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 من عينات نباتية   DNAعزل الـ  : سسادالمختبر ال

. الخ...الاوراق والجذور والبذور والازىاريتم عادة عزل الاحماض النووية من اجزاء مختمفة من النباتات مثل 

الاوراق ىي النموذج الافضل لمعزل لاحتوائيا عمى كمية كبيرة من الخلايا ضمن مساحة صغيرة نوعا ما ولسيولة 

الحصول عمييا مع العمم قد تختمف الكمية التي نحصل عمييا حسب عمر الاوراق وكمية المواد الايضية الثانوية في 

 .خلاياىا

 .من النباتات  DNAعزل الـ  :ف من التجربة اليد

 :طريقة العمل

 .يتم جمع اوراق فتية صغيرة في العمر خالية من الاصابات الفطرية واستخداميا كنماذج لمتجربة:  جمع العينات

 : DNAالمحاليل المستخدمة في عزل الـ 

 : ص منيتكون محمول الاستخلا:    Extraction Bufferمحمول الاستخلاص : أولا 

 NaClمولار  1.4  ●

 Tris-Hclممي مولار  111  ●

 Na2 EDTAممي مولار 21  ●

●  2 %   CTAB 

و  Na2 EDTAغم من   1.744 و Tris-Hclغم من  1.57و NaClغم من  8.2مل منو بأذابة  111يحضر 

 .ويعقم بالموصدة   8الى  pHثم يعدل الـ . CTABغرام من  2

مل 76غم من خلات الأمونيوم في  1.136مل منو بإذابة   111حضر :  Washing bufferمحمول الغسل :ثانيا

 .مل بالماء المقطر111إيثانول مطمق وأكمل الحجم إلى 

مل من  4مل من الكموروفورم مع 96مل منو بمزج  111حضر (: 1:24)كحول الايزواميمي : محمول كموروفورم :ثالثا

 .م 4درجة حرارة  الكحول الآيزواميمي وحفظ في قنينة محكمة معتمة عند

 :والذي يتكون من:   TEمحمول: رابعا
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 Tris-Hclمولار 1.11 •

 .   Na2 EDTAمولار 1.111 •

يمكن استخدام الماء المقطر المعقم للاذابة . مل باستخدام الماء المقطر ويعقم بالموصدة 111اكمل  الحجم إلى     

 .TEبدلا من محمول 

 :طريقة الاستخلاص

غم من الأوراق الطرية لكل عينة وبعد غسميا بالماء المقطر تقطع الى قطع صغيرة ثم يضاف  2 الى 1يتم وزن  .1

في ىاون خزفي ثم تطحن وتكرر (  او تحفظ بالتجميد قبميا بيوم) Liquid nitrogenالييا  النتروجين السائل 

 .العممية لعدة مرات حتى تصبح العينة بشكل مسحوق أبيض قدر الإمكان

مل من محمول الاستخلاص المحفوظ في حمام مائي بدرجة 5حوق في أنابيب زجاجية  ويضاف الييا يوضع المس  .2

 .دقيقة 91-61م  وتحضن الأنابيب في  الحمام المائي اليزاز بالدرجة الحرارية نفسيا ولمدة    65

لكحول الآيزواميمي ا:مل من محمول الكموروفورم 4تترك الأنابيب لكي تكتسب درجة حرارة الغرفة ثم يضاف إلييا  .3

 .دقيقة 15لكل أنبوب مع التحريك المستمر مدة ( 1:24)

 .دقيقة( 15)دقيقة مدة /دورة 4111تنقل الأنابيب إلى جياز الطرد المركزي وتبذ بسرعة   .4

إلى أنبوب آخر معقم ويضاف الحجم السابق نفسو   Micropipetteترفع الطبقة المائية العميا بواسطة ماصة دقيقة  .5

 .دقائق ثم ينبذ بالسرعة نفسيا مرة ثانية 3مول الكموروفورم ويقمب بيدوء لمدة من مح

مل من كحول  3ترفع الطبقة المائية العميا بواسطة ماصة دقيقة وتوضع في أنابيب جديدة معقمة ويتم إضافة  .6

اما في  DNAلـ  الآيزوبروبانول المبرد ومن ثم تمزج  بالتقميب اليادئ إلى أن تظير خيوط بيضاء تمثل خيوط ا

يتم ترسيب الدنا ، قميمة لاتظير بشكل خيوط بيضاء بل تكون منتشرة ضمن المحمول  DNAحالة كون كمية الـ 

 .دقائق 11دورة لمدة  6111بالطرد المركزي عمى سرعة 

 .دقائق 11الى  5مل محمول الغسل وتترك لمدة 2تسكب الطبقة العميا ويضاف الى الراسب   .7
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يسكب المحمول ويجفف الراسب ثم يضاف اليو . دقائق 11دورة لمدة  6111ركزيا عمى سرعة تطرد الانابيب م  .8

او الماء المقطر وبالتحريك بين فترة وأخرى إلى أن تتم الإذابة  TEمايكروليتر من محمول الإذابة  211-411

 .تماما   DNAلمـ

 .لاستعماليا في التجارب اللاحقة م  21 -في درجة حرارة DNA(Stock sample  )وبعد ذلك تحفظ عينات الـ .9

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


