیص المبكـر ودراسـة التغیـرات الوراثیـة للفطـر المسـبب لمـرض  1998طنطـاوي، عبـد العزیـز ـ فرننـدیز، دیانـا ـ  - 6
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