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في قیاس التنوع الحیوي للجاموس العراقي) (STRتابعات الدقیقةتاستعمال تقنیة ال

وفالح حسن حمداحمد جاید طالبو اسعد یحیى عاید

قسم الانتاج الحیواني، كلیة الزراعة، جامعة البصرة، العراق

جامعة ، كلیة الزراعة، ثة الجزیئیةرااجریت الدراسة الحالیة في مختبر د. طالب احمد جاید للو ص:المستخل
البصرة، بعد جمع عینات الدم من الجاموس العراقي في محافظة البصرة وذي قار ومیسان والنجف الاشرف بواقع 

عینة لكل محافظة من المحافظات الباقیة لیصل مجموع العینات الى 25عینة لمحافظة البصرة و30
. استخدم DNAنیة التتابعات الدقیقة عینة. تهدف الدراسة الى دراسة التنوع الوراثي للجاموس من خلال تق105

. یمكن تلخیص نتائج الدراسة ILSTS005, ILSTS029, ILSTS072جزیئیة بادئاتفي هذه الدراسة ثلاثة 
ILSTS072وILSTS029وILSTS005تقنیة التتابعات الدقیقة لباد ئاتحصل تضخم الحالیة كما یاتي:

ت باد ئاالیل لل21و22و21عدد الالیلات المشاهد الكلي لعینات الجاموس في جمیع مناطق الدراسة. وبلغ 
0.32و 0.02الیل. كان معدل تكرار الالیلات بین 21الیل ومتوسط یساوي 64على التوالي، بمجموع قدره 

.بلغ عدد 0.05في جمیع مناطق الدراسة. اذ كانت معظم الالیلات نادرة اي ذات تكرار اقل من البادئاتلكل 
الیل ومیسان 30الیل والبصرة والنجف 27الیل والبصرة ومیسان 25مشتركة بین البصرة وذي قار الالیلات ال
الیل. بلغ متوسط تكرار الالیل الخاص في 33الیل ومیسان والنجف 33الیل وذي قار والنجف 22وذي قار 

روسة في كل محافظة وكان معدل التدفق الجیني بعد التصحیح لحجم العینة المد0.048العشیرة المدروسة 
. تراوحت نسب الخلط الالیلي من 0.099-0.000الیل. وبلغ مدى تكرار الالیل المفقود لمناطق الدراسة 2.25

Fis%.كانت جمیع قیم معامل التربیة الداخلیة 20- 0%، بینما بلغت نسب التراكیب الوراثیة المتماثلة 80-100
في محافظة ذي قار التي لم تكن ILSTS072البادئ ویا عدا المدروسة في مناطق الدراسة قیما معنبادئاتلل

معنویة مما یدل عن عدم وجود تربیة داخلیة في مختلف المناطق. ولم یلاحظ نقص معنوي في التباین الوراثي 
نتیجة انعدام التربیة الداخلیة.

.DNAالتتابعات الدقیقة التباین الوراثي، ت الجزیئیة،بادئا: الجاموس العراقي، الالكلمات المفتاحیة

المقدمة
في العراق جزءا مهما من الثروة یمثل الجاموس 

حیوان 285537الحیوانیة التي تقدر اعداده ب 
). ویمثل مصدرا اقتصادیا مهما جدا للمربین في 1(

معظم انحاء العراق لاسیما في المناطق التي ینتشر 
فیها مثل محافظة البصرة، ذي قار، میسان ،الفرات 
الاوسط وبغداد حتى الموصل. كما للتحسین الوراثي

لهذا الحیوان مردود ایجابي ینعكس على تحسن 
الانتاج الحیواني لاسیما الاداء التناسلي ونوعیة 
اللحوم والحلیب اضافة الى مقاومة الامراض 

). اصبح من 5والطفیلیات الداخلیة والخارجیة (

الممكن التعرف ودراسة التراكیب الوراثیة خلال 
Zhangواسمات محددة تسمى الواسمات الجزیئیة 

et al. (12) وان الكشف یتم بتقنیة التتابعات
). STR -Short Tandem Repetالدقیقة، 

لدراسة وراثة العشا ئر بصورة واسعة لجمیع الافراد 
). ان (13والانواع الحیوانیة لاسیما في الجاموس 

