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 از گياهان دارويي DNA سازي ارائه يك روش آسان براي استخراج و خالص

1رضا بورد، 5سعيد پروانه، 4مهدي شفيعي، 3عليرضا اطمينان، 2، منصور اميدي*1فرهاد حريري اكبري
0F

1 
 چكيده

 آيد. امكان شمار مي ترين نيازهاي ژنوميكس به اساسيژنومي با كيفيت و كميت بالا يكي از  يDNA استخراج 
هاي تازه انجام شود.  از برگ  DNAهاي مختلف گياه وجود دارد ولي بهتر است استخراج از بعضي از بافت،  DNAاستخراج

تركيبات فنولي،  و هاساكاريدها، آلكالوئيدها، تانن هاي ثانويه بسيار زياد از قبيل پليبه علت حضور تركيبات آلي و متابوليت
گيرد، بنابراين يافتن روشي مناسب براي به سهولت انجام نمي  DNAن دارويي، استخراجها و غيره در بافت گياهاترپنوييد

زيرا اساس تحقيقات مولكولي از جمله مهندسي ژنتيك و ژنوميكس،  رسد، كاهش اين تركيبات بسيار مفيد به نظر مي
DNAاين تحقيق، . درباشدي با كيفيت و خالص مي DNA  ها و  گياهان دارويي از بافت هاي مختلفدر خانواده ژنومي ي

 داتوره ،)Anethum graveolense( ويدــياه شــاقه گــبرگ، س خراج شده است، از جملهـــهاي مختلف است اندام
)Dutora steramonium(گندواش ،)(Artemisia annuaهاي غيرتخصصي (مريستمي) گياهان در حال  ، كالوس و بافت

  (Aloe vera).آلوورا و گياه )Taxus baccata( سرخدار )،Ducrosia anethifolia( بو انقراض از جمله گياه مشك
% و روش اسپكتوفوتومتري مشخص 1استخراج شده به وسيله الكتروفورز ژل آگارز ي  DNAهمچنين كميت و كيفيت

دگي به ژنومي استخراج شده نسبتا خالص و مطلوب است و در صورت آلو ي  DNA دهد كه گردد. نتايج نشان مي مي
سازي به كار گرفته شده است. در اين تحقيق ما تلاش كرديم روشي  مناسب، سريع و  هاي خالص هاي مختلف روش متابوليت

ارائه  ،گياهاني كه داراي ارزش دارويي هستند ژنومي ازي DNAكارآمد كه در  همه جا در دسترس باشد را براي استخراج 
 دهيم.

 DNAسازي   خالص الكتروفورز، ژل آگاروز، ،DNA، استخراج هان داروييگياه:هاي كليدي كلمه
 

 ، گروه بيوتكنولوژي، تهران، ايراندانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم و تحقيقات تهران -1

 ، تهران، ايراندانشگاه تهران، گروه زراعت-2

 ، كرمانشاه، ايرانگروه زراعتواحد كرمانشاه، اسلامي دانشگاه آزاد  -3

 ، زابل، ايرانزابل، گروه بيوتكنولوژي دانشگاه -4

 ، زابل، ايراندانشگاه زابل، گروه باغباني -5
 )(Hariri.farhad267@gmail.com. مسئول مكاتبه *

 1389تاريخ پذيرش: پاييز    1388تاريخ دريافت: زمستان 
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 مقدمه
اهان دارويي در ايران و ساير نقاط استفاده از گي

جهان به عنوان محصولات اصلي و فرعي بسيار 
باشد، لذا پر واضح است كه تعيين  ارزشمند مي

هاي ژنتيكي، مورفولوژيكي، فيزيولوژيكي و ويژگي
  اكولوژيكي اين دسته ازگياهان، به منظور بهره
برداري پايدار اقتصادي، اهداف بهداشتي و سلامتي و 

هاي طبيعي ين حفظ تنوع موجود در عرصههمچن
هاي در حال  مراتع كشور و جلوگيري از حذف گونه

). 1377، (كريمي رسد انقراض ضروري به نظر مي
گياهان دارويي به دليل داشتن تركيبات متابوليت 

