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 الملخص 

مف الواسمات الجزيئية الميمة في دراسة البصمة الوراثية والتنوع  AFLPتقنية التعدد الشكمي لأطواؿ القطع المضخمة 
المقطوعة بإنزيمات التحديد والمضخمة بواسطة  DNAالوراثي، وىذه التقنية تعتمد عمى الكشؼ عف حزـ الحمض النووي 

عديد الأكلارامايد  ، حيث يمكف فصؿ الحزـ بطريقة اليجراف الكيربائي ومشاىدتيا عمى ىلاـPCRتفاعؿ البممرة المتسمسؿ 
ىذه الدراسة اىستعراضية تعطي معمومات  .أو بواسطة الطرؽ الحديثة المعتمدة عمى الخاصية الشعرية وصبغات الفمورسنت

 آلية عمميا مع التطرؽ إلى مزاياىا وعيوبيا. تطبيقاتيا و عف فكرة الواسمة و

 التحديد و البادئات الإنتقائية.التنوع الوراثي، الواسمات الجزيئية، إنزيمات  :مفتاح الكممات

  المقدمــة

القطع بواسطة عمى تعتمد  التي مف الواسمات AFLPتعتبر تقنية التعدد الشكمي لأطواؿ القطع المضخمة 
الحمض  مف الكافية الكمية عمى الحصوؿ يؤمف إنزيمات التحديد ثـ التضخيـ بواسطة المدوّر الحراري، الذي

 في حالة ضرورية كانت التي المشعة بالنيوكميوتيدات الوسـ لعممية الحاجة دوف ومقارنتو لدراستو DNAالنووي 
 Zabeau. تـ اختراع أساس ىذه التقنية عف طريؽ (1995آخروف، و  Vosلوحده ) الأنزيمي اليضـ استخداـ

كتب ـ مف الم1993الزراعية بيولندا ومُنِحا عمييا شيادة براءة سنة  Wageningenمف جامعة  Vosو
، تـ (ـ1995)وآخروف سنة  Vos(، ثـ صدر بحث لػ Vos ،1993و  Zabeauبي لبراءة الاختراعات ) و الأور 

 .DNAواستخداميا كبصمة وراثية لمحمض النووي  AFLPفيو تفصيؿ تقنية 
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 RAPD الػو  RFLPعمى فكرة دمج مزايا نوعيف مف الواسمات الجزيئية وىما واسمة الػ AFLPوتعتمد واسمة 
(Jonah  2011آخروف، و)  مما يتيح الحصوؿ عمى أكبر عدد مف التباينات الشكمية والذي ىو ناتج بالأساس

مف عممية قطع الحمض النووي إلى قطع متعددة الأطواؿ والأشكاؿ وذلؾ بواسطة إنزيمات التحديد بناءً عمى 
فس التجربة مما يمنح ىذه إضافة إلى إمكانية الحصوؿ عمى نفس النتائج عند تكرار ن RFLPفكرة واسمة 

الواسمة صفة الثبات وىي مف المميزات الميمة في دراسة التحميؿ الوراثي لمكائنات الحية، كما أف فكرة واسمة 
RAPD  تقوـ بعممية تضخيـ ىذه القطع المتباينة في وقت قصير وبكميات كبيرة عف طريؽ تفاعؿ البممرة

 والدقة. مما يمنح ىذه الواسمة السرعة PCRالمتسمسؿ 

متضاعفة بواسطة بادئات خاصة باليضـ التحديدي  DNAتنتج ىذه التقنية قِطعاً مف الحمض النووي 
Restriction digestion  د دراستو وبالاعتماد عمى اختلاؼ ترتيب النيوكميوتيدات تعطي الجينوـ الكائف المر

ىذه التقنية البصمة الوراثية لأى كائف حي ومف أي مصدر دونما حاجة مسبقة لمعرفة تتابعات حمضو النووي 
DNA وقراءة البيانات بيذه الطريقة تعتمد عمى مبدأ وجود أو عدـ وجود مواقع الجينات بدلًا مف تحديد موقعيا ،

عمى  Adaptorsو طوليا، حيث تعتمد الطريقة عمى ىضـ الحمض النووي بإنزيمات التحديد وربط ملائمات أ
لكؿ توليفة بادئات  Fragmentقطعة  100ثـ مضاعفة تمؾ القطع ويمكف تضخيـ أكثر مف  DNAقطع 

لمستخدمة، وتمثؿ مستخدمة في الإختبار، وبذلؾ يتـ الحصوؿ عمى معمومات واسعة جداً بحسب تعدد البادئات ا
مف إنتاج أكبر عدد  AFLPكؿ قطعة تـ تشخصييا بيذه الطريقة موقعاً جينياً مميزاً عف غيره، مما يمكف واسمة 

 (. 2012 ،؛ حسيف2006 ،)الساىوكي Polymorphismمف التعدد الشكمي 

  AFLPتقنية  قاتيتطب
في عدد كبير مف الدراسات والأبحاث، فقد استخدمت  AFLP: تستخدـ واسمة مجال النبات والحاصلات الزراعية

، وفي إنشاء خرائط الارتباط الوراثي لعدد مف الأنواع النباتية Genetic diversityفي دراسة التنوع الوراثي 
في تحميؿ الصفات الوراثية الكمية في بعض المحاصيؿ  و (،1995آخروف، و  Beckerوالمحاصيؿ الزراعية )

في تحديد مواقع مقاومة الذبوؿ الذي يسببو فيوزاريـ الأوعية  (، و1997وآخروف،  Powellالحقمية )
(Hamwieh  ،(، وفي توضيح العلاقات الوراثية بيف وضمف الأنواع النباتية المختمفة )2005وآخروفOzkan 