الحیوانات هي ناتج من الانتخاب والتحسین لفترات 
طویلة منذ تدجینها من قبل الانسان والعملیة مستمرة 
للتوصل الى افضل التراكیب الوراثیة التي تنتج 

Giacomoniكمیات عالیة من المنتوجات   et
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al. (6) لم یحظى الجاموس بصورة خاصة
اهتمام كبیرا والانواع الحیوانیة الاخرى في العراق

رالى استخدام السجلات مما یصعب قكما انها تفت
عملیة التحسین الوراثي وتمییز التراكیب الوراثیة 
واقتصرت الدراسات من هذا الجانب  والتي 

Salih andاستخدمت الجاموس العراقي على 
Majeed (8) وJaayid and Dragh (7)

اكیب لذا تهدف الدراسة الحالیة الى تحدید التر 
الوراثیة للجاموس العراقي في مناطق مختلفة 

ودراسة التباین PCR-STRباستخدام تقنیة
الوراثي في المناطق المختلفة في العراق.

المواد وطرائق العمل
اجریت هذه الدراسة في مختبر الدكتور طالب احمد 
جاید، كلیة الزراعة، جامعة البصرة. جمعت عینات 

من مناطق مختلفة الدم عشوائیا من الجاموس
توجد بینهم قرابة. (المجازر الرسمیة) من العراق لا

وكان عدد كل من عینات محافظة میسان والنجف 
عینة في حین كان عدد عینات 25وذي قار

عینة.30محافظة البصرة 
جمع عینات الدم جمعت عینات الدم بواقع 
عینة لكل حیوان وقد روعي في جمع عینات الدم 

ة الكافیة لتجنب اي تلوث، لان التلوث یسبب العنای
مل 5وبمقدار فشل  الحصول على نماذج واضحة

مل.10لكل عینة باستعمال محقنة طبیة سعة 
ضعت نماذج الدم في انابیب مفرغة من الهواء و 

Ethyleneتحتوي على مادة مانعة لتخثر الدم 
Diamine Tetra  Acetic Acid EDTA

م 4–لدم بدرجة حرارة حفظت مجموعة نماذج ا
.DNAلحین اجراء عملیة استخلاص 

استخلاص الحامض النووي الرایبوزي منقوص 
الدم.) منDNAالاوكسجین (

من عینات دم الجاموس باستعمال DNAاستخلص 
Invitrogenعدة التشخیص المجهزة من شركة 

تعلیمات الشركة المصنعة.الامریكیة و حسب 

الكشف عن الحامض النووي الرایبوزي منقوص
) DNA(الاوكسجین

یجب اجراء DNAقبل اجراء عملیة الكشف عن 
بعض العملیات قبل البدء بعملیة الكشف وهي 

كالاتي: 
تحضیر هلام الاكاروز 

بعد تحضیر الحوض الخاص بهلام الترحیل وغسله 
وربط المشط في أحد الاطراف ووضع الربلات على 
حافتي الحوض یتم الترحیل على هلام الاكاروز 

غم من مادة الاكاروز 0.2% أي اذابة 1بتركیز 
ووضعها في 10X TBEمل من محلول 25في 

3بیكر ثم تسخینها بواسطة المایكروویف لمدة 
للمزیج وبعد ین الحصول على اللون الرائقدقائق لح

من صبغةمایكرولیتر1ذلك یتم اضافة كمیة 
Ethidium bromide مع مراعاة رج البیكر

بصورة جیدة لتجانس الصبغة مع المزیج بعدها 
یصب الهلام في حوض الترحیل ویترك لغرض 

).11التصلب (
الترحیل الكهربائي للكشف عن جینوم الجاموس 

Electrophoresisالعراقي
DNAلتعرف على نواتج عملیة استخلاص ل

استعملت تقنیة الترحیل الكهربائي على هلام 
) إذ غمر حوض هلام Agaros gel(الاكاروز 

الترحیل في الحوض الرئیسي المحتوي على محلول 
5بعد تصلب الهلام یتم مزج 10X TBEالترحیل 