افزوني  ثانويه كه خاصيت دارويي دارند از اهميت روز
مقاوم برخوردار هستند زيرا در حال حاضر به دليل 

بودن عوامل بيماريزا به داروهاي شيميايي و آنتي 
بيوتيكها نياز به منابع جايگزين در جهت رفع 
نيازهاي بهداشتي، سلامتي و همچنين كاهش 

شود  ساس ميـي احـيايـواد شيمـضرات مـم
)Pirttii, 2001 در اين بين، مباحث مولكولي از .(

ستي افزوني در مطالعات مختلف علوم زي اهميت روز
با استفاده از ابزارهاي باشند، برخوردار مي

هاي مهندسي ژنتيك و بيوتكنولوژي از جمله روش
تهيه كتابخانه ژني امكان حفظ و نگهداري ژرم 
پلاسم ميلياردها ژنوتيپ در حجم كم و هزينه پايين 
ممكن است، و همچنين استفاده از ژنوميكس (كه از 

وع ماركرهاي توان به انواع متن ها مي آن ي جمله
مشخص شدن ميزان تنوع  مولكولي اشاره كرد)، و با

ذخاير وراثتي و روابط ژنتيكي بين افراد در يك گونه، 
هاي گياهي  اهداف مهم و ارزشمند اصلاح گونه كه از

 توان گفت استخراج اسيدهاي ميرود، بشمار مي
ترين گام در انجام اين  نوكلئيك اولين و مهم

. )1375 ،قره ياضي؛  1382 ،فارسي(مطالعات باشد
هاي كارآمد، آسان و  دستورالعملدر اختيار داشتن 

منظور  به DNAكم هزينه به منظور استخراج 
ورزي در انجام كارهاي مولكولي  گيري و دست نمونه

در آزمايشگاه بسيار مهم و ضروري است، همچنين 
در بسياري از موارد استخراج مواد ژنتيكي با 

باشد كه تغييراتي در  مراه ميهايي ه محدوديت
شرايط، و مواد مورد استفاده در استخراج توانسته 

استخراج شده را بهبود  DNA است كميت و كيفيت
). اين تحقيق 1375 ،وجداني ؛ 1384 ،(نقوي بخشد

هاي روشبا با مطالعه و انجام آزمايشات گوناگون
مختلف استخراج ژنوم بر روي گياهان متنوع دارويي، 

ك روش مناسب، جهت استخراج ژنوم از گياهان به ي
دارويي شويد، گندواش، داتوره، مشك بو، سرخدار، و 
آلوورا دست يافته كه همگي از گياهان دارويي و 
داراي سطح بالايي از تركيبات متابوليتي و آروماتيك 

كه اين موضوع خود نشان دهنده كارايي  ،هستند
ان دارويي با بالاي اين روش در استخراج ژنوم گياه

در جهت نشان دادن  متابوليت ثانويه بالا است.
ن مقاله به سه گياه را در اياهميت گياهان دارويي 

 ايم. عنوان نمونه ذكر كرده
 با نام علمي يا شبت گياه دارويي شويد

)Anethum graveolense( بو يا مشگك  مشك و
(Ducrosia anethifolia)  گياهاني علفي و يك و

 (Apiaceae) چتريان ي له از خانوادهسا يا چند
باشد. اين گياهان به رنگ سبز، داراي ارتفاع  مي

باشد.  متر و بدون كرك مي سانتي10 -80حدود 
صورت متعدد، از قاعده داراي  گياه به ي ساقه

صورت  باشد. اين انشعابات به اي مي انشعابات دوشاخه
هاي كم و بيش منشعب و به حالت ايستاده يا  شاخه

هاي پاييني گياه داراي دو  باشد. بخش خيزان مي
متر بوده و پهنك  سانتي 10 -16برگ بلند به طول 

ها به  تايي است. گل ها داراي بريدگي سه آن
شود كه  هاي سفيد، زرد تا كمي قرمز ديده مي رنگ
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 باشند مركب مي ترـن چـآذي لـورت گـبه ص
 ).1386 ،(مجنون حسيني