عزالات تحديد درجة النقاوة والتماثؿ الوراثي وتتبع الإن وفي ،(2004آخروف، و  Sasanuma؛ 2005وآخروف، 
وفي دراسة التركيب الوراثي وتحديد ، (2002آخروف، و  Oleszczukالوراثية في خطوط تيجيف نبات الشعير )

وآخروف،  Zulini؛ 2000وآخروف،  Scottاماكف الطفرات التي تميز الاختلافات بيف النسؿ في أشجار العنب )
 Populus deltoids (Wuوفي رسـ الخرائط الوراثية لبعض اشجار الغابات ومنيا شجرة الحور (، 2005

صنؼ مف نخيؿ التمر في العراؽ وقد  18في التفريؽ بيف   AFLPاستخدمت واسمة ، كما (2000وآخروف، 
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ا تـ استخداـ ، كم(2005وآخروف،  Jubraelأظيرت قدرة فائقة في تقدير العلاقة الوراثية بيف ىذه الأصناؼ )
ىذه الواسمة كذلؾ في الكشؼ عف التباينات الوراثية لنباتات النخيؿ الناتجة مف زراعة الأنسجة ومدى الاختلاؼ 

، (2003وآخروف،  Diazبينيا وبيف الآباء والتي قد تحدث بيا طفرات تجعميا غير مطابقة لمصنؼ الأصمي )
في دراسة التعبير الجنسي في الكائنات الحية وتـ  Orr (1999،)و  Griffithsكما استعمؿ ىذه الواسمة 

يمكنيا التفريؽ بيف الجنسيف خصوصاً في المراحؿ المبكرة والتي  Markersالحصوؿ عمى بعض المؤشرات 
استعممت في كما يصعب فييا التفريؽ وىذا يوفر عمى الباحثيف في مجاؿ التربية والتيجيف وقتاً وجيداً كبيريف، 

، وفي التعرؼ عمى المؤشرات (Yapwattanaphun ،2015و  Dorjiراثي في الحمضيات )دراسة التبايف الو 
، وفي دراسة الإختلافات الوراثية (2015وآخروف،  Ipekالوراثية المصاحبة لبعض صفات ثمار الزيتوف )

 (.2012لنباتات الزينة )حسيف، 

واكتشاؼ الأمراض في أوقات مبكرة مف : إف مراقبة صحة النبات مجال الكائنات الدقيقة والأمراض النباتية
الأمور الميمة التي تقمؿ مف الخسائر وتعتبر الواسمات الجزيئية المعتمدة عمى تضخيـ الحمض النووي مثؿ 

مف الأدوات الأساسية والميمة في التشخيص والتعرؼ والتفريؽ بيف سلالات وأنواع كثير مف  AFLPواسمة 
 Benslimane(، و 2012خاروؼ وآخروف )(، فقد استخدـ 2015وآخروف،  Martinelliالمسببات المرضية )

عمى القمح حيث جمعت  الصدأ لمرض في تعريؼ سلالات الفطر المسبب AFLPواسمة  (2013وآخروف )
توافؽ في  AFLPمتقاربة وتـ تحديد نسبة القرابة الوراثية وأظيرت واسمة  جغرافية مناطؽ إلى تنتمي سلالات

كما تـ بواسطة واسمة المادة،  اختبارات مع التفريقية الأصناؼ فعؿ رد عمى اعتماداً  السلالات عريؼالنتائج بيف ت
AFLP  رسـ موقع المورث المسئوؿ عف مقاومة مرض الصدأ عمى الكروموسوـ وتتبعو في الجيميف الثاني

ىجيف الشعير  يف الدقيقي البياض لمرض المقاومة مورث تحديدوفي  ،(2015وآخروف،  Zhangوالثالث )
-Elولمتفريؽ يف أنواع الفيوزاريوـ المسبب لمرض عفف الجذور في نبات القمح )(، 2002)السيد وآخروف، 

Khalifeh  ،واسمة  (.2009وآخروفAFLP  ًدراسة الفروؽ بيف سلالات البكتيريا وذلؾ  فياستخدمت أيضا
سلالة مف  147كما تـ التعرؼ عمى ، (2010وآخروف،  Karahanلمعرفة المناسب منو لصناعة الأجباف )

وآخروف،  Janssenوىي تفيد في مجاؿ عمـ الأوبئة ) AFLPا تتبع لنفس النوع عف طريؽ واسمة يالبكتير 
1996). 

عمى نطاؽ واسع في دراسة التبايف الوراثي وشجرة  AFLP: تستخدـ واسمة والإنتاج الحيواني مجال عمم الحيوان
الثدييات بنسبة أقؿ، حيث تمكف  في الأنواع الحيوانية و متالنسب في النباتات ولكنيا استخد

Dasmahapatra  نوع مف حيوانات الفقمة )أسد البحر(، وتحصموا عمى  23مف دراسة (، 2009آخروف )و
بايف بيف ىذه الأنواع ورسـ شجرة القرابة بيف الأنواع وداخميا، كما مؤشر يمكف مف خلاليا التعرؼ عمى الت 310



 المير والبكوري                                                                                                      76
 

 
 (0134مجلة المختار للعلوم، المجلذ الواحذ والثلاثون، العذد الأول )

(، وفي دراسة 2012آخروف، و  Hodaاستخدمت في دراسة التنوع الوراثي لسلالات الماعز في البانيا )
(، وفي رسـ 2007آخروف، و  Negriniالإختلافات بيف سلالات الأبقار الأوربية عف طريقة البصمة الوراثية )

(، وفي دراسة التنوع الوراثي 1999آخروف، و  Caetanoetالجينية في بعض سلالات الخيوؿ ) الخرائط
(، كما تـ استخداـ البصمة 2008آخروف، و  Gaoلسلالات الدواجف الصينية ومقارنتيا مع السلالات الفرنسية )