من مایكرولیتر3مع DNAمایكرولیتر من ناتج 
ثم یحقن المزیج Bromophenol blueصبغة 

في الحفر وبعد انتهاء عملیة الحقن یربط الاقطاب 
وتثبت قوة Power Supplyالى مجهز القدرة 

ملي امبیر 65فولت و 80التیار الكهربائي على 
Bromophenolوترك الهلام لحین سریان صبغة 

blue من الحفر الى الجانب الأخر وبعد انتهاء
UVلیة الترحیل تم فحص الهلام في جهازعم
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المتداخل مع صبغة DNAلمشاهدة حزم 
Ethidium bromide.

STRالتفاعل السلسلي للبولیمریز لتقنیة 
ILSTS072 ،ILSTS 029ت بادئااستعملت ال

وتم العمل تحت نفس الظروف ILSTS005و
، حضرت المواد الخاصة اعلاهالواردة في الفقرة

السلسلي للبولیمریز ووضعت في اناء بالتفاعل 
یحتوي على قطع من الثلج لغرض حمایتها من 
الحرارة وتم العمل في مكان معقم ونظیف في كابینة 

والتي تحتوي على PCR Cabinateخاصة بالـ
لتعقیم الماصات الدقیقة والأنابیب UVاشعة 

والتبات مع مراعاة ارتداء القفازات الطبیة المعقمة 
في انبوبة PCRمل. حضر خلیط تفاعل عند الع

مایكرولیتر وكان التركیز 100ابندورف سعة 
مایكرولیتر ثم وضعت 25النهائي للمكونات 

)(Spinالانابیب في جهاز الطرد المركزي الصغیر 
.)1جدول (

PCRتقنیة الترحیل الكهربائي لمنتج 

وضع في الحفرة الاولى والأخیرة مؤشر الوزن 
DNAالجزیئي  Marker)100bp وذلك بمزج (

مایكرولیتر من المؤشر الوزن الجزیئي مع 1.5
اما بقیة البروموفینولمایكرولیتر من صبغة 3.5

5وبمقدار PCRوضع بها منتج الحفر ف
على هلام PCRمایكرولیتر ثم مرر منتج 

غم من مادة 0.5% أي اذابة 2الاكاروز بتركیز 
10Xمل من محلول 25الاكاروز في  TBE مع

Ethidiumمن صبغة مایكرولیتر1اضافة 

bromide 85ثم تثبت قوة التیار الكهربائي على
دقیقة، وبعد انتهاء 30ملي امبیر لمدة 65فولت و 

لیتم معرفة UVالترحیل یتم فحص الهلام بجهاز 
عدد الحزم في الهلام.

تحدید التراكیب الوراثیة
كیب التحدید التر )(SSCPاستخدمت طریقة

الوراثیة لمواقع التتابعات الدقیقة وطبقت الطریقة 
و Albedran(2)حسبعلى ناتج التضخیم

Barzehkar et al. تحضیر محلول الدنترة  . (4)
وكالتالي:مل)25(الحجم الكلي: 

.Formamide % 99مل من 27.75اولا: 
Xylene%1مل من محلول صبغة 1.25ثانیا:

cyanol.
.Bromophenol blueملغم من صبغة 10ثالثأ: 

% حسب طریقة 6حضر هلام الاكریلاماید بتركیز 
Salem (9).

