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  -:تقانة تباين اطوال قطع الدنا المتضاعفة 

  Amplified Fragments Length Polymorphic DNA (AFLP )    

                                   

بوسلللل ادنب   لللل  نن(amplified)المضخخخخ مة  DNAبأ هلللل نمنلللل ن لللل ن AFLP تمثللللانت   لللل 

(primers)خ صلللدنب مهالللدندم    للل  نننن(restriction digestion)مجينلللونن  للل ندمن للل  نن

وب لإع م  نعلىنآخ لافنترتيبندمنيوكليوتي د ن،نإنذنتعنينهله ندم    لدندم ةلمدندمويد يلدنن ن  ل ن

ن.ن ونندم  جدندمىن عرفدن س  دنعن ن

وتسل ثمرنهله نPolyacrylamide ننGelعلىنهلانندم وميندكلر نم   ل ننAFLP  دنترحيان    جن

فينآننودح نإذندسل م  ننRAPDوننRFLP  نوهينت    يندمنر  دن زد  ن وعي ن  ن ؤشرد ندم 

إذنت لونننRFLP رحلدنهادندم   ندممجينينب ن ز م  ندم  اعلدن ل ن ؤشلرد ننAFLP ؤشرد ن

هه ندن ز م  نبأ   جنمن ن  ندم   نبأع د نك يرةنوهلهدن ز ل ن ل ندح م ميلدندم ةلو نعللىنت   نل  ن

ن.ننRAPD ؤشرد ننودس م  ندمسرعدنودم مدن  .نبأاود نتلكندم ن ن

ن

  -:    AFLPمتطلبات الـ

1. DNAعزو نو ن ىنحسبندمنرقندمس ب دندمهكرن . 

 .نPst I،ننTru 9I،ننEcoR1،ننMseI ثاننRestriction Enzymesد ز م  ندم  يي ن .2

 .نخ صدنب ن ز م  ندم  اعدنن Adapters كيف  ن .3

 ( ( NE Buffer،نن One phore all ( OPA) ثلانن(ندمل دي )ندمم للو ندمملن دن .4

Nuclear Extract Buffer 

 .T4-DNA Ligaseدن ز دندملاحدن .5

 ن Adenosintriphosphate ATPدن  نوسي ن لا يندمفوسف  ن .6

ننTru 91(POO)،ننPst I (MOO) ن خ دنننت  و نعلىنمودعل ندال فيدن ثلانن  ب     .7

 (ن.نح و دنعلىنت  بع  ندم ن نوت  بع  ندممكيف  ن)ن

 .نPCR BufferنX 10ب وةنن(ن دي ن)  لو ن ن دن .8

 .TaqنDNA Polymeraseد ز دندم لمرةن .9

-1]  نمودع ندال فيدنن7ت  و نعلىندم   بع  ندممهكويةنفيندمف رةن)نن Primersب     ن .11

 (ن.ن[ن4

ن.ننdNTPsدمنيوكليوسي د ن ن وصدندنوكسجي ن لا يدندمفوسف  ن .11
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  -:خطوات العمل 

نن-:نود نع ةنمل ةو نعلىن ؤشردته نوهيندممروينبخن( (AFLPت نلبنت   دننننننن     

 ن-:ن Digestion of DNAهضم الدنا مرحلة  .1

 ب ال فدند لز دندم  ييل ن(نت نيعهل ن)ن  ندمل   ن ل دنهالمه ن(ن   وغردننن251) ؤخهن

نPst Iدمثل  يندن لز دنو(ن 5نT-TAA 3َ ننن)ذ ندمموم ندم عر فلينTru 91دنو ن

إذن ل دنت اليرن لز جندمهالدن(نن 5نن CTGCA – G 3)نن ذ ندممومل ندم عر فلي

 (ن.ن   كروم رنن21)بخلطندمم  و   ندنتيدنوب جدن ه  ينم ي ن

ندمم  ةندمكميدندم ركيزندمنه  ي

250 ngن11نDNA 

10 X 2نBuffer 

(OPA)ن

10 U / µl 1.75نTru 91ننننننن

(10 u / ml) 

10 U / µlن1.75نPst Iننننننننن

(10 u / ml)ن

 H2Oن6.5-ن

ن

  (ن.س ع  نن3)نومم ةن(نننْنن37)نجنفينحم نن   ينعلىن يجدنحرديةن وا ندممز 

 ن أخللللللللهنبعلللللللل ند  هلللللللل  نعمليللللللللدندمهاللللللللدن،(lµ5ن)لللللللل ندمنلللللللل تجنو الللللللل فنملللللللل ننننننننننننننننننننننننننن 