 Wangدونيسيا )في دراسة التبايف الوراثي بيف نوعيف مف الأسماؾ في ان AFLPالوراثية بواسطة واسمة 
 Raoتـ استخداميا كمؤشر لمتعرؼ عمى الجنس في بعض سلالات الأسماؾ الصينية ) (، و2000آخروف، و 
 (.2012آخروف، و 

 AFLPالخطوات الأساسية لتقنية 

 DNAعممية استخلاص الحمض النووي . 1
( Solé ،2003أف يكوف الحمض النووي المستخمص ذو تركيز عالي ودرجة نقاوة جيدة ) AFLPحيث يمزـ لتقنية 

والتي مف أجميا يتـ اختيار طريقة الاستخلاص المناسبة لمكائف المراد دراستو ولمجزء الذي تؤخذ منو العينية حتى 
لاستخلاص  توجد عدة طرؽنتحصؿ عمى الحمض النووي بالمواصفات المطموبة مف التركيز والنقاوة، عمماً بأنو 

الحمض النووي مف انسجة الكائف الحي سواءً كاف نباتاً أو حيواناً أو مف الكائنات الدقيقة ولكؿ طريقة استخلاص 
تعتمد عمى إنزيمات القطع وعمى تفاعؿ  AFLPتوجد محاليؿ كيميائية تختمؼ عف الطريقة الأخرى، وبما أف واسمة 

آخروف، و  Benjakمى انزيـ البناء، فقد تتأثر نتائج الواسمة تبعاً لطريقة الإستخلاص )البممرة المتسمسؿ والذي يعتمد ع
2006.) 

 DNAعممية تقطيع الحمض النووي . 2

نوعيف مختمفيف مف إنزيمات القطع أو التحديد، والتي تعزؿ مف عدة انواع مف البكتيريا، حيث  باستخداـوذلؾ 
تستخدميا كوسيمة لمدفاع عف نفسيا حيف تياجميا الفيروسات، فتقوـ ىذه الإنزيمات بالتعرؼ عمى تتابعات 

يوكميوتيدات المتجاورة في محددة عمى الحمض النووي وتكسر الأواصر الفوسفاتية ثنائية الاستر التي تربط الن
حيث لكؿ إنزيـ قطع موقع محدد عمى شريط الحمض النووي فينتج عف ذلؾ  ،الموقع المحدد التي تعرفت عميو

 .يؿ ميمة لصقيا مرة أخرى مع التتابعات المتممة ليا في مرحمة المحاـالقطع نيايات لزجة  لتسّ 

 Frequentديد احدىما يمتاز بالقطع عالي التكرار نوعيف مف إنزيمات التح AFLPويستخدـ في تقنية واسمة 

Cutter  حيث يحدد أو يقطع أكبر عدد مف القطع وىو إنزيـMseI  قواعد  4لأنو يقطع في تتابعات قصيرة وىي
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ويحدد أقؿ عدد مف القطع لأف يقطع في  Rare Cutterالأخر يتخصص بالقطع قميؿ او نادر التكرار الإنزيـ و 
مرتبة احتمالية  6( وبالتالي إحتمالية وجود ىذه القواعد الػ 1قواعد، كما في الشكؿ رقـ ) 6تتابعات أطوؿ وىي 

 EcoRI (Solé ،2003.)قميمة، وىو إنزيـ 
 
 

 
 
 

 

نزيـ التحديد  6المتخصص في  EcoRIاماكف قطع أنزيمي التحديد  .1شكل   قواعد فقط. 4المتخصص في  MseIقواعد، وا 

بعض الأجناس أو الأنواع  AFLPوغيرىا، وذلؾ لكي تناسب تقنية واسمة  PstIقد تستعمؿ إنزيمات أخرى مثؿ 
(، 2006وآخروف ) Gustavoكما ذكر  TruIIويستعمؿ بدلًا منو  MesIالأخرى، فمثلًا يتـ تغيير إنزيـ التحديد 

وآخروف  Masumuكما قاـ بذلؾ  Bgl II ويستعمؿ بدلًا منو MesIفي تجربة عف النحؿ كما يمكف أف يتـ تغيير 
 (، في تجربة عف الصفات الوراثية لطفيميات مسببة للأمراض تصيب الأبقار وغيرىا مف الحيوانات.2006)

صغير والتي  جزيئي وزف ذات ينتج عنو قطع صغيرة متباينة MseIالإنزيـ الذي يحدد عدد كبير مف القطع 
ناسب في عممية الفصؿ عمى اليلاـ بينما الإنزيـ الذي يحدد عدد بدورىا تتضخـ بصورة جيدة وتعطي حجـ م

وفي ىذه المرحمة يتـ  .(Solé ،2003)نسبياً يقمؿ مف عدد القطع المضخمة  والكبيرة EcoRIقميؿ مف القطع 
 عممية نياية في أي يتـ تقطيعو بواسطة الإنزيمات المضافة، فنتحصؿDNA اجراء ىضـ كامؿ لمحمض النووي 

فقط، وتكوف نيايتي القطعة مف  الأوؿ بالأنزيـ التحديد عف الناتجة تمؾ القطع، مف أنواع ثلاثة عمى اليضـ
% مف مجموع قطع الحمض 90وىو انزيـ عالي التكرار وتشكؿ MseI/ MseIالجيتيف مقطوعة بإنزيـ واحد 