النتائج والمناقشة
STR Microsatellitesالوراثیة البادئاتتضخیم

لبادئات حصل تضخیم ل
)ILSTS072,ILSTS029,ILSTS005 (
لعینات المدروسة في جمیع مناطق الدراسة ل
). اذ اظهرت نتائج تقنیة 5، 3، 1الاشكال (

الترحیل الكهربائي على هلام الاكاروز نجاح عملیة 
واعطت حزمة واحدة لكل عینة مع DNAتضخیم 

.الناتجةوجود تباینات في احجام المقاطع الجینیة
فیما اظهرت تقنیة الترحیل الكهربائي على هلام
متعدد الاكریلاماید نجاح عملیة تحلیل الحزم

بوساطة محلول الدنترة واعطت كل عینة حزمتین 
).6،4،2ل اشكالاتمثل كل حزمة الیل (
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-PCRكمیات المواد المستعملة في تقنیة :)1(جدول  STR(مایكرولیتر).

) مكونات هلام الترحیل الكهربائي العمودي الخاصة بتقنیة الكشف عن التراكیب الوراثیة2جدول (

متعدد المادة
الاكریلآماید

بز 
اكریلآماید

امونیوم 
بیر سلفیت

مایكرولیتر)(تیمدكلایسینترس

الكمیة 
(غرام)

291101.57.540

مل ماء مقطر100یكمل الى 

بصبغة الاثیدیوم بروماید والمرحل بجهاز الترحیل الكهربائي الافقي ILSTS005بادئمنتج  لل: )1شكل (
).100bp%. لعینات الجاموس العراقي، مؤشر الوزن الجزیئي (3بمادة الأكاروز 

.ILSTS005% لنتائج البادئ 6متعدد الاكریلامایدالترحیل الكهربائي بهلام : )2شكل (

المادة 

الكیمائیة

Master Mixقالب البادئDNAالحجم النھائيماء مقطر

12.5R-1الحجم

F-1

55.525
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.في المحافظات المختلفةILSTS005بادئتكرار الالیل لل:)3(جدول

الالیل
تكرار الالیل في العشیرة المحافظة

الكلیة النجفمیسانذي قارالبصرة
1360.020.020.040.020.02
1410.100.020.020.020.04
1500.000.100.000.000.02
1530.040.100.060.040.06
1630.080.060.020.100.07
1700.160.000.000.040.06
1800.000.040.020.020.02
1830.020.040.000.020.02
1870.160.000.060.040.07
1920.160.320.180.180.21
2000.020.080.080.080.06
2110.120.000.100.080.08
2180.060.040.100.080.07
2230.040.000.040.060.04
2320.000.220.100.060.09
2410.000.040.040.040.03
2520.000.000.020.020.01
2570.000.000.020.020.01
2600.000.000.020.020.01
2650.000.000.020.020.01
2810.000.000.020.020.01

ILSTS005بادئال
زوج قاعدي 281- 136بادئبلغ حجم هذا ال

12الیل في البصرة و12الیل بواقع 21وبعدد 
الیل 20ل في میسان والی18الیل في ذي قار و

). كما بلغ مدى تكرار 3جدول،في النجف (
الیلات مشتركة 8. ووجد 0.32-0.02الالیلات 

الیلات بین البصرة 10بین البصرة وذي قار و
الیل 10الیل بین البصرة والنجف و12ومیسان و

الیل بین ذي قار 11بین ذي قار ومیسان و
وجد الیل . الیل بین میسان والنجف16والنجف و

تكرار یساوي ب150خاص لمحافظة ذي قار هو 
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، ولم یظهر اي الیل خاص لكل من 0.10
.المحافظات الاخرى

ILSTS029بادئال
زوج قاعدي وبعدد 263- 100بادئبلغ حجم ال

الیل في 12الیل توزعت بواقع 22الیلات یساوي 
في 17في میسان و 9في ذي قار و10البصرة و

). وبلغ مدى تكرار الیلاته4،النجف (الجدول
الیلات مشتركة بین كل اربعة. ووجد 0.28- 0.02

الیلات بین البصرة 6من البصرة وذي قار. و
الیلات بین البصرة والنجف. فیما لم 8ومیسان و

یكن هناك الیل مشترك بین ذي قار ومیسان، 
5الیلات بین ذي قار والنجف و 10وظهر 

الیلات بین میسان والنجف. وتراوح تكرار الالیلات
. فیما كان 0.140- 0.005في العشیرة الكلیة 

و ذي 0.24-0.01مدى التكرارات في البصرة 
والنجف 0.28-0.02ان و میس0.24-0.04قار 

الیلان 150و100كان الالیلان . 0.16- 0.02
خاص لمحافظة 193خاصة لمحافظة میسان و

توجد الیلات خاصة لمحافظتي ذي فار البصرة ولا
والنجف.

