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الحامض النووي منقوص استخلاص عملیة في CTABمركباستبدالأمكانیة

  من النسیج النباتيالأوكسجین

  عقیل هادي عبد الواحد

  العراق-جامعة البصرة-كلیة الزراعة

  الخلاصة

 Cetyl Trimethyl(CTAB)الـالكیمائياستبدال المركب إمكانیةلبحث اجري البحث الحالي

Ammonium Bromideالأوكسجینالحامض النووي منقوص المستخدم في استخلاص) (DNA من

، وتبین SDSسلفات دودسیل الصودیوم وPVPبولي فینایل بایرودینالكیمیائیینالنسیج النباتي بالمركبین 

معنویا PVPعملیة الاستبدال كانت ناجحة باستخدام كلا المركبین وقد تفوق المركب أنمن نتائج البحث 

كمیة الأخیرأعطىوقد SDSمن النسیج النباتي(سعف النخیل) على المركب DNDاستخلاص في 

DNA اقل منPVPمقارنة مع ونوعیة نقاوة اقلPVP.  
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  المقدمة

 DNA(DNAرات ــدعى مؤشـالتي تالجــزیئیةرات ـهور المؤشــزیئي وظــیاء الجــم الأحــور علــان تط

Markers)معتمدة على التفاعل التضاعفي لسلسلة وخصوصاً تلك الDNA(Polymerase 

chain reaction PCR) تمیزت بالدقة والكفاءة العالیة في الكشف عن التباینات الوراثیة وتحدید البصمة

تضاعف المادة . لقد تم وصف النباتالوراثیة بین أفراد أو ضروب النوع الواحد في مجال والمسافةالوراثیة 

على أساس أن عمل ١٩٨٥في عام Kary Mullisمرة من قبل الباحث لأول) DNA)PCRالوراثیة

 inالكلي إنزیمیاً خارج الجسم الحي الجینومالمنتجة من DNAهذه التقانة هو مضاعفة قطعة معینة من 

vitro  بوجود البادئاتPrimers والتي تربط بالتتابع المكمل لها على شریطDNA القالب(DNA

Template))Mullis and Fallona,1987 .(  

 Randomly(RAPD)اتمثل تقانPCRتقنیة المعتمدة على DNAمؤشراتعدد من ذلكبعد ظهرلت

Amplified Polymorphic  DNA و(AFLP)  Amplified Fragment Length 

Polymorphism وSimple Sequence Repeats (SSR)كمیة وجمیع هذه التقنیات تتطلب،وغیرها

DNAلاستخلاص معروفةالمستخلص من النسیج النباتي. لذا ظهرت عدة طرق DNAونوعیة جیدة من 

وهو تحطیم الجدار الخلوي و الغشاء البلازمي بحیث الأساسوان اغلبها تعمل على نفس من النسیج النباتي 

المعتمدة هقیطر جیدة. ومنها وذات كمیة ونوعیة هذه المواد تتحطم أنتسمح بتحریر المواد النوویة  بدون 

) Doyle and Doyle,1987(الأملاحوالمحالیل المنظمة المتكونة من مجموعة من CTABمركبعلى
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كمیة كبیرة من النسیج النباتي (بالغرام) وكما وان الطرق المعتمدة على النتروجین إلىوان هذه الطرق تحتاج 

المحللة للجدار أنزیماتذي ؤ تإنبالتحرر یمكن الوراثیةللمادةتسمح لا في تحطیم الجدار الخلوي السائل 

مختبراتنا ظلفي أمنةغیر أنهاإلىإضافةالطریقة غیر فعالة بدرجة كافیة هذهالخلوي لذا تبقى 

النخیل من بعض أوراقاحتواء النسیج النباتي وخاصة نسیج إنكما ). Ahmed et al.,2009الحالیة(

قد مثل المواد الفینولیة وعدیدة السكریات DNAتتداخل وتؤثر على استخلاص المركبات الكیمیائیة التي

صعبت من طریقة الاستخلاص، ولكون مركب البولي فینایل بایرودین وسلفات دودسیل الصودیوم هما من 

المركبات وكذلك تعمل على تحطیم الجدار الخلوي لكون هذهتأثیرالمركبات التي تساعد على تقلیل أهم

تؤدي أنمحالیل مناسبة یمكن بعض الاستخدام إمكانیةان یلذا اجري هذا البحث لبیعمل كمنظف، یرالأخ

لبروتینات والمواد اإلىعمد الجدار الخلوي الذي یفصل بجهاز الطرد المركزي ثم یُ تحطیمهذا الغرض في 