 Levin (2008.)(، وكذلؾ 1995آخروف )و  Vosكما ذكر  DNAالنووي 

لقطع الناتجة مف القطع بالإنزيـ الثاني فقط حيث تكوف نيايتي القطعة مف الجيتيف مقطوعة النوع الثاني ىي ا
مف مجموع قطع الحمض النووي  3.5%قميؿ التكرار وتشكؿ ما يقارب   نزيـأوىو EcoRI/ EcoRIبإنزيـ واحد 

DNA (Vos  ؛ 1995آخروف، وLevin ،2008.) ف القطع بالإنزيميف معاً والنوع الثالث ىي القطع الناتجة م
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 طرفييا وتكوف القطعة بأحد Rare/Frequent Cutter Fragmentsنيايتيف مختمفتيف  الثاني أي ذاتالأوؿ و 

 MseI/EcoRIالثاني  الأنزيـ مقطع مف جزء الثاني طرفيا ومف الأوؿ مقطع الأنزيـ مف جزء تمثؿ نيوكميوتيدات
، (Levin ،2008؛ 1995آخروف، و  Vos) DNAمف مجموع قطع الحمض النووي  6.5%وتشكؿ ما يقارب 

نو سيقمؿ الحاجة إلى زيادة عدد النيوكميوتيدات الإضافية لأ AFLPوىذا النوع الذي ترتكز عميو تقنية الواسمة 
لتقنية ويوفر لمبادئات المستخدمة، كما أنو يزيد مف احتماؿ وجود تبايف بيف القطع الأمر الذي يزيد مف كفاءة ا

 .(2014)أبوالجدايؿ،  أعداد كبيرة مف مؤشرات التبايف باستخداـ توليفات قميمة مف البادئات

ف استخداـ انزيميف مختمفيف في التقطيع في آف واحد يمتاز بفوائد، منيا أف الإنزيـ ذو القطع عالي التكرار ينتج إ
ومناسبة في عممية  PCRصغيرة تكوف مناسبة لعممية التضخيـ اثناء التفاعؿ البممرة المتسمسؿ  DNAقطعاً مف 

، لأنو ذو مساـ صغيرة ولا يتناسب مع القطع الكبيرة، كما اكرلامايدالفصؿ باليجراف الكيربائي عمى ىلاـ البولي 
ورىا عمى ىلاـ الفصؿ بشكؿ مسحة أف أعداد القطع المضخمة سيكوف كبير جداً ولا يمكف الاستفادة منيا لظي

طويمة، فمذلؾ يتـ تقميميا بواسطة الإنزيـ الثاني قميؿ التكرار، وينتج مف استخداـ الإنزيميف معاً في حالة ىضـ 
DNA  زوج قواعد  2000إلى  50جينوـ النبات قطعاُ بأحجاـ تتراوح مف(Vos  ؛1995آخروف، وSaunders  

نزيميف لمقطع يمكننا مف أف نوسـ أو نعمـ سمسمة واحدة مف الخيط المزدوج (، كما اف استخداـ إ2001آخروف، و 
وىذا يمنع حدوث عممية المزاوجة في اليلاـ بسبب عدـ تساوي حركة القطع  PCRفي تفاعؿ  DNAلقالب 

المزدوجة بعد التضخيـ، إضافة إلى أف استخداـ إنزيميف لمتحديد مختمفيف يعطي مجاؿ واسع لعممية تحوير 
يؿ عدد القطع المضخمة ويمكننا مف الحصوؿ عمى عدد كبير مف التباينات في البصمة الوراثية عف طريؽ وتعد

 .(1995آخروف، و  Vos)اختلاؼ التوليفات بعدد قميؿ مف البادئات 

 Adapters Ligationعممية لحاـ الملائمات . 3

قصيرة التتابعات  Adaptersحيث يتـ استخداـ ملائمات  AFLPتعتبر ىذه المرحمة أساسية في تقنية واسمة 
وتتكوف تتابعاتيا القصيرة مف جزئيف ىما التتابعات  Double strandsالنيوكميوتيدية تتكوف مف زوج مف الأشرطة 

نيوكميوتيدية وتستخدـ  20تتابعات معروفة يتـ تحضيرىا صناعياً قد تصؿ إلى  وىي Core sequenceالأساسية 
آخروف، و  Vosفي المدوّر الحراري ) PCRكتتابعات متممة لمبادئة في عممية التضخيـ عف طريؽ تفاعؿ لاحقاً 
يتـ لصؽ أو لحاـ ىذه الملائمات بواسطة أنزيـ و  (.2رقـ ) ثـ التتابعات المكممة لأنزيـ القطع كما في الشكؿ (،1995
، وبناء (Solé ،2003) إلى طرفي القطع الميضومة وذلؾ لتييئتيا إلى عمميات التضاعؼ اللاحقة Ligationالمصؽ 

 لزجتيف منزوعتي الفوسفات، عميو فالملائمة محددة ومعروفة التتابع وذات نيايتيف
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 الأساسية والمكممة لإنزيمي القطع. ومكوناتيما مف التتابعات MseIوالملائمة  EcoRIالملائمة  .2شكل 

. في الغالب عممية MseIأو  EcoRIلزجتيف منزوعتي الفوسفات، تتوافؽ مع تتابعات موضع إنزيـ القطع سواء 
ثـ عممية لحاـ الملائمات مع قطع  MseIأو  EcoRIالقطع والمحاـ، أي قطع الحمض النووي بإنزيمي القطع 

اعؿ واحد، وينتج عف عممية لحاـ الملائمة مع قطع الحمض النووي الحمض النووي المحددة، تحدث في تف
المحددة تغيير في تتابعات موقع القطع وذلؾ لمنع إنزيـ القطع مف إعادة قطع الحمض النووي مرة أخرى بعد 