يي و غذايي از اين دارو ي استفاده ي سابقه
ر هان در ايران و هند و ساير نقاط دنياي قديم د گياه

و موارد  رسد سال قبل از ميلاد مي 1500حدود 
هاي استفاده گسترده از اندام رويشي و بذر و اسانس

هاي ثانويه پر اهميت  باشد. متابوليتاين گياهان مي
آلفافلاندرون، و ̗اين گياهان از قبيل دكارون، د

 نن، همچنين افزون بر اين مواد فلاونوئيدليمو
)Flavonid) و كومارين (cumarine(  و
 الـــــرمــال نــانــدك)، Xanthon( وانــزانتــگ

n-decanal)، دودكانال  ،د قارچي)ـض 
dodecanal)نــنـپي- اــفـري)، آلــتـاكـد بــ، ض 

α-pinenen)  ها، درمان كش دافع حشرات در حشره
 نـيرســم  -تاــت)، بـدگي پوسـو بريي ــتگـسوخ

β-myrcene)ــده ــاي) ي ، معطركنن ــالوئول  چ و لين
linalool)هـاي بهداشـتي) را    ، ايجاد كف در شوينده
 دــــنود دارــــان وجـاهـــم در ايــن گيـهــ نــام بــرد،

هــاي داراي اثــرات ضــد  ، ايــن گونــه)1383، (يـزدي 
دهنــده  ي عضـلاني و تســكين كننــده ميكروبـي، شــل 

د و در توليد داروهاي ضد افسردگي نيز مورد باشن مي
گيرند و در طب سنتي از ايـن گيـاه    استفاده قرار مي

شـود، در   براي رفع كمـردرد و سـردرد اسـتفاده مـي    
هاي مولكولي در جهـت درك   نتيجه استفاده از روش

هاي مختلف اين گياهان تنوع موجود در بين جمعيت
و  و همچنين دسـتكاري ژنتيكـي در مسـير سـاخت    

هاي مفيد گامي در جهت رفع افزايش توليد متابوليت
باشـد   نياز كشور به محصـولات گياهـان دارويـي مـي    

 ).1384 ،(مصطفوي
 ي همتعلق به خانواد Artemisia annua ي هگون

compositeae هايي شبيه به  است. داراي برگ
هاي زرد روشن، و داراي بويي  هاي سرخس، گل برگ

، و داراي m2تفاع آن حدود شبيه به كافور است. ار

صورت ه هاي آن ب ها برگ يك ساقه است كه شاخه
 5/2-5ها بين  اند. طول برگ متناوب آرايش يافته

 لــامـاه شـن گيـگر ايـاي ديــه امـت. نــاس
Sweet Anni ،sweet wormwood تــــاس 

ثابت شد كه  1971در سال  .)1381 ،(لاري
ضد مالارياست. در  اين گياه داراي فعاليت ي هعصار

عوامل فعال آرتيميزينين از گياه  1972پي آن در 
جدا و ساختار شيميايي آن مشخص شد. اين ماده در 

ها وجود دارد و در  ها و ساقه اي برگ هاي غده تريكوم
اند تمركز  هاي بالايي گياه كه تازه رشد كرده قسمت

از طرفي اين گياه داراي خواص  ،تري دارند بيش
است و داراي خاصيت توكسيك انتخابي  ضدسرطان

هاي سرطان سينه و برخي از انواع  براي برخي سلول
 ).Baraldi, 2008(سرطان پروستات است

هايي از  بومي ايران و قسمت اناكثر اين گياه
 هاي باشد. در ايران اين گياه در استان افغانستان مي

مازندران، خراسان، يزد، سمنان،  گلستان، كرمان،
ان، سيستان و بلوچستان، اصفهان، لرستان، هرمزگ

 ).1383 ،ند (يزديبوشهر و تهران رويش دار
 

 ها مواد و روش
 كشت گياه و توليد كالوس

در مورد گياه شويد ابتدا بذرهاي گياهان از 
 آوري و در ظروف پتري هاي طبيعي جمع رويشگاه

