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                          قانةةةةةةةةةةة التاةةةةةةةةةةاالا الع ةةةةةةةةةةنائي المتعةةةةةةةةةة   الا ةةةةةةةةةة ا  لسلسةةةةةةةةةةلة الةةةةةةةةةة نات

Randomly  Amplified Polymorphic DNA (RAPD)  

تعرف على انها تضاعف دنا الكائن الحي انزيمياً  بأستخدام بادئ واحد عشوائي يؤدد  الؤى        

 .بشكل عشوائي على الدنا  الحصول على مواقع متضاعفة على الدنا الجين منتشرة

يتلخص مبدأ عمل هذه التقانة على وجود قطعة من الحؤام  النؤوو  الؤدنا المؤراد دهاسؤتذ والؤذ  

 11مدلؤؤؤف مؤؤؤن  Primerيسؤؤؤتخدم لقالؤؤؤ  ويؤؤؤتق مضؤؤؤاعفة قطعؤؤؤة او قطؤؤؤع منؤؤؤذ بمسؤؤؤاعدة بؤؤؤادئ 

بعؤد . لمضؤاعفة تؤتق ا PCRنيولليوتيدات يرتبط بالمواقع المكملة لذ فؤي دنؤا القالؤ  وبمسؤاعدة الؤ  

تفصل النواتج المتضاعفة لقطع الدنا على هلام الالاهوز بأستخدام جهاز الترحيؤل الكهربؤائي ذلك 

ثق تلون الهلامة بمحلول بروميد الاثيديوم الذ  يشؤكل مؤع قطؤع الؤدنا معقؤد يتؤوهج بوجؤود الا ؤعة 

عؤؤدد مؤؤن الحؤؤزم ه المتكونؤؤة مؤؤن فؤؤوا البنفسؤؤجية فؤؤي جهؤؤاز التصؤؤوير الفؤؤديو  بعؤؤدها نأ ؤؤذ الصؤؤو

Bands  مختلفؤؤة الؤؤوزن الجزياؤؤي ناتجؤؤة عؤؤن التضؤؤاعف وتحؤؤول هؤؤذه الحؤؤزم الؤؤى اهقؤؤام حسؤؤابية

 .واد الها في برنامج احصائي لحساب دهجة القرابة والبعد الوهاثي 

 

  -: RAPDمميزات تقانة الـ 

ا لا تحتؤؤاا الؤؤى معرفؤؤة مسؤؤبقة بالترليؤؤ  النيولليوتيؤؤد  للمؤؤادة الوهاثيؤؤة المؤؤراد دهاسؤؤته .1

 .ومضاعفتها 

 .مفيدة في دهاسة العشائر ذات الاعداد الكبيرة من الافراد .2

 .لا يتطل  انجازها وقتا ً طويلا ً بألاضافة الى انها غير معقدة  .3

 . لا يتطل  استخدامها وجود مواد مشعة .4

 

  -:  RAPDمتطلبات الـ 

1. DNA  معزول ومنقى حس  الطرا السابقة الذلر. 

نيولليوتيؤؤدات محضؤؤرة  11قطؤؤع مؤؤن الؤؤدنا تتكؤؤون مؤؤن  وهؤؤو عبؤؤاهة عؤؤن Primerبؤؤادئ  .2

صناعياً  ويوجد العديد منها ويتق ا تباه الثر مؤن بؤادئ لحؤين التعؤرف علؤى البؤادئ الؤذ  

 .يعطي افضل تضاعف مع الدنا الذ  سيرتبط بذ 

 . dNTPsنيولليوتيدات  .3

  PCRللحفاظ على ال  ( البفر ) محلول منظق  .4

 . DNA Polymeraseانزيق البلمرة  .5
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 . PCRجهاز التدوير الحراه   .6

 .جهاز الترحيل الكهربائي  .7

 .جهاز التصوير الفديو   .8

 

  -:خطنات العمل 

  -:يحتو  هذا المزيج على ملي لتر  2نقوم بعمل مزيج للتفاعل في انبوبة ا تباه سعة  .1

 

 الترليز المادة 

DNA 2 مايكرولترL)µ) 