 . (Solé ،2003) عممية لصقيا ولحاميا مع الملائمة

الذي يتصؼ  DNA Ligaseالحمض النووي  عمى فعالية انزيـ لحاـ DNAوتعتمد عممية لصؽ أو ربط قطع 
عف طريؽ اعادة بناء الاواصر الفوسفاتية ثنائية  DNAبقابميتو عمى لحـ الكسور في العمود الفقري لجزئية 

لإحدى  3-في النياية  OHوذلؾ بيف مجموعة الييدروكسيؿ  Phosphate diester bondsالاستر
ذلؾ لربط سمسمة واحدة مف  لمنيوكميوتيدة المجاورة و 5-النياية في  -PO4النيوكميوتيدات ومجموعة الفوسفات 

الذي يقوـ بمؿء الفراغ  Tap DNA polymeraseالشريط أما السمسمة الثانية فتربط نتيجة لنشاط انزيـ البممرة 
 .(2014)أبوالجدايؿ، المجاورة  DNAالحاصؿ بيف قطع المكيفات وسمسمة 

  Preamplificationمرحمة التضخيـ التمييدي . 4

التي تـ تحديد نيايتيا بإنزيمي القطع المختمفيف وربطت  DNAفي ىذه الخطوة يتـ تضخيـ قطع الحمض النووي  
ويستخدـ فييا  PCRمع الملائمات المتوافقة معيا باستخداـ المدوّر الحراري وعف طريؽ تفاعؿ البممرة التسمسمي 

الملائمة المعروفة مسبقاً بالإضافة إلى تتابعات مكممة  بادئات خاصة تحتوي عمى تتابعات مكممة لتتابعات
 (.Solé ،2003)لموقعي القطع الإنزيمي 
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التي لا تتوفر فييا شروط القطع والالتحاـ  DNA وتكمف اىمية ىذه المرحمة في استبعاد قطع الحمض النووي
الحجـ والناتجة )عمى الأرجح( مف لعدـ وجود مواقع الارتباط بيا مف مزيج التفاعؿ وكذلؾ استبعاد القطع صغيرة 

% مف العدد الكمي الناتج مف عممية التقطيع، وذلؾ مف خلاؿ استخداـ 90إنزيـ القطع عالي التكرار التي تشكؿ 
لاف البادئات الملائمة ليذه القطع تتطمب درجات  High Annealing Temperature درجة حرارة التحاـ عالية

ذات الاحجاـ الأكبر وبذلؾ تكوف القطع  DNA التحاـ البادئات الملائمة لقطعالتحاـ واطئة وىي أقؿ مف درجة 
 (.2014أبوالجدايؿ، ؛ 1995آخروف، و  Vos)الصغيرة أقؿ كفاءة مف الالتحاـ مقارنة بالقطع الأخرى 

زالة القطع ذات النياية   وذلؾ بإضافة   MseI/MseIيمكف استخداـ خطوة إضافية لتنقية الحمض النووي وا 
ثـ يتـ جذبيا بواسطة  Biotinylationوتسمى العممية  EcoRIالبايوتيف إلى بروتيف الحمض النووي لملائمة 

ويتـ التخمص مف  EcoRIفيتـ جذب القطع التي تحوي عمى  Streptavidin beadsحبيبات الستربتافيديف 
يدي، الذي يسمح بالإختيار (، وتعرؼ ىذه الخطوة بمرحمة التضخيـ التمي1995وآخروف،  Vosالقطع الأخرى )

ضافة إلى تتابعات الملائمة يتـ زيادة قاعدة نيوكميوتيدية  الأوؿ لمقطع بواسطة الملائمات المختمفة مف الجيتيف وا 
ذا أضيفت قاعدة واحدة لمبادئتيف يقمص  واحدة لمبادئة، والتي تسبب في تقميؿ عدد القطع المضخمة إلى الربع، وا 

 عدد القطع المضخمة إلى 
 4096قواعد لكؿ بادئة يتقمص عدد القطع المضخمة بمقدار  3بإضافة  ، و⁄  

زوج قواعد  فعند التحديد أو  910فإذا كاف جينوـ الكائف الحي يحتوي عمى  (،Cordes ،2004و  Liuضعؼ )
معاً  MseIمع  EcoRIقطعة، وحينما يقطع بالإنزيميف  250000يعطي ما يقارب  EcoRIالتقطيع بإنزيـ 

ذا تـ إضافة  500000يعطي ما يقارب  قواعد لمبادئة فسوؼ يكوف عدد القطع الناتجة ما يقارب  3قطعة، وا 
 (، وذلؾ لأنو في ىذه المرحمة تكوف أعداد قطعCordes ،2004و  Liu) 4096\50000قطعة أي  122

DNA المراحؿ الحساسة والتي تتطمب  كثيرة جداً وخصوصاً في جينوـ الكائنات الراقية. وتعتبر ىذه المرحمة مف
نزيـ البممرة وكذلؾ PCR ظروؼ مثمى مف تفاعؿ ب. ولذلؾ يمكف عمؿ عدة القال DNA وتركيز البادئات وا 

، Solé؛ 2014بتراكيز مختمفة ليذه المواد بغية الحصوؿ عمى التركيز الأمثؿ ليا )أبوالجدايؿ، تفاعلات و 
لحمض النووي، القطع، المحاـ بالملائمات، والتضخيـ التمييدي . الخطوات الأربع السابقة )إستخلاص ا(2003

، Solé)% 1.6بالبادئات مع زيادة قاعدة نيوكميوتيدية واحدة( يمكف مشاىدتيا عمى ىلاـ الآجاروز بتركيز 
 (.3كما ىو موضح في الشكؿ رقـ )( 2003
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الحمض النووي بعد ( ب .DNAاستخلاص الحمض النووي ( أ :%1.6يظير عمى ىلاـ الآجاروز بتركيز . 3شكل 
عممية ( ج لمقطع ذات الوزف الجزيئي الصغير.والمحاـ، ويلاحظ الكمية الوفيرة  MseIو  EcoRIعمميتي القطع بإنزيمي 