ر المائي الذي ینقى بوجود في الطو DNAلتترسب بوجود الكلوفورم والقوة الطاردة المركزیة ویبقى الأخرى

  .PCRاللاحقة بتقنیةاختباراتلأجراءDNAللحصول على كمیة كافیة ونقیة من الأملاحبعض 

  المواد وطرائق العمل

جمع تمإذجامعة البصرة .–ة الزراعة أجریت الاختبارات في مختبرات التقانات الحیویة والهندسة الوراثیة/كلی

النخیل تحت الدراسة (الخكري العادي) وجفدت باستخدام تقنیة التجفیف حلأفحدیثة التكوین من الأوراق

حیث وضعت العینات المراد تجفیدها في عبوات بلاستیكیة Freeze-dryer technique)بوساطة التبرید ( 

26-وبدرجة حرارة (Prianiso)ومودیل (Edwards)نوع (Lyophilizer)ثم وضعت في جهاز التجفید 
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زمنیة معینة إلى أن یتم التخلص من الماء ، حفظ المسحوق بعد ذلك في أنابیب محكمة الغطاء ثم م  ولفترة 

  وضعت في المجمدة لحین استعماله فیما بعد:

  DNA Extractionاستخلاص الأحماض النوویة   

.Weigand et alوفقاً لطریقة DNAتم عزل        ٠.٢أخذت وحسب الخطوات الآتیة :،(1993)

م من الأوراق النباتیة الفتیة الخضراء النظیفة والخالیة من الأمراض، وضعت العینات في أنابیب اختبار غرا

مل من محلول ١أضیفثم طحنت بجهاز الطحن.أعلاهFreeze Dryerبلاستیكیة وجففت بجهاز 

.م٦٥- ٦٠، المسخن إلى درجة حرارة 2x CTABالاستخلاص

(2XCTAB= 1.4M Nacl, 0.1M tris-HCL, pH= 8, 20mM DTA,2% CTAB)(CTAB) 

Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide:     

مل ثم وضعت في حمام مائي٢نقلَ سائل الاستخلاص المحتوي على مسحوق الأوراق إلى أنبوبة سعة     

دقیقة مع التحریك الهادئ لفصل الدهن والبروتین والبقایا النباتیة عن ٣٠ولمدة م٦٥على درجة حرارة 

أخرجت العینات من الحمام المائي وأضیف إلیها حجم مماثل من مزیجالأحماض النوویة .

دقیقة ١٥). مزجت العینات بشكل جید ووضعت على هزاز أفقي لمدة ٢٤:١میل بنسبة (اأیزو \كلوروفورمال

تي تذوب بهدف فصل المواد الدهنیة التي تذوب في المذیب العضوي (الكلوروفورم) عن الأحماض النوویة ال

٥٠٠٠المبرد بسرعة(نقلت العینات إلى جهاز الطرد المركزي (سائل الاستخلاص).في الوسط المائي

بعد عملیة الطرد المركزي نقل الوسط المائي المحتوي على .م٢٠لمدة عشرة دقائق بدرجة حرارة)یقةدق\دورة

مایكرولتر من كحول ١٠٠٠- ٦٠٠ل الأحماض النوویة  (الطبقة العلویة) إلى أنبوب جدید وأضیف ما یعاد
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بعدها ،DNAدقیقة على درجة الحرارة الغرفة كي یترسب ٣٠الأیزوبروبانول.مزج بهدوء ثم ترك لمدة 

دقیقة فترسب ١٥لمدة)دقیقة\دورة١٠٠٠٠(بسرعةالمبردوضعت الأنابیب في جهاز الطرد المركزي

DNA.عاة الحفاظ على استبعد الأیزو بروبانول مع مرافي قاع الأنبوبDNA الفقد (یكونان متجمع من

%) لغسل الأحماض النوویة من آثار البروبانول ٧٦مل  من كحول الاثیلي (١أضیف  الأنبوب).في قعر

دقیقة. أعیدت عملیة \دورة ١٠٠٠٠ثم جمع الراسب عن طریق الطرد المركزي لمدة عشر دقائق على سرعة 

أوراقعد الكحول بدقة متناهیة وتركت الأنابیب بوضع مقلوب على الغسل مرة ثانیة بنفس الظروف ، استب

مایكرولتر من الماء المقطر والمعقم إلى ٥٠٠- ٣٠٠أضیف لمدة عشر دقائق .هوائیاترشیح ثم جفف 

