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 DNA  ـلل لنوعيةوا الكمية الاختبارات

 .والمعقم المقطر بالماء والمذاب المستخلص DNA ال على الاختبارات تجرى
 :والتحاليل الاختبارات من نوعين هناك
 كمية اختبارات 1-
 :وتتضمن نوعية اختبارات -2

a   .نقاوة اختبارات 
. b فيزيائية( ةالمستخلص الجزيئات سلامة اختبارات(. 
 :الكمية لاختباراتا 1-

 :لمعرفة وتهدف
 جهةاز باسةتخدام دقيقةة بطةر  ذلة  ويةتم النباتيةة المةادة مةن معينةة كميةة مةن المسةتخلص DNA ال كميةة 1- 

 الةرلالان بعمليةة (الآغةاروز هلامةة علةى DAN ال عينةات تمريةر خةلال مةن تقريبيةة بطريقةة أو السةبكتروفوتوميتر
 ةالة كميةة بتقةدير مقارنتهةا تسةاعد المختبةرة  العينةات بملاةاذاة DNA ال مةن معروفةة كميةات وبوجةود  )الكهربةائ 

DNA بالعينة. 
 .DNAلة ا بإذابة المستخدم الماء من مكل او مل معين  لاجم ف  DNA ال تركيز  -2

 افالمطيـــ جهـــا  ســـتخ ا با المســـت مل الحجـــ  وحـــ   فـــ  DNA ال كميـــة تقـــ ير 1-
 :(Spectrophotometer)الضوئ 
 بطةول موجةة عنةد المطيةاف لجهاز القراءات أخذ يجب( التركيز (المستعمل اللاجم ولادة ف  DNA ال كمية لتقدير
 .العينة ف  النووي اللامض تركيز بلاساب يسمح وهذا (nm) نانومترا   262

 ميكروغةرام 40 وأ مل DNA /1 ال من ميكروغرام 50 وجود تعن  (1) ةالمساوي النظرية الكثافة قراءة قيمة إن 
 .مل / 1السلسلة المفرد DNA أوال RNA ال من

 :بالتال  القيام يمكن المستخلصة العينات ف  DNA ال تركيز لتقدير
 س: للقيا العينة بتجهيز نقوم بداية

 (DNA)تمديةد بنسبة أي [ الماء من ميكروليتر 1980 إلى ونضيفها DNA  ال عينات من ميكروليترا   20 نأخذ 
 بطول موجات عند OD الامتصاص قيم قراءة وأخذت بهدوء مزجت ثم ] مرة 100 التمديد عامل =ماء مل /99 
 Spectrophotometer جهةاز اسةتخدم( الضةوئ  المطيةاف جهاز ف  العينات وضع بعد را  نانومت280 و 260 
 (. DNA ال تركيز لتقدير
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 : DNA ال نقاو  تق ير -2
 عنةدها يةتم الةذي الموجةة طةول وهةو ومترا  نةان 280 الطةول ذات الموجةة عنةد الامتصةاص قةراءات أيضةا   تؤخةذ

 مةن نةانومتر 280و 260 عنةد القةراءات بةين النسةبة معرفةة تمكةن إذ البةروتين  قبةل مةن UV الاشةعة امتصةاص
 .النووي اللامض نقاوة تقدير
ذا  0.2 إلةى 1.8 بةين مةا OD280/OD260 القةراءات نسةب قةيم DNA ال مةن النقيةة الملاضةرات تمل   كةان وا 
 1.8 عةن النسةبة تقةل (القةيم هةذ  عةن تختلةف OD280/OD260 عنةد القةراءات نسةبة فةإن بالبروتين تلوث هنا 
 النوويةة الألامةاض عينةات تلةوث علةى يةدل إنة  إذ معنةى ذو اخةتلاف وهةو  ) رأكبة بةالبروتين التلةوث كةان كلمةا

 .المستخلص DNA ال نقاوة عدم وبالتال  بالبروتينات
 Electrophoresis أفق  كهربائ  رحلان عملية بوساطة لمستخلصا DNA ال سلامة وأ جو   اختبار -3
 : Agarose Gel  آغارو  هلامة ضمنو 

 هلامة باستخدام الأفق  الكهربائ  الرلالان جهاز بواسطة DNA) ال (النووي اللامض جزيئات سلامة تقدير يمكن
 الهلامةة بةأعلى) قطةع (زمكلاة الآغةاروز هلامة على تظهر النووية اللاموض إن لايث  Agarose gel الآغاروز