 زوج قواعد مع مؤشر لامبدا. 800إلى  100التضخيـ التمييدي ويظير جز مف القطع المضخمة عمى ىيئة مسحة مف 
عمى مرحمتيف، المرحمة الأولى وتسمى  PCRالكائنات الراقية ذات الجينوـ الكبير يكوف التضخيـ بواسطة 

نانوجراـ مف البادئتيف  30التضخيـ التمييدي ويستخدـ فيو بادئتيف يضاؼ إلييما نيوكميوتيدة واحدة فقط ويستعمؿ 
بعد ىذه الخطوة )خطوة التضخيـ التمييدي( الناتج  معاً ولا يتـ توسيـ البادئات بالمواد المشعة في ىذا التضخيـ،

 8( pHبدرجة حموضة ) EDTAممي موؿ  0.1مع  Tris-Hclممي موؿ  10مرات بواسطة  10يخفؼ 
ويستخدـ الناتج أو القالب في تفاعؿ التضخيـ الثاني )التضخيـ الإنتقائي( ويكوف التضخيـ الإنتقائي مثؿ 

 .(1995آخروف، و  Vos)يدات في البادئة نيكميوت 3التضخيـ التمييدي بزيادة 

 Selective Amplificationمرحمة التضخيـ النيائي أو التضخيـ الإنتقائي . 5

ويتـ في ىذه المرحمة  Polymorphismاليدؼ مف ىذه الخطوة ىو حصر مستويات التبايف أو التعدد الشكمي 
تتابعات البادئات التي تستخدـ في التضخيـ وبالتالي مف  ’3قواعد نيوكميوتيدية عشوائياً في النياية  3إضافة 

نيوكميوتيدات إضافية(   3تتكوف البادئة مف )تتابعات الملائمة الأساسية + تتابعات موضع قطع الإنزيـ + 
(Solé ،2003)( 4. كما ىو موضح في الشكؿ رقـ.) 
  
 
 
 

 نيوكميوتيدات اضافية 3تتابعات موضع قطع الإنزيـ ثـ البادئة تتكوف مف تتابعات الملائمة الأساسية، ثـ  .4شكل 
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في خميط التفاعؿ في ىذه المرحمة يكوف كبير العدد عمى الرغـ مف محاولات  DNAإف قطع الحمض النووي 
مرات تعتمد عمى  10تقميميا في المراحؿ السابقة فينصح بتخفيؼ نواتج المرحمة السابقة إلى حد قد يصؿ إلى 

قدار حجـ جينوـ الكائف المراد دراستيا وذلؾ لتقميؿ عدد نسخ كؿ قطعة، ومف ثـ القياـ بعممية عدة عوامؿ منيا م
اعتمادا عمى  rare/frequent fragment endsانتخاب ومضاعفة قطع الحمض النووي مختمفتي الطرفيف 

تراوح عدد ( ويSolé ،2003؛ 2014نفس الاسس التي اعتمدت في مرحمة التضاعؼ التمييدي )أبوالجدايؿ، 
(، وقد 2008آخروف،  و Agarwalحزمة ) 100إلى  50الحزـ الناتجة مف استعماؿ زوج مف البادئات مف 

النيوكميوتيدات التي تضاؼ إلى البادئة  (، ومف المعموـ أف1999آخروف، و  Savelkoulحزمة ) 200يصؿ إلى 
 (.5وكذلؾ يقمؿ مف عدد القطع المقطوعة المضخمة كما في الشكؿ رقـ ) تجعؿ التضخـ أكثر إنتقائية

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 (1995آخروف،  و Vos)عممية القطع بإنزيمي التحديد ثـ عممية لحاـ الملائمة ثـ التضخيـ الإنتقائي نقلًا عف  .5شكل 

لننتقي مف بيف ىذا الكـ مف القطع ما ىو ملائـ ليا مما  PCRويضاؼ زوج مف البادئات في كؿ تفاعؿ 
( يوضح عممية القطع بإنزيمي التحديد ثـ عممية لحاـ 5يؤدي إلى تقميؿ عدد القطع المتضاعفة، الشكؿ رقـ )

انتخاب اري يمعب دوراً ميماً في تقميؿ و برنامج التضخيـ في جياز المدوّر الحر  .الملائمة ثـ التضخيـ الإنتقائي
وفي تمييز وانتخػاب القطػع المرغوبة وذلؾ عف طريؽ درجة حرارة التصاؽ  DNAع الحمض النووي قط

درجة مئوية والتي تناسب ارتباط  65رفع درجة الالتحاـ إلى بالبادئات بقالب الحمض النووي ويتـ ذلؾ 
 ولية أؿ دورة البادئات بالقطع الكبيرة مما يؤدي إلى إقصاء قطع الحمض النووي الصغيرة وذلؾ مف خلا
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First cycleفي برنامج الػPCR لكؿ دورة في الدورات  0.7، ثـ يتـ خفض درجة حرارة الالتحاـ بمعدؿ
درجة مئوية والتي ستؤدي إلى  56اللاحقة وىي الثانية وحتى الدورة الثالثة عشر حتى تصؿ إلى درجة حرارة 

الناتجة مف إنزيـ القطع قميؿ  DNAض النووي استبعاد القطع الكبيرة جداً والتي تمثؿ معظميا قطع  الحم
التكرار في خميط التفاعؿ حتى نصؿ إلى انتخاب القطع الاكثر تنافساً مع البادئيف المستخدميف وىي عادة 
تكوف القطع ذات الطرفيف الناتجيف مف فعؿ إنزيمي القاطع، أما المرحمة الأخيرة مف التضاعؼ فتتـ مف خلاؿ 