بر روي كاغذ صافي مرطوب قرارگرفت و بعد از  ديش
هاي پلاستيكي منتقل گرديد.  دانگل زني به جوانه

متر رسيد  سانتي 15تا  10هنگامي كه طول گياه به 
ها به اندازه كافي رشد كرده باشند  و همچنين برگ

 .)1 (شكل براي انجام عمل استخراج آماده است
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 نمايي از گياهان كاشته شده -1شكل 
 

كشت موراشي و  بو در محيط گياه مشك بذور
% و  2-3با گلوكز در مقدار  MS, 1962)( كوگاس

هاي رشد از جمله  كننده ، تنظيمg/L 8آگار به مقدار 
 1و  mg/L 2  هاي اكسين و سيتوكنين در غلظت

و  26كشت، درفضاي كاملاً تاريك و دماي  محيط

گراد به منظور توليد كالوس، كشت  درجه سانتي 24
ي يگرگياهان د .)1387 ،(اشتري)، 2گرديد (شكل 

ي توليد گياهچه و برگ تازه در مزرعه و گلخانه برا نيز
  ).3(شكل  شده بودند كاشته

 

 

 

 

 

 

 نمايي از كالوس -2شكل              نمايي از گلخانه -3شكل 
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 DNAاستخراج 
اتوكلاو (هاون  شده را در هاي توليد برگ و كالوس

) به كمك نيتروژن -20شده و قرارگرفته در فريزر
) و به 1386 ،(نقوي آسياب كرده ع كاملاًماي

يك از  دهيم. به هر انتقال مي ml 5/1 هاي تيوب
تر محلول بافر ـكروليــمي 900ها  تيوب

سي  سي 10 در  SDSگرم SDS 4%  )4/0استخراج
اضافه كرده و به )  EDTA،NaClمحلول تريس، 

گراد  درجه سانتي 65ماري  دقيقه در بن 45مدت 
زم به ذكر است كه بايستي عمل لا( دهيم قرار مي
 به هر. صورت متناوب صورت پذيرد كردن به اينورت

ميكروليتر استات پتاسيم اضافه  300ها  يك از تيوب
دقيقه در ظرف محتوي يخ قرار  25شده و به مدت 

گراد، به  درجه سانتي 3ها را در دماي  دهيم. تيوب مي
سانتريفوژ rpm12000 دقيقه و در 15مدت 

ميكروليتر از مايع فوقاني را كشيده،  750 م.كني مي
ميكروليتر  750به تيوب جديد انتقال داده و 

دقيقه در  5كنيم و  ايزوپروپانول به آن اضافه مي
دهيم.  قرار مي گراد) درجه سانتي 25دماي آزمايشگاه 

گراد، به  درجه سانتي 3ها را در دماي  مجددا تيوب
تريفوژ سان rpm 12000دقيقه و در  15مدت 

ها را به  كنيم. مايع فوقاني را دور ريخته وتيوب مي
درجه  37دقيقه در انكوباتور  30تا  20مدت 
) به طور 4(شكل  Pellet تا دهيم. قرار مي گراد سانتي

در صورت وجود آلودگي (بعد از  .كامل خشك شود
سنجش كميت و كيفيت ژنوم استخراج شده و رنگ 

جام ــسازي ان صـخالها مراحل  رسوب) با متابوليت
 .)Ribeiro, 2007( واهد شدـــخ

                                                                                            
 

 

 

 

 

 

 باشد ي نبود آلودگي مي شفاف به دست امده است كه نشان دهنده pellet -4 شكل
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 سازي خالص
 ميكروليتر آب ديونيزه 700ها  به هريك از تيوب

)DDW ساعت  1) اتوكلاو شده اضافه نموده، به مدت
زنيم  ، تپ ميشوداري مينگهدگراد  درجه سانتي 4در 

 لاًـامــتشكيل شده در انتهاي تيوب ك Pellet تا
ول كلرفرم ــلــپس محــــد و سوـــل شـح

 700 ) به حجم24:1( 1/ايزوآميل الكل 24
ثانيه به  20ود و براي مدت ش ماكروليتر افزوده مي