 الجزيئيةة الأوزان ذات الملاطمةة DNA ال جزيئةات تظهةر لاةين فة  كبيةر  جزيئة  وزن وذات سةليمة تكةون عنةدما
 وبمعاملةة UV البنفسةجية فةو  الأشةعة سةطةبوا ذلة  إظهةار ويةتم   (Smear)خلفيةة بشةكل الهلامةة على الأصغر
 لايث البنفسجية  فو  للأشعة تعرض  إثر يتوهج معقدا   مشكلا   DNA ال مع يرتبط الذي الايثيديوم ببروم الهلامة
 جةودة ذات DNA ال عينةات وتكةون الآغةاروز  هلامةة علةى الملامّلةة DNA ال كميةة مةع التةوهج شةدة تتناسةب
 طري  عن تقريب  بشكل DNA كمية ال تقدير يمكن كما فيها  Degradations تقطعات وجود عدم عند مقبولة
 بملاةاذاة توضةع الكميةة معروفةة قياسةية عينةات مةع تلاليلهةا المةراد العينةات هةذ  فة  المشةاهدة التةوهج شةدة مقارنةة
 .الهلامة ضمن المدروسة العينات

 : الآغارو  هلامة تحضير  -
 ملالةول مةل 60 إلةى Agarose آغةاروز غةرام 2.6 بإضةافة وذلة  آغةاروز  %1 تركيةز ذات هلامةة تلاضةر 1.
 علةى وتركيزهةا المسةتخدمة الهلامة لاجم يعتمد)( ) 1X TAE buffer (Tris-acetate-EDTA buffer منظم
 )المستخدم الكهربائ  الرلالان جهاز لاجم ولاسب ونوعها تلاليلها المراد " DNA "النووية الألاماض عينات عدد
 س ° 45 درجة إلى يبرد ثم دقائ  (4-2)لفترة الميكروويف ف  الغليان درجة إلى الساب  المزيج سخن. ي2
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 عدد لاسب (مناسب مشط وُيوضع لاص  ورق  بشريط الجانبين من بإغلاق  الآغاروز) صينية (قالب لاضري 3. 
 .جودتها دراسة أو فصلها المراد العينات لوضع جيوب لتشكيل) دراستها المراد العينات

 عةاتفقا تشةكل عةدم يراعى (الهلامة لتلاضير المخصصة) القالب (الصفيلاة ف  بهدوء السائل المزيج يصب  4.
 ) ذل  لادث إذا فيما إبعادها ويجب الصب  عملية أثناء هوائية

 جهةاز فة  الصةفيلاة مةع الآغةاروز هلامةة وتوضةع اللاصة  الشةريط ثةم أولا   المشةط يةزال المةزيج تصةلب بعةد  5.
 .الكهربائ  الرلالا

 شةكلوب الآغةاروز هلامةة سةطح يغطةى لاتى وذل  1X TAE منظم بملالول الكهربائ  الرلالان لاوض ملئيُ   6.
 ميليمتر. 2-1 لاوال  تفاعار  ىوعل كامل
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 :الآغارو  هلامة على DNA ال عينات تحميل
 تقةدير تةم الضوئ  المطياف جهاز قراءات على اعتمادا   (المذاب DNA ال من ميكروغرام 1 يعادل ما تلاميل يتم

 مةن مةل 9 إلةى اللاجةم أكمةل أن بعةد) المةذكورة الكميةة يعادل ما وأخذ المستعمل  اللاجم ولادة ف  DNA ال كمية
 .التلاميل سائل من ميكروليتر 1 لها وأضيف والمعقم المقطر الماء
 :فائدتان Loading buffer التلاميل سائل لملالول إن
 1 ملالةول مةن كثافة أكثر العينات يجعل فهو الغليسرول على يلاتوي أن  بماX TAE  عينةات يسةاعد وبالتةال 

 .التلاميل ءأثنا الجيب ضمن التوضع على DNA ال
 البرموفينةول أزر  لمركةب الأزر  اللةون يسةمح Bromophenol Blue التلاميةل سةائل ملالةول فة  الموجةود 

 .الآغاروز هلامة ف  DNA ال عينات لاركة بمتابعة
       مؤشةر DNA أضةيف كمةا المجةاورة  الجيةوب إلةى العينةات سةيلان تجنب تم بلايث بلاذر DNA ال عينات لمنلا

 (Marker)ال من نانوغرام 500 و 250 استخدم( معروف زيئ ج وزن ذو DNA Marker) 
-42) شةدت  تيةار عنةد الجهةاز ويشةغل للجهةاز الكهربائيةة الالكتةرودات وتُوصل الرلالان جهاز فو  الغطاء يوضع
 الةرلالان عمليةة توقةف) ولاجمهةا المسةتخدمة الآغةاروز هلامةة طةول علةى المسةتخدمة التيةار شةدة تعتمةد) واط(02

