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اي مختلف بسته به هوجود دارد كه در آزمايشگاه اي بسياريهژنومي از منابع گياهي و قارچي روش DNAبراي استخراج 

در اغلب  DNAبا اين حال، اصول كلي مراحل استخراج . رددگا استفاده ميهموردنياز از آن DNAميزان كميت و كيفيت 

 ;Edward et al. 1991; Murry and Thompson 1980; Rogers and Bendich 1988) ا يكسـان اسـت  هروش

Saghai- Maroof et al. 1984) .اي تحقيقاتي مبتني بـر نشـانگرهاي مولكـولي در آزمايشـگاه     هبا توجه به انجام طرح

 DNAسسه تحقيقات چغندرقند، نياز به روشي ساده، كم هزينه و درعـين حـال كارآمـد بـراي اسـتخراج      ؤبيوتكنولوژي م

بنابراين سعي گرديـد بـا   . ديردگاشد حس ميبمي PCRاي مولكولي مبتني بر هژنومي گياه و يا قارچ كه پيش نياز آزمون

 ;Cartner and Milton 1993; Edward et al. 1991)در منـابع مختلـف    DNAمقايسـه چنـدين روش اسـتخراج    

Huang and San 2000; and Thomas 1980; Rogers and Bendich 1988; Saghai- Maroof et al. 1984) 

در نهايت، روش يا دستورالعمل . ه براي منابع گياهي و قارچي باشدبه روشي ساده و تكرارپذير دست يافت كه مورد استفاد

اي مختلف دو منبع گياهي و قارچي پس از تعيين كميت و كيفيت، هاستخراج شده از نمونه DNAزير به كار گرفته شد و 

به كـار  نشان داد كه روش  DNAالگوي نوارهاي حاصل از تكثير . قرار گرفتندRAPD اختصاصي و  PCRمورد آزمون 

زمان لازم براي اين روش استخراج ). 1شكل (ثر بوده است ؤبراي هر دو منبع گياهي و قارچي م DNAرفته در استخراج 

ري تهزينه كم بااي زيست شناسي مولكولي هاي معمول در آزمايشگاههر از سه ساعت بوده و در مقايسه با اكثر روشتكم

  .  قابل انجام است

  

  ژنومي از گياه و قارچ DNAدستورالعمل استخراج 

  . ابتدا محلول هاي بافر استخراج طبق جدول يك تهيه گردد

  

  DNAميلي ليتر بافر استخراج  100تهيه  -1جدول                                      

Table 1 Preparing of 100 ml DNA extraction buffer 

  

  نهايي  غلظت

Final concentration  

  )يترلليمي(  حجم برداشتي

Required volume(milt) 

  محلول هاي ذخيره

Stock solutions  
1%  20  SDS 5%  

500 mM  20  NaCl, 2.5M  
100 mM 10 Tris HCl, 1M, pH=8 

50 mM  10 EDTA, 0.5 M, pH=8  
----  39  ddH2O 

1% 1 2-Mercaptoethanol (add Freshly) 
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١٧٦ گزارش كوتاه    

  : پذيردطبق مراحل زير صورت  DNAسپس استخراج 

 5/1ميكروتيوب  در) منجمد شده در ازت مايع(رم بافت برگ يا ميسليوم قارچ گميلي 50-100آسياب نمودن  - 1

  .ندهييتري با وسيله سالميلي

  .ميكروليتر بافر استخراج، سپس ورتكس مخلوط 300افزودن   - 2

oا در حمام آب گرمهاري ميكروتيوبدنگه - 3
C60  متناوب) سر و ته كردن(دقيقه با اينورت  30به مدت.  

  .دقيقه 5اري به مدت دا بر روي يخ و نگههانتقال نمونه  - 4

 پنجا به مدت حداقل هو اينورت نمونه) به يك 24نسبت حجمي( ايزوآميل الكل: ميكروليتر كلروفرم  800افزودن   - 5

  .دقيقه

  .دقيقه 10در دماي آزمايشگاه به مدت  در دقيقهدور  rpm 9000 ا درهسانتريفوژ نمونه  - 6

  .5-7تكرار مراحل  .انتقال فاز روئي به ميكروتيوب جديد  - 7

oا در فريزر  ها، سپس قراردادن آنهافزودن دوسوم حجم ايزوپروپانل سرد، چند بار اينورت نمونه  - 8
C20 

به مدت  –

  .دقيقه 60-30

  . دقيقه و سپس حذف محلول روي رسوب 10ايشگاه به مدت در دماي آزم rpm8000 سانتريفوژ در  - 9

  .درصد براي دو مرتبه 70شستشوي رسوب با الكل  -10

 20-10( RNaseحاوي ) ولارميك ميلي EDTA+ ولارمده ميلي TE )Trisميكرو ليتر بافر  50-100افزودن  -11

Termomixer (o(سربسته به حجم رسوب و نگه داري بر روي ترموميك) ميكروگرم بر ميلي ليتر
C 37  به مدت يك

  .ساعت

  .تا زمان استفاده oC4 اري نمونه ها در يخچال دنگه -12

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  است الگوي به كار رفته در واكنش، با روش مذكور در اين گزارش استخراج شده DNAكه  PCRج آزمون ي از نتايانمونه -1شكل 

Fig. 1 A result of PCR analysis in which template DNA into reaction  has been extracted  

by the above method 



١٧٧ 1382/ 2شماره / 19جلد / چغندرقند 

                                        استفاده دمنابع مور

Cartner MJ, Milton ID (1993) An inexpensive and simple method for DNA purifications on 

silica particles. Nucleic Acids Research. 21: 1044. 

Edwards K, Johnstone C, Thompson CA (1991) Simple and rapid method for the preparation of 

plant genomic DNA for PCR analysis. Nucleic Acids Research. 19: 1349. 

Huang J, Ge X, Sun M (2000) Modified CTAB protocol using a silica matrix for isolation of 

plant genomic DNA. BioTechniques. 28: 432-434. 

Murry MG, Thompson WF (1980) Rapid isolation of high molecular weight plant DNA. 

Nucleic Acids Research. 8: 4321-4325. 

Rogers SO, Bendich AJ (1988) Extraction of DNA from plant tissues. Plant Molecular Biology 

Manual. A6: 1-10. Kluwer Academic Publishers, Dordrecht- Planted in Belgium. 

Saghai-Maroof MA, Soliman KM, Jorgensen RA, Allard RW (1984) Ribosomal DNA spacer- 

length polymorphism in barley: Mendelian inheritance, chromosomal, location and 

population dynamics. Proc Nat Acad Sci USA 81: 8014-8018.  

 

References 