آرامي و خوب تكان داده شود تا امولسيون يكنواختي 
به مدت  rmp 13000دور با بدست آيد. سانتريفيوژ

شود: فاز زيري  دقيقه كه دو فاز تشكيل مي 10
كلرفرم ايزوآميل الكل و فاز رويي محلول حاوي 

DNA.  ليتري جديد  ميلي 2فاز رويي به تيوپ
اني ـوقــع فـــــجم مايــح 0.1 منتقل گرديده و

) اضافه pH=  8مولار،  3ات (ــم استـــسدي
برابر حجم مايع فوقاني الكل مطلق  5/2كنيم.  مي
كنيم تا  دقيقه صبر مي 5%) و سپس 100( زنيم مي

به مدت rmp 13000دور  با آبگيري شود. سانتريفيوژ
، pelletدقيقه، مايع فوقاني را دور ريخته و به  10

زنيم. الكل را خارج  % مي70ماكروليتر الكل  100
 37دقيقه در  30تا  20كرده و در اينكوباتور به مدت 

خشك شود و  دهيم تا كاملاً گراد قرار مي درجه سانتي
 و يا آب مقطر TEماكروليتر محلول  100سپس 

)DDW( 4ها را در يخچال  و نمونهكنيم  اضافه مي 
ساعت  1به مدت  مكني گراد نگهداري مي درجه سانتي

به خوبي  DNAزنيم تا  و بعد به خوبي تپ مي
 ).Worden, 2009( مخلوط و رقيق شود

 
 الكتروفورز ژل آگاروز

براي تفكيك و جداسازي اسيدهاي نوكلئيك از 
هاي مختلفي از جمله كروماتوگرافي تعويض  روش

توان استفاده كرد كه اساس يوني و الكتروفورز مي
 باشداختلاف بار الكتريكي ميهمه آنها بر پايه 

)Clark, 2005.(  در اين مطالعه از روش ساده و
 5% استفاده شده است. 1سريع الكتروفورز ژل آگارز 

 5ي آماده شده را با DNAهاي  ميكروليتر از نمونه
) رنگي مخلوط كرده و محتوي Dye( ميكروليتر ماده

 قرار% 1/0هاي ژل آگارز  ميكروليتر را در چاهك 9.5
دقيقه با ولتاژ ثابت  35دهيم. ژل آگارز به مدت  مي
آميزي با   ولت، الكتروفورز گرديد و پس از رنگ 90

ر زير د DNA، )دقيقه 30برومايد (به مدت  اتيديوم
برداري  مشاهده و عكس  Geldocدر دستگاه  UVنور

توان توسط دستگاه  از آن انجام شده است و يا مي
 جيدرا سن DNAيت اسپكتوفوتومتري كيفيت و كم

     .)5 (شكل
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در هر چهار تكرار داراي باند شفاف و كاملاً مشخص  ،DNAهاي كالوس گياه مشك بو  نمونه DNAز ژل آگارز رالكتروفو -5شكل 
 باشد (سمت چپ) مي

باشد  ي استخراج شده مي DNAغلظت  دهنده ) كه نشانladderهاي گياه شويد همراه با نشانگر ( نمونه DNAز ژل آگارز رالكتروفو
 (سمت راست)

 
                      

 يجانت
هاي با وزن زياد و وضوح زياد را ژل الكتروفورز باند

و همچنين اين  ،دهد ها نشان مي براي تمام نمونه
حاصل بدون  DNAكنند كه  باندها ثابت مي

شكستگي هستند و از كيفيت مطلوب برخودار 
 .باشد مي

آن با دستگاه اسپكتوفوتومتر سنجيده شد كميت 
در تابش دو  )Purity Index( كه شاخص خلوص

تا  1.76نانومتر عدد  280به  260طول موج مختلف
ژنومي از كميت   DNAدهد كه را نشان مي 2.01

 اينكهبا توجه به  مناسبي برخوردار است.
از گياهان دارويي به دليل دارا بودن   DNAاستخراج