 .الهلامة نهاية قرب إلى الآغاروز هلامة على الزرقاء تصل الصبغة عندما الكهربائ 
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 :الآغارو  هلامة تلوين
 0.5 بتركيةز الايثيةديوم بروم مادة على يلاوي 1XTAE ) ملالول (التلوين سائل ف  وتغمر الآغاروز هلامة تنقل

 الهلامةة وتغسةل التلةوين سةائل يسةتبعد .آلة  هةزاز علةى الهةاد  التلارية  مةع دقيقةة 32 لمةدة (مليلتةر/ ميكروغةرام
 تصةوير جهةاز باسةتخدام وتصةور UV البنفسةجية فةو  الأشةعة منضةدة علةى توضةع ثةم ومةن دقيقتةين لمةدة بالمةاء
 .الآغاروز هلامة

 :ملالاظات
 ميةا  مةع رميهةا عةدم يجةب كمةا بهةا  العمةل عنةد قفةازات ارتةداء يجةب لةذا مسةرطنة مةادة الايثيةديوم بةروم إن -

 .العادية فالصر 
 هةذ  مةع التعامةل عنةد واقيةات اسةتعمال يجب لذا  فالمكشو  وللجلد للعين ضررا   البنفسجية فو  الأشعة تسبب -

 .الوج  لكامل قناع أو خاصة نظارات مثل الأشعة 
 

 للبوليميراز التسلسلي التفاعل

Polymerase Chain Reaction (PCR) 

 :  PCRال تفاعل مبدأ

 مقةاطع علةى تتعةرف بادئةات اسةتخدام خلال من عليها التعرف يتم DNA ال من معينة قطعة لمكاثرة تهدف تقنية

 مةن التفاعةل يةتم  مرالاةل 3 مةن مكونةة منهةا وكةل DNA ال مكةاثرة بعةدها وتبةدأ) الجةين (الجينةوم علةى لهةا مكملة

 مرالال: 5وكل منها مكونة من  32-53 نبي يتراوح الدورات من لعدد العينات تعريض خلال

 السلسلة مفرد إلى DNA ال لتلاويل :التلاطيم مرلالة 1-

 لها المكمل DNA بال البادئة لارتباط :الثانية المرلالة 0-

 .الجديدة DNA ال جزيئة لتصنيع  :الاستطالة مرلالة 3-

 DNA ال جزيئةة مةن النسة  بلايةين علةى بالنهايةة نلاصةل ملاةددة زمنيةة ولفتةرة معينةة لاةرارة بدرجةة مرلالةة كةل تةتم

 .والمتماثلة المختارة
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   imers: Pr البا ئات

 نوع لاسب يختلف  نيكوليوتيد 23- 10 بين الجزيئ  وزنها يتراوح  مصنعة  السلسلة الاادية  DNA ال من قطعة

 DNA ال بمكةاثرة يسةمح ممةا الفةرد  مجةين علةى لهةا مكمةل نيوكليوتيةدي مقطةع علةى تتعةرف المسةتخدم  المؤشةر

 . الجزيئات بلايين على واللاصول البادئتين بين الموجود

 :وتي اتالنيوكلي

 مةن الجديةدة السلسةلة لتصةنيع تسةتخدم التة  البنةاء الاجار ه  الت  النيوكليوتيدات وجود من بد لا التفاعل لإنجاز

 . DNA ال

 : polymerase  Taq DNAالتكثيف أن ي 

 م  100 لاتى اللارارة درجة ويتلامل اللاارة  الينابيع ف  تعيش Thermophilus aquatica بكتريا من يستخلص

 اعتمادا    ' 3 الى ' 5 من بالاتجا  النيوكليوتيدات تكثيف طري  عن DNA ال من جديدة جزيئات بتصنيع يقوم

 .للبوليميراز التسلسل  التفاعل ف  يستخدم القالب  DNA ال جزيئة على

  RAPD : Random Amplified Polymerphic DNAال تقنية

 على ترتبط  اتدنيوكليوتي 12 من مكونة والادة ادئةب باستخدام DNA ال من قطعة مكاثرة على تعتمد تقنية

 .الجديدة DNA ال جزيئات تصنيع عملية أدتب بعد  ومن DNA ال سلسلت 

 :خصائصها

 .متخصصة وغير شمولية بادئات تستخدم 1-

 .نيوكليوتيدات10 من مكونة قصيرة مفردة  فيها البادئات2-

  bp 300-3000 من جزيئ  وزن ذات DNA  ال من قطع تعط  3-

 .الجين ف  عشوائيا موزعة مناط  على تتعرف 4-
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 .الوراث  التنوع وكذل  الجزيئ  التوصيف دراسات ف  تستخدم 5-