نننننن لدنترحلانعللىنهللانندنكل يوكنب ركيلزن.µl H2o + 2 µl L.B 6 )  للو ندم  ميلانن)

 .ن ن ج حنعمليدندمهادنإذنتجرىنهه ندمخنوةنمل أك ن %(ننن1.5)ن

  -:  Adopters Ligationمرحلة لحم المكيفات  .2

 ا فنفينهه ندممرحللدن كيفل  ن adapterخةةلدنوهلينع ل يةنعل نسلسللدنن  

 لللل ندمنيوكليوتيلللل د نبلللل د  ه نتكمللللانمنلللل ندملللل   نو ه   هلللل ن علو للللدندم سلسللللان

جنو سل خ نندمملز نT4-DNA Ligaseدمنيوكليوتي  نو  دندمربطنبمس ع ةند لز دن

 ن-:دنتينمههدندم ف عان

ن
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 المادة الكمية التركيز النهائي

50 Pmol 1.5نTru91 adapter 

5 Pmol 1.5نPst I adapter 

10 Mm 1.5نATP 

1 X 1.3نBuffer (OPA) 

0.3 U 1.3نT4-DNA Ligase 

 H2Oن1.9-ن

ندم جدندمنه  ينن3.1-ن

ن

 س ع  نن3 ةنمم(نننْنن37)ن دن وا نفينحم نن   ينعلىن يجدنحرديةن. 

 حُملان(5 µl) 6 )  للو ندم  ميلانن) ل ندمنل تجنبعل نإال فدنن µl H2o + 2 µl L.B.لدنن 

إذنتجلرىنهله ندمخنلوةنمل أكل ن ل ن جل حن%(ننن1.5)نترحانعللىنهللانندنكل يوكنب ركيلزن

 .نعمليدندمربطنب ممكيف  نن

ن

  -:  Pre amplificationمرحلة التضاعف التمهيدي  .3

 و ؤخهن ن ن(نن4:ن1)نندممرحلدندمس ب دنب مم  ندمم نرنبنس د خففن  تجندم ف عانفين

(2 µl)و الل فنإميهلل نب   لل  نخ صللدن وجهللدنن( directed primers)ذد نن

وهكلهدن.نتسلسان يوكليوتي  ن عروفنو خةةدنمكان وم ن  دنت نيع ند ز ميل ن ن

 ن-: كونن ز جندم ف عاندممس خ ننك نتين

ندمم  ةندمكميدندم ركيزندمنه  ي

50 ng 1.1نTru91 (MOO) 

50 ng 1.1نPst I (POO) 

0.2 mM 2.1نdNTPs 

1 X 2.1نPCR Buffer (10 X)ن

1U 1.2نTaq DNAن

 H2Oن11.8-ن

 Ligated DNAن2.1-ن

ندم جدندمنه  ين21.1-ن
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 توا ندن  بيبنبع نذمكنبجه كندمـنPCR نن-:و  دنبر جدندمجه كنحسبندم ر   جندنتينن

درجة الحرارة  ت

Temp.  

 Cycleعدد الدورات   Timeالمدة الزمنية 

نن1:31ن94ن1

ن ويةن31 ن1:31ن61ن2

ن1:11ن72ن3

ن ويةنن1ن5:11ن72ن4
ن

 دندخردجندمعين  ن  نجه كندملـن  PCRو ؤخلهن ل نكلانودحل ةن نهل نن(4.0 µl )و ال فنن

 دنترحانعلىنهلانندنكل يوكنب ركيلزنن.4µl H2o + 2 µl L.B)  لو ندم  ميانن)دميه ن

 .نإذنتجرىنهه ندمخنوةنممعرفدن    جندم ا عفندم مهي  ن%(ننن1.5)ن

ن

  -:  Selective amplificationمرحلة التضاعف الانتقائي النهائي  .4
 

 دم لللينتخ للللفنعللل نبعاللله ندمللل عانبعللل  نو لللو ندنسللل  نتاللل فنتوميفلللدن للل ندم    للل  ن

دمملود نو  كلونندمخلليطن ل ننMaster mixدمنيوكليوتيل  ن لدنعملانخلليطنتف علاني يسلين

 ن-:دنتيدن

 

 المادة الكمية التركيز النهائي

50 ng 1.1نTru91 (primer) 

50 ng 1.1نPst I (primer ) 

0.25 mM 2.5نdNTPs 

1 X 2.1نPCR Buffer (10 X)ن

1U 1.25نTaq DNA polymeraseن

 H2Oن11.25-ن

 Pre amplify. DNAن2.1-ن

ندم جدندمنه  ين21.1-ن

 