الأحماض النوویة المتجمعة في القاع ووضعت على الهزاز ضمن أوعیة تحتوي على ثلج حتى الذوبان 

ملي مول، ٤صودیوم (خلات مایكرولتر ٩٠العینات من الحرارة وأضیف لها رفعت .DNAالكامل لمادة

٥.٢=PH لترسیب وتنظیف (DNA ٢، بعدها أضیفت) البارد جداً لغرض ١٠٠مل من كحول الأیثانول (%

دقیقة. بعدها أخذ الأیثانول ٣٠دقیقة) لمدة \دورة١٠٠٠٠ووضعت في جهاز الطرد المركزي (DNAتجمیع 

المترسب في قاع الأنبوبة .وجففت العینات في DNA%)على ٧٥لغسل بالأیثانول (وأعیدت عملیة ا

)Vacuum oven مایكرولتر من الماء المقطر وحفظت في البراد باعتبارها  ١٥٠- ١٠٠) ثم أضیف لها

DNAأعیدت التجربة مرة أخرى باستبدال لحین الاستخدام.نقيCTABبـPolyvinylpyrrolidone

(PVP) وا%٢بتركیزSodium dodecyl sulphate(SDS)  ا بطریقة تهومقارن% ٢بتركیزAhmed 

et al.,(2009) الذي لم یستخدمCTAB) المعتمدة على محلول الاستخلاصTris-HCL, EDTA, 

NaCl(.  
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DNAحساب كمیة 

نوع الضوئي المطیاف في العینات استخدم جهازDNAلتقدیر كمیة الحامض النووي 

Spectrophotometer UV-Visible Shimadzu   الذي یعتمد في عمله على قیاس كمیة الحامض

نانومتر. تسمح ٢٨٠و ٢٦٠النووي الموجودة عن طریق امتصاصه للأشعة فوق البنفسجیة بموجات طولها 

نانومتر بحساب تركیز الحامض النووي في العینة بحیث أن كل ٢٦٠قراءة الامتصاص على طول الموجة 

DNAمل لسلاسل /ممایكروغرا٥٠تقابل حوالي  OD (Optical Densityواحد من الكثافة الضوئیة (

RNAمایكروغرام/مل من ٤٠والمفردة DNA  مل لسلاسل /یكروغرامام٣٧المضاعفة، وحوالي 

بین إن النسبة .Oligonucleotidesمل للسلاسل المفردة من قلیلات النیكلیوتیدات /میكروغرام٣٠وحوالي

تساعد في تقییم نقاوة الحامض النووي ) OD280/OD 260(نانومتر٢٨٠نانومتر إلى ٢٦٠قراءة الموجة 

. فإذا كانت العینة تحوي ٢تتراوح بحدود  RNAفي حین أن ١.٨بحدودتتراوح هذه النسبة أن. ویجب 

 Maniatis, etالطبیعي (الحامض النووي إضافة إلى البروتین أو الفینول فستكون النسبة أقل من الحد

al.,1982(. تُحمل كمیة قلیلة منDNA الكامل)Genomic DNA (تركیزها هلامة من الآكاروزعلى

على شكل DNAظهر یإنالمستخلصة للتأكد من عدم تقطیعها . حیث یجب DNA% لتحدید نوعیة ١

العشوائي ائج وفق تصمیم صممت وحللت النتعالیة الوزن الجزیئي على هلامة الآكاروز.bandsحزم 

اقل فرق معنوي معدلوقورنت المتوسطات وفق تحلیل Randomized Complete Designالكامل

least significant difference RLSD.
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  المناقشةالنتائج و 

الفتیـة لسـعف نخیـل التمـر الأوراقمـن المسـتخلص الجینـوم الكامـلأن ) ١لوحـة(النتائج المبینـة فـي توضح 

طــرق:بأربعــةالجینــوم، حیــث تــم اســتخلاص والنظیــف الأمــراضصــنف الخكــري العــادي الخــالي مــن الــذكري

Ahmedطریقـة  et al.(2009) والتــي لــم یســتخدم بهــا مركـبCTAB طریقــة وCTAB وهــذا المركــب شــائع

مــن النســیج النبــاتي بحیــث أصــبح یطلــق علــى طریقــة الاســتخلاص باســمة، DNAالاســتخدام فــي اســتخلاص 

یعمــل الأخیــرإذ، SDSبـــ CTABفــي عملیــة الاســتخلاص، وطریقــة اســتبدال ةتعــد مــن الطــرق الكفــوءالتــي