، كما اف عممية اختيار البادئة المناسبة والتي 56ػوف فييا درجة الالتحاـ واحدة ىي تك و 36إلى  14الدورة  ْـ
يتـ فييا تغيير القواعد الإضافية الثلاثة الأخيرة بعدة توليفات حتى يتـ اختيار التوليفة الانسب لمكائف المراد 

تحدد عدد ونوعية القطع  دراستو في التجربة إضافة إلى دقة تركيز البادئات مف العوامؿ الميمة التي
 .(Solé ،2003؛ 2014أبوالجدايؿ، ؛ 1995وآخروف،  Vos)المتضخمة 

(، غالباً ما يتـ توسيـ بادئة 2011آخروف، و  Jonahوفي بعض الأحياف يتـ توسيـ أو ربط البادئة بمادة معممة )
EcoRI  رؤية القطع المحددة فقط بإنزيـ مف خلاليا والتي يمكفEcoRI ولا يمكف مشاىدة القطع ذات النياية ،

MseI/MseI  في عممية فصؿ القطع عف طريؽ اليجراف الكيربائي، ويمكف مشاىدة نتائج التضخيـ وتباينات
المقطوعة والمضخمة والتي غالباً ما تكوف ذات وزف جزيئي صغير قد لا يتجاوز  DNAحزـ الحمض النووي 

ـ الرحلاف الكيربائي عمى ىلاـ البولي أكرلامايد وصبغو بنترات باستخدا Base pairزوج مف القواعد  500
الفضة بدلًا مف ىلاـ الآجاروز لأنو ذو مساـ صغيرة تتناسب مع صغر حجـ الحزـ المقطوعة ذات الوزف 
الجزيئي الصغير، كما يمكف استخداـ صبغة الفموريسنت لصبغ أحدى البادئات وفي الغالب تستخدـ بادئة 

EcoRI دئة معممة لتكوف باLaballed وفي طريقة الخاصية الشعرية يمكف مشاىدة تباينات الحمض النووي أو ،
( وكؿ قمة في الشكؿ تقابؿ حزمة في عممية 6القطع المحددة عمى ىيئة قمـ ومنحنيات كما في الشكؿ رقـ )

قاعدة زوجية  500إلى  30اليجراف الكيربائي بطريقة البولي اكلارامايد العادي كما يكوف مدى الحزـ مف 
(Solé ،2003.) 

 AFLPالسيادة والسيادة المشتركة في واسمة 

وىي عدـ التفريؽ بيف التركيب  Dominantمثؿ السيادة  AFLPكما يمكف التغمب عمى بعض عيوب واسمة 
 عف طريؽ  Codominantذلؾ عف طريؽ تحويميا إلى سيادة مشتركة  و Aaوغير المتماثؿ  AAالوراثي المتماثؿ 

(، أي التحكـ في كمية نواتج تفاعؿ البممرة المتسمسؿ ولكنيا قد تبقى 2010وآخروف،  Gortشدة كثافة الحزمة )
عرضة لبعض الأخطاء نتيجة لمتبايف في القياسات، كما يمكف ذلؾ عف طريؽ الإستدلاؿ بقياس الكثافة الضوئية 

(Optical Density OD)  ف الحزمة المتماثمة وراثياً لحزمة الحمض النووي عمى اليلاـ حيث تكو
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Homozygous  أكبر في الكثافة الضوئية مف الحزمة غير المتماثمة Heterozygous (Piepho  وKoch ،
2000.) 

 تحميل النتائج
تعتمد طريقة تحميؿ نتائج دراسة العلاقات الوراثية عمى وجود أو غياب الحزـ الناتجة مف تضاعؼ قطع معينة 
مف الجينوـ وعمى الوزف الجزيئي لتمؾ الحزـ التي تعتمد عمى الأعداد والمواقع المكممة لتسمسلات البادئات عمى 

 (. 2012 يتـ إىماؿ الحزـ الخفيفة جداً )حسيف، القالب، و  DNAشريط 

والتي تكوف عادةً ناتجة مف ظيور بعض  Intensityأما التبايف المعتمد عمى الاختلافات في شدة تألؽ الحزـ 
الحزـ المتضاعفة معاً في نفس الوزف الجزيئي فتظير عمى شكؿ حزمة سميكة واحدة وىي في الحقيقة أكثر مف 

حيث يتـ فيو  Homozygozityؿ الوراثي وقد تكوف ناتجة مف حالة التماث Comigrating bandsحزمة 
الموقع عمى الأليؿ الآخر وبما أنيا بنفس الوزف الجزيئي لذلؾ تتجمع القطع المتضاعفة في تمؾ  نفس عؼتضا

  معا، المواقع

     باستعماؿ  DNAفصؿ حزـ الحمض النووي ( ب باستعماؿ صبغة نترات الفضة. DNAفصؿ حزـ الحمض النووي  (أ.  6شكل 
 باستعماؿ الخاصية الشعرية وتظير الحزـ عمى ىئية منحنيات. DNAفصؿ حزـ الحمض النووي ( ج صبغة الفمورسنت.        
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اليدؼ مما يؤدي إلى  DNAالقالب والذي يؤدي إلى تكرار عدد نسخ  DNAوقد يحتمؿ أف يكوف لزيادة تركيز
ب تحديده لأنو يكوف مف الصع DNAمض النووي تضاعؼ نفس الموقع أكثر مف مرة، وبما أف التركيز الدقيؽ لمح

 (.2012مذلؾ لا يمكف استخداـ الاختلاؼ في سمؾ الحزـ الناتجة كمقياس لمتبايف الوراثي )حسيف، فيتأثر بعدة عوامؿ 