 دنبأس خ دننجه كندمـن دنت دنعمليدندم اخيPCRب سبندم ر   جندنتينن:- 

ن

ن

 
ن
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ندمومتنع  ندم ويد ندم ف عا

ن

ن يجدندم ردية

ن

Denaturationن

ن

نننْنن94ن مي دن2ن1

Denaturationن

 DNAمفةانشر نين

ن°ننن94ن   يدن31ن1

Annealingن

ننم   نندم    

ن°ننن59.6 -68ن   يدن31ن1

ن1.7)بمع  نتن مصن   دي ن

(نن13)ومم ةنن( ويةن/ن°نن

 ويةننمل ةو نعلىن

Specific  annealingن

Extensionن

نمنموندمسلاساندمج   ة

ن°ننن72ن مي دن1ن1

ن

ن ويةنك  تن كو دن  (نن23)وآت عتنهه ندم ويد نبـن

 

   

Denaturationن

 DNAمفةانشر نين

ن°ننن94ن   يدن31ن1

Annealingن

ننم   نندم    

ن°ننن59ن   يدن31ن1

ن

Extensionن

ننموندمسلاساندمج   ةم

ن°ننن72ن مي دن1ن1

Extensionن

 

نننْنن72ن مي دن7ن1

 فيندمثلاجد(ن°ننن4)وخز تندمعين  نبع نذمكنب رديةن(ن°ننن4) دند هيندم ف عانعلىنحرديةن

ن

 

  -:  Poly acrylamide gelتحضير هلام البولي اكرل أمايد 
ن

م رحيانعين  ندم   ندمم ا عفدنبع ندجرد ن%ن(نن6)  دنت ايرنهلانن  ع  ندنكر نم    نوب ركيزن

نن-:نAFLPتف عاندمـن

(ن خ لفنحجدنو و ندمزج جنحسبنار  دندنس خ دنن)نتؤخهندمةفي   نندمزج جي  نن .1

بآسللل خ دنندممن   لللان(ن لللرد نن3ن-2) للل ن%ن(نن95)ننEthanolوتن لللفنب ن ثللل  و ن

 .دمويميد

 ةلليرةننوهللينم لللاحندمللىندمةللفي دندمزج جيللدندم(ننBind Saline)نتالل فن لل  ةن .2

 لل ن(ن للانن3)نتسلل ع نعلللىندم ةلل قنهلا للدندنكر لا يلل نعلللىندملللوحندم ةلليرإذن أخللهن



 العملي / المحاضرة السادسة                                                                                 التقانات الاحيائية 

 6 

وتوالل ننفللوقندمةللفي دن للدن لل دن سلل ه ن(ننpipe)دمملل  ةندممللهكويةنبوسلل ادن  صللدنن

 .بآس خ دنندممن   اندمويميدن

نننننننننننننننإذنننن  للللأ ر(نBind Saline)فللللوقنا  للللدن%ن(نن71)نوالللل ندمك للللو نبنسلللل دن  .3

Bind Saline)ندمك للو ن لل ن(نن بلل مك و نه لل ن لل خانفللينتكو نلل نفالللان نعلل نإن 

 . دممكو   ندم ينتس ع نعلىندلإم ة قن

آسلل   متندم فلل كد ندممن ايللدندم لليندسلل خ  تنعنلل ن ع  لللدندمةللفي دنده   يللدنعنلل نن .4

دمشللرو نبمع  لللدندمةللفي دندمخلفيللدندمك يللرةن نعلل  ن لل ندم ةلل قندم فلل كد ن لل ن ردعلل ةن

 . ع  لدنكانموحنبشكان س  انع ندلآخرن

نننننننننننننننننن ُِ فللللتنصللللفي دنندمزجلللل جندمخلفيللللدندمك يللللرةندم للللينتلللل عىنبللللـنندمةللللفي دندمك  لللللدن .5

 (. رد نن3)ب مم  ندمم نرنننن(Integrated Plate Chamber )(نIPC)ن

ينوهنعلىنصفي دندمزج جندمخلفيدنRepel Saline))  ن(ن انن1)نماــــــــــــــيفن .6

 .   ةنتمن ندلإم ة قنإذننتمسحندملوحدنبهه ندمم  ةنبوس ادندممن   اندمويميد

 .ن سحندملوحن رةنمخرىنب مم  ندمن يندمم نربوس ادندممن   اندمويميدن .7

بعلل نغسللل نوتنشلليف نعلللىنجود للبنمحلل ن(ن لللدنن5)بسللمكن(ننن(spacersوالل نف صللان  .8