عنـد الاسـتخلاص    DNAتـأثیریعمـل علـى عـدم  CTABفـي حـین  Detergentعمـل المركبـات المنظفـة 

PVPعملـة بـهجواناحـد والتي یطابق فـي)Porebski et al.,1997(بالمركبات الفینولیة والسكریات المتعددة 

لم یلاحـظ مـن النتائج انهأظهرت. DNAاستخلاص وتنقیة فيانه یعمل كذلك عدم تأثیر المواد الفینولیة إذ

DNAتـــم اختبـــار كمیـــة .الناحیـــة البصـــریة أي اخـــتلاف علـــى هـــلام الاكـــاروز فـــي جمیـــع الطـــرق المســـتخدمة

علـى الكمیـة المناسـبة للتقانـات المسـتخدمة الحصـول بالإمكـانان هل یالمستخلصة من النسیج النباتي وذلك لب

كمــــا أن ) (SSREujal,1998و RFLPو  AFLPوRAPDبطریــــقفــــي الكشــــف عــــن التطــــابق الــــوراثي 

فـي غایـة النقـاوة ولا یحتـوى DNAالمسـتخلص ذو كتلـة عالیـة ممـا یـدل علـى أن DNAأن) توضـح ١اللوحة(

٢.٣-١.٦العینــات المستخلصــة تتــراوح بــینفــي DNAمرافقــة وكــان تركیــز RNAأوDNAأي قطــع علــى 

  المختلفة .PCRات)، وهذه الكمیة كافیة لإجراء اختبار ١مایكروغرام لكل لتر جدول(

وذلك باسـتخدام جهـاز المطیـاف حیـث قـیس العینـة المخففـة الأوراقالمستخلص من DNAتم اختبار نقاوة 

DNAوهذا یـدل علـى ان ١.٨٦–١.٧٨نانومتر وكانت النتیجة ٢٨٠و٢٦٠على طول موجي DNAمن 
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.٢-١.٨شـــر النقـــاوة الـــذي یقـــع بـــین ؤ قـــارب الحـــد الطبیعـــي لمإذالمســـتخلص علـــى درجـــة عالیـــة مـــن النقـــاوة 

مـع أفضـلیة اسـتخدام SDSاو PVPالمـركبین بأحـدCTABاسـتبدال أمكانیـةهـو الحالیـةنستنتج مـن الدراسـة 

PVPـنقاوة واكبر تركیز لأعلىأعطىكونهDNAالمستخلص

  

وبدائلهاCTABطریقة   استخداممن سعف النخیل عند DNA) معدل قیم استخلاص ١جدول(

  طریقة الاستخلاص
الامتصاصیة على طول 

  ٢٦٠موجي 

النسبة بین الامتصاصیة 

على طول موجي 

٢٦٠/٢٨٠  

DNAتركیز 

  (مایكروغرام/مل)

2.385  ١.٨٥١  CTAB٠.٤٧٧استخدام  مركب 

  CTABاستبدال مركب

PVPبـ 

١.٨٦١  ٠.٤٩٩  2.495

  CTABاستبدال مركب 

SDSبـ 

١.٧٨٧  ٠.٤٢١  2.105

 ,Tris-HCLاستبدال بـ ( 

EDTA, NaCl(.  
١.٧٨٨  ٠.٣٢٥  1.625

RLSD(0.05)0.110  0.35  0.092
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التمر الخكري العادي الفتیة لذكور نخلةالأوراقالنوویة (الجینوم الكامل) المستخلصة من الأحماض) نواتج ترحیل ١لوحة(

 ,Tris-HCL(CTAB٣،٤طریقة ١،٢)عمودفي كل مرات (عینتان أربع%: العینات كررت ١على هلام الاكاروز 

EDTA, NaCl(استبدال بـ٥،٦PVPاستبدال بـ ٧،٨SDS

  المصادر
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The possibility of cetyl trimethyl ammonium bromide (CTAB) replacing in 

plant DNA extraction
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University of Basra,Basrah, IRAQ

Summary

This study was carried out to find out the possibility of cetyl Trimethyl ammonium 

bromide (CTAB) replacing in plant DNA extraction by polyvinylpyrrolidone

(PVP) or sodium dodecyl sulphate (SDS). The results showed that the replacing

method was succeeded by two materials (SDS and PVP). The PVP had a 

significant effect in DNA extraction from plant tissue (leaf of date  palm) 

comparison with other methods, The PVP had good quality and quantity DNA 

extraction comparison with SDS method.