بصبغة الاثبدیوم بروماید والمرحل بجهاز الترحیل الافقي بمادة ILSTS029بادئمنتج التضخیم لل:)3شكل (
%.3الاكاروز 

.ILSTS029% لنتائج البادئ 6متعدد الاكریلامایدالترحیل الكهربائي بهلام :)4شكل (

500 bp

100 bp
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.في المحافظات المختلفةILSTS029لبادئتكرار الالیل ل:)4(جدول

الالیل
تكرار الالیل في المحافظة

العشیرة الكلیة النجفمیسانذي قارالبصرة
1000.000.000.020.000.005
1050.000.000.020.000.005
1110.080.000.020.000.030
1210.060.000.040.000.030
1350.040.000.140.020.050
1400.000.000.280.120.100
1520.040.000.160.040.060
1640.060.000.120.060.060
1730.060.000.020.080.080
1870.000.040.000.020.010
1930.020.000.000.000.006
2000.240.040.000.160.120
2140.120.240.000.120.120
2230.180.220.000.140.140
2330.010.000.000.080.050
2370.000.040.000.020.010
2380.020.000.000.020.010
2450.000.040.000.020.010
2490.000.040.000.020.010
2540.000.080.000.020.020
2580.000.120.000.020.030
2630.000.140.000.040.040

ILSTS072بادئال
زوج قاعدي بعدد 300-100بادئبلغ حجم هذا ال
- 0.02لیل وبتكرار یتراوح ا20الیلات یساوي 

لمحافظة ). كان عدد الالیلات5جدول،(0.32
الیل و 18الیل ومحافظة ذي قار 15البصرة 

الیل لكل منهما. 13محافظة میسان والنجف  
وكان مدى تكرار الالیلات في محافظة البصرة 

-0.02وفي محافظة ذي قار 0.22- 0.02
وفي 0.32- 0.04وفي محافظة میسان 0.16

. تمیزت ذي قار 0.26- 0.02محافظة النجف 
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زوج 300و 287خاصین هما بوجود الیلین
على التوالي. واظهر 0.04و 0.02رقاعدي بتكرا

اعلى تكرار في محافظة میسان والذي 190لالالی
و 0.08بینما كان تكراره صفر و 0.32بلغ 

في محافظة النجف وذي قار والبصرة على 0.10
اعلى تكرارا في 152التوالي. بینما اظهر الالیل 

و 0.12فیما كان تكراره ،)0.26محافظة النجف (

في محافظة البصرة وذي قار 0.08و 0.04
ومیسان على التوالي.

وذي بلغ عدد الالیلات المشتركة بین البصرة 
الیل والبصرة 11الیلا و البصرة ومیسان 13قار

الیلات. فیما كان عدد الالیلات 10والنجف 
ار الیل و ذي ق12المشتركة بین ذي قار ومیسان 

الیل. 12الیل، ومیسان والنجف 12والنجف 

بصبغة الاثیدیوم بروماید والمرحل بجهاز الترحیل الكهربائي ILSTS072بادئمنتج التضخیم لل:)5شكل (
%.3الافقي بمادة الاكاروز 

.ILSTS072% لنتائج البادئ 6الترحیل الكهربائي بمادة متعدد الاكریلاماید:)6شكل (

500bp

100bp

500bp

100 bp
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.في المحافظات المختلفةILSTS072لبادئتكرار الالیل ل:)5(جدول

