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 :من النسيج النباتي DNAاستخلاص الحمض النووي 

 CTABمان   500µLواضاييي لاات  Eppendorf   من النسيج النباتيي ياي انبة ا   mg 200زني  .1

buffer تز اليةريكساورجي جيدا  ج. 

 .min 15لمدة  C°55انقلي المخلةط الست ق الى حمتم متئي درج  حراريه  .2

ويادور يياه  Microcenterfuge اتز الطارد المرزا ا الاد يقينقل الانت يب من الحمتم المتئي الى ج .3

 .min 5لمدة rpm 12000 عند 

  ,Chloroform : Iso Amyl Alcohol  (24:1)من محلاة   250µLيضتف للانت يب  عد ذلك  .4

 .ورجي جيدا  جاتز اليةريكس

 rpm 13000 ويدور ييه عند  Microcenterfugeينقل الانت يب الى جاتز الطرد المرز ا الد يق  .5

هااي   الطبقاا  العلةياا , ستيصاال هاالخ الخطااةة المخلااةط الااى طبقتااين علةياا  وساايلي ( .min 1لماادة  

 (المطلة  

 ppendorfEالتي يصلت يي الخطةة الست ق  الى انبة   ( DNAالمحتةي  عبى ) الطبق  العلةي ينقل  .6

 .جديدة

 μl of ice 500   يتبع  تضتي, μl of 7.5 M Ammonium Acetate 55يضتف لكل انبة    .7

cold absolute ethanol. 

درج  وللاسراع يي ذلك يحضن يي حمتم متئي  DNAحتى يترسب  يقلب الانت يب رأست على عقب .8

 .لمدة ستع  C°20حراريه 

ينقل الانت يب الى حمتم ثلجي ويدور  تليد ييه حتى يتبين لنت الراسب على شكل , DNA عد يرسيب   .9

 .زتل  مرئي 

الى انبة   ( الحمض النةوا )وينقل الراسب , لص من الج ء العلةا من الانبة   نتخ DNAلغسل  .15

 .يقلب الانت يب رأست على عقب .μl of ice cold 70% ethanol 500نظيي  يحتةا على 

 13000 ويدور ييه عند  Microcenterfugeينقل الانت يب الى جاتز الطرد المرز ا الد يق   .11

rpm   1لمدة min ( يتشكل مثل الكرة يي الانبة  هنت راح.) 

 .μl of ice cold 70% ethanol 500ي ا  المةاد العتلق  ويضتف يغييرين من   .12

 .د يق  15لمدة   DNAالانت يب المحتةي  على  تركي  .13
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. RNAseان يم   μl 4ويضتف  عد ذلك , متء مقطر معقم μl 500مقدار يضتف لكل انبة     .14

 .RNAللتخلص من اا عةالق من حمض 

 (مقطر معقم متء μg /1ml 10لة زتن الان يم  تودر يمكن حل )

للقضتء على اا ان يم يمكن ان   .min 20لمدة  C°65ينقل الانت يب الى حمتم متئي درج  حراريه   .15

 .C°4ثم يخ ن يي البراد على درج  حرارة . DNAيحطم 

او جاتز   Spectrophotometrيتم  يتس يرزي خ ونقتويه  جاتز  DNAللتأزد من الحصة  على  .16

Nanodrop . زمت يجرى علىAgarose gel electrophoresis متهللتأزد من سلا. 

 

  تحضيرAgarose gel: 

, اجاتروز ايضال يرزيا  لتجريا  العيناتت% 2 عد يحضير العديد من التجترب على النبتت وجد ان يرزي  

, (min 2.00 -1.30)يالوب ياي ميكروويا  , TBA 0.5xمال  مان  155جارام اجاتروز ياي  2نالوب 

يخلط جيدا ثم يصاب  حالر شاديد . ethidium bromide μl 2.5 يضتف اليات  عد ذلك  حلر شديد متدة 

 عاد , يي وعتء الصب وي ا  اا يقت يع  ادوء ثم يغرس المشط  حلر يي طرف الاجتروز ويترك لتصلب

 .ض النةواان يتصلب ين ع المشط  ادوء و للك يتشكل ا تر صغيرة لنحقن ييات الحم

 

  تحميل العينات داخل الجلAgarose gel in  Loading DNA: 

 (ممكن نستغني عن هلا الخطةة. )μL 1kb ladder15 نحقن الحيرة  الاولى  ـ  .1

 μL DNA4  +μL Loadind. )المستخلص  من النبتيتت DNAنبدأ  حقن الحير التتلي   عينتت  .2

day  4( 

 .Loading Bufferيغمر الجل  محلة  التحميل  .3

يرجى . )V 100على  ةة   min 30لمدة ,DNAيتم يةصيل الكار تء للبدء يي عملي  يصل  .4

 (.ملاحظ  عملي  اليصل  تهتمتم

زلمت زتنت الح م . الميصةل  على الجل  تستخدام الاشع  يةق البنيسجي  DNAيتم يحص ح م  .5

 .منيصل  وواضح  د  على جةدة الاستخلاص

 

 