 . دنإا فدندمهلانندملوحي نإذنتعمانفس دنبي ندملوحي نودم ين  نخلامه نت

غُلل نوت(ندممع  لاننب ممود ن  ودمل دخانندموجه ن)نوا نموح ندمزج جنعلىنبعاهم ن  .9

 .جود بندملوحي ن

دملله ن عمللانعلللىنبلمللرةن(نAmmonium Pure Sulfate)نAPSر  لو نن الل ُن .11

بعل ن(نننAPSغلردننن1.1+نننddH2O لاننن1)  ن%ن(نن11)نمنكر انم    نننب ركيز

 .ننن  دنت اير نُُ س    نإع د ندهمودحنإذن

ننننTEMED لل ن(ن لل  كروم رنن (60+ن لل ن  لللو نمنكر للانم   لل ن(ن للانن75)نحُ لل ن .11

[tetra methyl ethylene diamine (C6H16N2)]ل ن(ن ل  كروم رنن611+)نن 

APS) بي ندملوحي نن دنواِ ندممشطنم كو  ندم فرندم ينتوا نفيه نعينل  ندمل   ن(ننن

 . نبسرعدنم انت لمرن  لو ندهكر لا ي نو  دننإجرد نهه ندمخنود

علللىنسلنحن سل و نمكللينت  لملرندمهلا للدن(نسل عدنن2-1)نتركلتندمهلا لدنم جللفنممل ةن .12

بشللكان سلل ونبننوبعلل نجفلل فندمهلا للدنيُفلل ندممشللطندمخلل منب كللو  ندم فللرن للدنوالل ن

 .ن(Electrophoresis)دملوح ننفينجه كندم رحياندمكهرب  يندمعمو  ن

دمللىنعينلل  ندملل   ن%ن(نننن2تركيللزن(ن)نStop Buffer) لل نن( لل  كروم رنن4)مالليفن .13

 .دممرد نترحيله نلإ   فندم ف عانوواوحنيؤ دنسر  نندمعين  نفينم ن  ندم رحيان
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 لدنشُلغاندمجهل كنم سلخي ن(ن 1.5x نTBE buffer)نمُلئنجه كندم رحياندمعمو  نبـن  .14

دمعينل  نبعل نمننن لدنتال فن،م انوا ندمعين  نفيندم فلرن(ن م   نن11)ندمجه كنمم ةن

نن45ن–ن41)تةان يجدنحرديةندمم لو نفيندمجه كنب  و ن
°

 .ون نُفأندمجه كنن(ن

(ننPipe)ن  نكانعيندن  نعين  ندم   ندملىندم فلرننبوسل ادنن(ن   كروم رن8)مايفن .15

 للل  كروغردننن1.5)تركيلللزنن((DNA Ladder للل ن(ن للل  كروم رن8) لللدنماللليفن

نل  ندم يل يندمكهربل  ينوتلدندم رحيلانعللىنفين ودم نع ةن دنموصلتنمم(ن   كروم رن/

 (ن.س ع  نن3)نمم ةن(ننفومتنن1511)

بعلل نآ  هلل  نعمليللدندم رحيللاندمكهربلل  ين لل دندافلل  ندمجهلل كن للدنتفةللانممنلل  ندم يلل ين .16

دمكهربل  يننو فلراندمجهل كن ل ندمم  ميلان لدن ؤخلهندملوحل ننو ل دنفةللهم نب لهينعل ن

 .علىندمهلا دندمىنغرفدندم لو  ننبعانبآس خ دننشفرةنخ صدنو ؤخهندملوحندم  و 

ن

ن -:مرحلة تلوين الهلامة  

(نن(Developerتدنفينهه ندممرحلدنتلو  ندمهلا دنوإظه يندمن   جنبآسل خ دنن   ميلاندم للو  ننننننن

،إذن جبنحفظنهه ندمم  ميانبع نت اليره نفلينن(Silver Nitrate) (AgNO3)ون  رد ندمفادن

  نتأكس ندمم  ميانعن نتعراه نملاو ن  ن ردع ةنحفظن  للو نعلبنكج جيدنغ   دندملونن نع  ن

نن4)بع نت اير نفيندم رد نعن ن يجدنحرديةن(ننDeveloper)دم نهيرن
°

حف ا  نعلىندمم للو ن(ن

كان   ةنتوال نفليندم لولندمرجل جندمخل منبهل نوكلاننن نإب ي د نون ردع ةن  ندم لف،نإذن س خ نن

حلودلنخللا ن ردحلاندم للو  ن ل نهجوكندمخلطنبي نتلكندونن ،حودلندمخ صدنبه ه رحلدنمه ند