   RAPD :ال تقنية ممي ات

 .الكلفة وقليلة الاستخدام سهلة 1-

 .الجين عن مسبقة لمعلومات تلاتاج لا  -2

 .لا  كائن أي على تطبيقها ويمكن شمولية البادئات 3-

 .الايثيديوم ببروم وتلون الآغاروز هلامة على المكاثرة القطع وتفصل كبيرة لخبرة لا تلاتاج 4-

 : RAPD ال تقنية عيوب

 .%122 تتكرر لا نتائجها - 1

 .المختلفة المخابر بين النتائج تبادل يمكن لا-2

 .بعضها مع تقارن الت  المناط  معرفة يمكن لا وبالتال  مكاثرتها تتم الت  الجين مناط  معرفة يمكن لا-5

 أو( Simple Sequence Repeats) ال قيقية التوابع – المتكرر  القصير  المقاطع مؤشرات

 : SSR ال أول المايكرولساتولايت

 وتستتخم  مب شتر  الكت ن  DNA مت  استخلاصتا  يتت  حيث متخصصة، نوعية مؤشرات SSR ال مؤشرات تعتبر

 .النوع فسلن ت بعة أخرى أفرام عنم الموقع نفس لمراسة

 :المق طع م  أنواع 3 م  مكو  بأنه الراقية الك نن ت في DNA ال يتميز

 .النسخة وحيم  مق طع - 1

 التكرار متوسطة مق طع -2

 . (Microsatellites)  المتكرر  القصير  الوحمات مق طع ومنا  التكرار كثير  مق طع -3
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 عتتتمم يتتتتراو  والتتتتي المتكتتترر  القصتتتير  الوحتتتمات متتت  مختلفتتتة انتتتواع المتكتتترر  DNA ال منتتت ط  فتتتي يوجتتتم

 مت  ومتعتمم  مختلفتة منت ط  علت  وتتواجتم النيوكليوتيتمات مت  أزواج 5- 1 م  منا  لكل المكو  النيوكليوتيمات

 . الجي 

 (A)10 =AAAAAAAAAA 

(AT)10 = ATATATATATATATATATAT 

(ATT)10 = ATT ATT ATT ATT ATT ATT ATT ATT ATT ATT 

(GATA)7 = GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA 

(GACTA)6 = GACTA GACTA GACTA GACTA GACTA GACTA 

 .الجي  عل  واحم  مر  تتواجم النسخ وحيم  طويلة مق طع الوحمات باذه يحيط

GCTGACTACGTTAG ATT ATT ATT ATT ATT ATT ATT ATT ATT CGTACAT 

TGGACGCAGTACG ATT ATT ATT ATT ATT ATT ATT ATT ATT GCTGATGA 

CGTTAAGCAGAGCAGCTAGTGTACAC TACTGCATGACGTACTAGCA TGA CACT AGGACA 

GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATAGA A G GCACGCG TAGCT 

GGCCAGTATAGGACTGACGTAAC CGCTAGCACTGA. 

 .المتكرر  ب لوحمات المحيطة الوحيم  المن ط  م  اختي ره  يت  ب من ت تصمي  يت 

 :البادئات وتصميم لاختيار شروط هناك

  نيوكليوتيم 25- 11 م  تتكو  ا  -

 والستتتيتوزي  والتيتتت مي  الامنتتتي  متتت  محتواهتتت  حيتتتث متتت  النيوكليوتيتتتم  والتركيتتت  ب لعتتتمم متق ربتتتة تكتتتو  ا  -

 .والجواني 

 .البعض لبعضا  مكمل النيوكليوتيم  تركيبا  يكو  لا ا  -

 .الم يكروس تولايت علمق ط يمك  م  أقر  تكو  ا  -
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 . bp 300 -100 بي  مك ثرتا  المرغو  القطع تتراو  ا  –

 : SSR ال مؤشرات مميزاتو مواصفات

 متخصصة نوعية مؤشرات -

 .الاستخما  وسالة التف عل لإجراء لب منتي  تحت ج -

 الصبغي عل  الموقع معروفة مؤشرات -

 السي م  مشتركة مؤشرات -

 %100 مقيقة وتتكرر نت نجا   -

 الاخرى المخ بر مع نت نجا  تب مل  امك نية -

 ....الخ ب لانتخ   مس عم  وكمؤشرات لوراثية، الخرانط الوراثي، التنوع بمراس ت تستخم  - 

 : SSR ال مؤشرات عيوب

 .ولخبر  طويلة لفتر  وبح جة مكلف موضوع الب من ت عل  الحصول  -

 .فقط واحم موقع بمراسة تف عل بكل المق رنة تسمح  -

 

 

 

 { الجلسة نا ية} 

 

 