dNTPs 2  مايكرولتر 

Buffer ( محلول منظق ) مايكرولتر 2 

Primer 3 مايكرولتر 

DNA Polymerase 1.2 مايكرولتر 

H2O 11.1 مايكرولتر 

 مايكرولتر 21 المجموع 
 

      -: PCRالتضاعف بأستخدام تقانة  .2

يوضع المزيج السابق في الانابي  الخاصة بجهاز التدوير الحؤراه  لاجؤل  

  -:اد الها في سلسلة من الدوهات وحس  البرنامج الاتي 

  -:، تتألف لل دوهة من المراحل التالية ( دوهة  01)يتكون البرنامج التضاعفي من 

 آلية التفاعل   عدد الدوهات دهجة الحراهة الوقت المرحلة 

 لفك  ريط الدنا بالكامل  1 40 دقيقة 0 1

م  40 ثانية 31 2
  ْ
فك  ريطي الؤدنا والحصؤول علؤى   

  ريط مفرد لقال  

م  33 دقيقة 1 3
  ْ
هبؤؤط البؤؤادئ بشؤؤريط الؤؤدنا القالؤؤ    

المفرد إذ يؤرتبط البؤادئ بؤألثر مؤن 

 مكان على الدنا 

م  22 دقيقة 2 0
  ْ
 DNAيعمؤؤؤؤؤؤؤؤؤل انؤؤؤؤؤؤؤؤؤزيق   

Polymerase   بأضؤؤؤؤؤؤؤؤؤؤافة الؤؤؤؤؤؤؤؤؤؤ

dNTPs  الؤؤؤؤؤؤؤؤى الؤؤؤؤؤؤؤؤدنا القالؤؤؤؤؤؤؤؤ 
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 .بأستخدام البادئ لبداية لعملذ 

 

م  22 دقيقة 2 5
  ْ
  dNTPsلالمال اضافة  1 

 

 . 0الى المرحلة  2من المرحلة ( وهة د 01) تكره الخطوات ل  

م  22)علؤى دهجؤة حؤراهة ( دقؤائق  5)تتؤر  العينؤات لمؤدة ( دوهة  01)بعد ان تكتمل ال  
  ْ
لكؤي ( 

 .يستقر المحلول 

  -: Electrophoresisالترحيل ال هربائي            .3

ويوضؤؤع فؤؤي جهؤؤاز الترحيؤؤل % (  1.2) يؤؤتق تحضؤؤير هؤؤلام الالؤؤاهوز بترليؤؤز  -أ 

 .  TBEالحاو  على سائل الترحيل الالكتروني  الكهربائي

مؤؤن محلؤؤول ( مؤؤايكرولتر  3)تخلؤؤط العينؤؤة الحاويؤؤة علؤؤى الؤؤدنا المتضؤؤاعف مؤؤع  -ب 

الحاو  على صؤبةة البروموفينؤول الزهقؤا   Loading Buffer (LB)التحميل 

ويعطؤؤي مد ؤؤر ( Well) علؤؤى اسؤؤتقراه العينؤؤة فؤؤي الحفؤؤر LBإذ يسؤؤاعد محلؤؤول 

 .على نهاية الترحيل 

في الحفر المعمولة مسبقا ً فؤي الهؤلام لمؤا يحقؤن فؤي (  LB+ الدنا ) يحقن مزيج  -ج 

المعلؤؤوم الؤؤوزن الجزياؤؤي الؤؤذ  يسؤؤتخدم (  الؤؤدنا لامبؤؤدا) الحفؤؤرة الاولؤؤى والا يؤؤرة

 .لشاهد للمقاهنة 

 0-3)يوصؤؤل جهؤؤاز الترحيؤؤل بالتيؤؤاه الكهربؤؤائي وتسؤؤتةرا عمليؤؤة الترحيؤؤل مؤؤن  -  

 ( .ساعات 

  -:ير التلنين والتصن  .4

بعد انتها  عملية الترحيل الكهربائي يتق ا راا الهلامؤة ووضؤعها فؤي وعؤا  حؤاو  علؤى 

وتتر  لمدة نصف ساعة مع ( مل / مايكرو غرام  1.5) صبةة بروميد الاثيديوم بترليز 

ان صؤبةة بروميؤد الاثيؤديوم تشؤكل . التحريك المستمر والهادئ على جهاز الهزاز الافقي 

 . وهج بوجود الا عة فوا البنفسجية معقد مع الدنا يت

بعد الانتها  من عملية التلوين تةسل الهلامة بالما  المقطر للتخلص من بروميد الاثيؤديوم 

 UVثؤق تصؤوه الهلامؤة بوجؤود الا ؤعة فؤوا البنفسؤجية . الزائد لتصبح جاهزة للتصوير 

علؤى وها بأسؤتخدام جهؤاز التصؤوير الفؤديو  وتسؤح  الصؤوه ( نانومتر  231) بطول 

  . اص 
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  -:تق ير النزن الجزيئي  والبع  النراثي  .5

المتكؤون  يقده الوزن الجزياي لقطع الدنا بمقاهنة موقع الحزمؤة وسؤمكها مؤع الؤدليل الحجمؤي 

فتقده من  لال تحويل  Genetic Distanceمن الدنا لامبدا اما النسبة الماوية للبعد الوهاثي 

  -:ولالاتي لى اهقام وتطبق معادلة البعد الوهاثي نتائج الصوه الى جداول توصيف ثق ا

 

Genetic Distance = 1- (2 n x y / n x + n y ) 

 

- : ن  إذ إ

Genetic Distance  = البعد الوهاثي 

n x y   =  تمثل عدد الحزم المشترلة بين الانموذجينx  وy   التي تمثل أياً من 

 .النباتات المنتخبة             

n x     = عدد الحزم الكلية في الانموذاx   . 

n y     = عدد الحزم الكلية في الانموذاy  . 