نن-:وعلىنوف نندمخنود ندلآتيدننحودلهه م ننبن  فدندلإدنة ردع 

غلدنك يبو ل  نن61+ننddH2Oم لرنن2) ل ننDeveloper))نتدنت ايرن  لو ندم نهيلرن .1

ن( % 38) نFormaldehyde  لانفوي  م  ه  ل نن3+نن(Na2CO3)دمةلو  ونندملا   يلدن

 (.ن كروم رنسلف  ندمةو  ونن  ن411+ن

غلدن  لرد ندمفالدنن2+ننddH2Oم لرنن2)  نن((Silver Staingحُارن  لو ندم ة يغن .2

AgNO3ن اننفوي  م  ه   ن3+نن Formaldehydeن( % 38) ن) 

 acetic لانحل  اندمخليلكنن211) ل ن Fixer Solutionتلدنت اليرن  للو ندم ث يلتن .3

acidن(CH3COOH)انن1811+نن ddH2Oن.) 

ملوحندم ةيرندم  و نعللىندمهلا لدندممل ةل دندملىنغرفلدندم للو  نووال ندمللوحنفلينمخهند .4

حولنيج جنب يثن كونندمهلانندمىندهعلىنوتدنغسل نبآس خ دنن  لو ندم ث يتنإذنوا ن
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 ل ن ردعل ةنإجلرد نهله ندمخنلوةنفليندم  الندن(ن مي لدنن21)دملوحنفلينهلهدندمم للو نممل ةن

 .دمخليكنبس بندمرد  دندم و دنودممارةنم   ا

نddH2O ُ اندملوحنبع نآ  ه  نعمليدندمغساندمىنحولنيج جنآخرح ونبنعللىن ل  ن  نلرن .5

  ن ردعل ةنت ل  اندممل  نفلينكلان(ن رد نن3)نإذنتكريندمعمليدنن(ن مي دنن2)نمم ةن(نم رنن2)ن

 . رةن

دملىندم لولندمرجل جندمخل منبل ن لدنوال ن(نSilver Staning)ن ل ن(نم رنن2)نمايفن .6

 ل ن ردعل ةنإافل  ندهالود نممنل ن(ن مي لدنن31)نيندم لولنوتلرلنممل ةندملوحندمةلغيرنفل

 .دم أكس ن

نننننننمملل ةننننddH2O) )مخللهندملللوحندمةللغيرنووالل نفللينحللولنآخللرنحلل ونبنعلللىن لل  ن  نللر .7

 (.ن (Silver Staningمغساندملوحندمةغيرن  ن  لو (ن ودننبنن11)ن

(نننننننننننDeveloperن)واللل ندمللللوحنفلللينحلللولنيجللل جنندخلللرنحللل ونبنعللللىن  للللو ندم نهيلللر .8

 .م ي نظهويندم زننبشكانوداحن(ن م   نن5ن-1)وتدندلإ    ينمم ةن(نم رنن2)ن

مخهندملوحنبع نظهويندم زننووا نفلينحلولنيجل جننآخلرنحل ونبنعللىنحل  اندمخليلكنن .9

مرد  لدنحل  ان(ننHood)ن ل ن ردعل ةنإجلرد نهله ندمخنلوةنفليندمهلو نن%(نن11)نتركيز

 م ث يتندمودنندم زنن(ن م   نن5)نمم ةندمخليكندم و دنودممارةننن

(نن(ddH2O ح ونبنعلىن   ن  نلرن(ن مي دنن2)نمخهندملوحنووا نفينحولنيج جننمم ةن .11

 .ننمغساندملوحن  نح  اندمخليكن دنترلندملوحنميجفندمىندميونندم  مين

ود خلل  ندمةللويةندمللىننScanner لل دنتةللو رندمهلا للدنبأسلل خ دننجهلل كندمم سللحندماللو ين .11

تر دن  دنت و اندمن   جندم ينظهر نفيندمهلانندمىنج دو نتوصيفنوذملكنبوال ندمكو  يو

 لدن ل دند خ مهل نب لرد جنخ صلدن وجلو ةنعللىنعنل نغي بهل ن(ن1)عن نوجلو نحز لدنون(نن1)

دم  سل دنمغلرلنحسل  ندملل ود ندمويد يلدندممرغوبلدنك سل  ندم علل ندملويد ينبلي ندمعينلل  ن

دمويد ينوت لياندممج  ي نود ج  ن خنطندمشلجرةنندمم يوسدندوندم ش ب ندمويد يندوندم     

 .نوغيره ن

ن

ن

ن

ن

ن