الالیل
تكرار الالیل في المحافظة

العشیرة الكلیة النجفمیسانذي قارالبصرة
1000.140.040.000.000.05
1240.000.060.000.080.03
1370.020.060.040.080.05
1480.020.000.000.020.01
1520.120.040.080.260.12
1600.140.040.040.080.08
1720.180.020.060.180.11
1830.220.160.060.140.15
1900.100.080.320.000.12
2000.080.020.040.020.04
2150.120.140.040.020.08
2250.000.040.220.120.09
2320.000.080.080.140.07
2360.040.000.040.180.06
2400.080.060.060.220.10
2480.040.020.060.000.03
2570.060.040.000.000.03
2770.060.020.000.000.02
2870.000.020.000.000.01
3000.000.040.000.000.01

تماثلت نتائج الدراسة الحالیة مع نتائج
Aminafshar et al. وجدوا ان الخلط الذین(3)

في الجاموس الایراني بادئ15الالیلي المشاهد لـ 
الذي یظهر مثل هذه لبادئ، اذ ان ا0.9یساوي 

القیم مهما لقیاس التباین الوراثي لذلك تعتبر 
في هذه الدراسة ملائمة لقیاس التباین بادئاتال

الوراثي.

Soysalكما تفوقت الدراسة الحالیة على دراسة  et
al. (تتابعاتبادئ 11استخدموا الذین(10)

دقیقة) لدراسة التباین الوراثي في جاموس الاناضول 
التركي، اظهر اربعة منها تشكل وراثي فقط وتباین 

الى  (ILSTS005)3من بادئعدد الالیلات لكل 
9(BM1818) للبادئالیل6.75بمتوسط قدره..
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الاستنتاجات
السبب الرئیسي في ارتفاع التنوع الوراثي في 

الجاموس العراقي ارتفاع في عدد الالیلات  
على الرغم من هذه التقنیةالمدروسة في بادئاتلل

على الرغم من التباین انخفاض تكرار كل الیل.
ظهر وجود ةالمدروسبادئاتالوراثي العالي لجمیع ال

بادئللةة داخلیة معنویة في محافظة البصر تربی
ILSTS 029 فقط غیر ان اختبار النقص

معنویا لجمیع الحاصل في الخلط الالیلي لم یكن 
المدروسة.البادئات
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Abstract: The current study was conducted in the laboratory of Dr. Talib Ahmed
Jaayid Molecular Genetic, College of Agriculture, University of Basrah. After
collecting blood samples from the Iraqi buffalo in the provinces of Basrah (30
samples), DhiQar, Maysan and Najaf (25 samples each), bringing the total samples to
105 samples. The study aimed to study the genetic diversity of the Iraqi buffalo
through microsatellite technique (PCR-STR). Primers of PCR-STR technique were
ILSTS005, ILSTS029 and ILSTS072. After analyzing the results of the three
technologies it can be summarized as follow: All STR markers (ILSTS005, ILSTS029
and ILSTS072) have been amplified in all buffalo samples of all studied areas.
Observed allele numbers were 21, 22 and 21 alleles for markers respectively with a
total of 63 alleles. The marker ILSTS005 gave highest number of observed alleles in
Dhi-Qar (21), Najaf (20) and Maysan (17). Whereas, the marker ILSTS029 showed
less number of observed alleles at Maysan province (9 alleles). Allele frequencies
ranged from 0.02 to 0.32 for all markers and provinces. Shared alleles between Basra
and Dhi-Qar, Basrah and Maysan, Basrah and Najaf, Dhi-Qar and Maysan, Dhi-Qar
and Najaf, Maysan and Najaf were 25, 27, 30, 22, 33 and 33 alleles. Special allele
mean frequency of studied population was 0.048. While gene flow after adjusted for
sample size of each province was 2.25 alleles. Range of missing allele frequency for
all studied areas was 0.000-0.099.Range of heterozygosity percent was 80-100%,
whereas homozygosity % was 0-20%. All Fis values of studied markers in all
provinces were significant except the marker STR072 in Dhi-Qar province which was
no significant. This result reflected the absence of inbreeding in all areas and there
was no significant deficiency in genetic variation.