لمعينات  DNAفي جدوؿ خاص اعتماداً عمى وجود أو غياب حزـ الحمض النووي  AFLPتُجمع نتائج واسمة 
وتستعمؿ برامج الحاسوب المتعددة لعممية  0ولعدـ وجودىا بالرمز  1المختمفة، حيث يرمز لمحزـ الموجودة بالرقـ 

يجاد العلاقات الوراثية ودرجات القرابة والبعد بيف الأصناؼ والأنواع الداخمة في الدراسة   (.2012)حسيف، التحميؿ وا 

 AFLPمميزات واسمة 
 Jonah؛ Cordes ،2004و  Liuالمدروس ) DNA الحمض النوويبقة بتتابعات لا تتطمب معرفة مس .3

 (.2011آخروف، و 

المميزة لكؿ فرد نتيجة لدقة  Patternsبالدقة العالية لقدرتيا عمى إظيار الطرز  AFLPتمتاز واسمة   .0
؛ 2012ظروؼ عمؿ جياز المدوّر الحراري مما جعميا مف الطرؽ المثمى لبناء البصمة الوراثية )حسيف، 

Jonah  2011آخروف، و.) 
ثبوتية مؤشراتيا حيث يمكف الحصوؿ عمى نفس الطرز مف الحزـ عند تكرار نفس التجربة )حسيف،   .1

 (.Cordes ،2004و  Liu؛ 2012

ز ىذه التقنية بإمكانية الاحتفاظ بمحاليؿ تخزف مف كؿ مرحمة عمؿ دوف الرجوع إلى تحضيرىا مرة تمتا .2
 (.2012أخرى وىذا ما يزيد مف إمكانية المناورة بتمؾ المحاليؿ ولفترات طويمة )حسيف، 

والتي يستعمؿ فييا مجموعة كبيرة مف البادئات ونتحصؿ عمى نتائج  RAPDبخلاؼ تقنية واسمة  .3
نتحصؿ عمى نتائج يمكف تكرارىا يتـ استخداـ بادئيف فقط و  AFLPوثوقة فإنو في واسمة غير م

(Vos  1995آخروف، و.) 

عمى تباينات وراثية مختمفة ومتعددة بمجرد تغيير نيوكميوتيدة  AFLPيمكف الحصوؿ في تقنية واسمة  .4
 (.1995آخروف، و  Vosأو البادئة ) واحدة في التتابعات الإضافية لمملائمة

 AFLPعيوب واسمة 

 Semagnتعتبر مف الواسمات السائدة والتي لا تفرؽ بيف الأليلات في حالة عدـ التماثؿ الوراثي ) .3
 (.2006آخروف، و 

 (.2006آخروف، و  Semagnتعدد الخطوات التي تتطمبيا التقنية حتى تصؿ إلى النتيجة النيائية )  .0
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 تفسيرىا وقد تحتاج إلى برامج لتحميميا.توفر كمية كبيرة جداً مف المعمومات والتي يصعب  .1

نانوجراـ  DNA (10إلى كمية أكبر مف الحمض النووي   AFLPتحتاج واسمة  RAPDمقارنة بواسمة  .2
 مايكروجراـ لكؿ عينة(. 10لكؿ عينة مقارنة بػ 

الحي  غيرىا أف يتـ عزؿ الكائف خصوصاً في عينات الكائنات الدقيقة مثؿ البكتيريا والفطريات وو تشترط   .3
جراءأولًا ثـ يتـ استخلاص الحمض النووي  وذلؾ لضماف عدـ اختلاط كائنات  AFLPاختبار واسمة  وا 

ليست متخصصة في تتابعات معينة لكائف معيف  AFLPحيث أف واسمة  الاختبارحية دقيقة أخرى في 
 تتعامؿ مع جميع الكائنات الحية دوف تخصص.أف مثؿ المايكروستالايت ولكنيا يمكنيا 

 Semagnيجب خمو الحمض النووي القالب مف جميع المثبطات التي قد تتداخؿ مع إنزيمات التحديد ) .4
 (.2006 ،آخروفو 

مع صبغة نترات الفضة أو طريقة الأشعة او الفمورسينت  اكرلامايدالتقنية تحتـ استعماؿ ىلاـ البولي   .5
 (.2006 ،آخروفو  Semagnإلى عمالة )تحتاج  مكمفة وأقؿ أماناً و وكميا مقارنة بيلاـ الآجاروز تعتبر 

 الخلاصة

نشاء الخرائط  AFLPتعتبر واسمة  مف الواسمات الجزيئية الميمة في دراسة البصمة الوراثية، والتنوع الوراثي، وا 
و  RFLPالوراثية لمعديد مف الأنواع النباتية والحيوانية وكذلؾ الأحياء الدقيقة، فيي تجمع بيف تقنيتيف ىما 

RAPD أنيا تمتاز بالدقة العالية مع ثبوت المؤشرات عند تكرار التجربة ولا تحتاج إلى معرفة مسبقة ، كما
بالتركيب الوراثي لمكائف المراد دراستو، إلا أف خطواتيا متعددة وطويمة ولا تفرؽ بيف الأليلات في حالة عدـ 

 التماثؿ الوراثي.

 المراجع
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Abstract  

Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) is one of the most important molecular 
marker techniques which is used for fingerprinting and genetic diversity study, AFLP based 
on detecting of DNA fragments which are digested by restriction enzymes then amplified by 
polymerase chain reaction PCR, the fragments are visualized on polyacrylamide gels or by 
using fluorescent detection in capillary systems. This article provides a detailed review for 
principles, methodologies, applications, advantages and limitations of AFLP.  
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