تركيبات فنولي، آلكالوئيدي، تانني، سطح بالاي 
هاي  روغني و غيره مشكل و نيازمند روش

 هاي تمايز سازي است، ولي با استفاده از بافت  خالص
هاي تازه و جوان  نيافته در اين روش، مانند برگ

توان (مرحله دوم روش ارائه  همچنين كالوس مي
 DNAشده) بدون نياز به تخليص، امكان استخراجي 

 تري مهيا سازد تر و صرف هزينه كم سرعت بيشبا  را
طور كه تصوير ژل الكتروفورز نشان  . همان)6(شكل 

و  RNase، Protease كار بردن دهد بدون به مي
انجام پروسه تخليص توسط فنول و كلروفرم ايزوآميل 

مناسبي  اًي حاصله داراي كيفيت نسبتDNAالكل، 
 ).5(شكل  باشد مي

با توجه به مرحله در صورت آلوده بودن (
خالص ي     DNAتوان مي سازي سازي) با خالص خالص

، البته بايد به اين نكته توجه و مناسب به دست آورد
سازي منجر به شكستگي   كرد كه انجام مراحل خالص

شود، پس دقت در انجام  مي  DNAو فشردگي
مراحل كار از اهميت خاصي برخوردار است تا نيازي 

 ).6كل (ش به تكرار نباشد
سازي و استخراج  برخي تغييرات در پروسه خالص
باشد كه  نياز مي از نظر دما، زمان و مقادير مواد، مورد
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ژنومي   DNAتواند روشي مناسب را در استخراج مي
 ).Keb, 2002كند ( و ديگر تحقيقات مولكولي فراهم

داول ـــهاي مت در اين تحقيق با اعمال روش
 ،CTAB ،DELLAPORTAه ـــمختلف از جمل

Qiagen DNeasy Mini Plant Kit،  و غيره جهت
از گياهان دارويي  نتيجه گرفتيم كه  DNAاستخراج 

 DNA   حاصل از اين روش ارائه شده، داراي ي
تري براي آزمايشات مولكولي  كيفيت بسيار مناسب

باشد. روش مذكور بسيار كم هزينه است به طوري  مي
استخراج  هاي از كيتاين روش نسبت به استفاده  كه

هاي ژنتيك رايج شده است  كه امروزه در آزمايشگاه
دهد.  يش را به طور قابل توجهي كاهش ميهزينه آزما

تري  از طرفي اين روش داراي  تعداد مراحل كم
باشد بنابر اين در  مي CTABهاي  نسبت به روش

ري را ت هاي بيش ونهمتوان تعداد ن تري مي مدت كوتاه
  د.تري استخراج كربا كيفيت به

 
 

 

 

 

 )Anethum graveolenseي ژنومي گياه شويد ( DNAاستخراج  -6شكل 
 شكل سمت راست بعد از خالص سازي -شكل سمت چپ قبل از خالص سازي، ب -الف

ست كه اي خالص ا به اندازه DNAتر است. لازم به ذكراست اين  ي خالصDNAشكل سمت راست به مراتب نسبت به سمت چپ داراي 
 استفاده شده است. AFLPسي تنوع ژنتيكي با ماركر ربعد از اين مرحله در كارهاي مولكولي مثل بر

 

 بحث
 ،DNAهاي مختلف استخراج  با مقايسه بين روش

هاي زيادي نباشد  در صورتي گياه داراي متابوليت
استفاده از متدهاي معمول آزمايشگاهي كار آمد 

يي داراي سطح بالايي است. ولي در صورتي گياه دارو
از مواد متابوليتي است، به خصوص در زماني كه تحت 

)، در اين 1390 ،تنش قرار گرفته باشد (شفيعي
هاي رايج كارآمد نبوده و يا  صورت استفاده از پروتكل

سازي آن زمان زيادي را صرف كرد   بايد براي بهينه
در صورتي كه اعمال اين روش در گياهان دارويي 

ه از لحاظ تيمار همچنين محيط كشت مختلف ك
باشند نشان داد كه  داراي تنوع بسيار زيادي مي

DNA ژنومي خوب و قابل قبولي با صرف هزينه و ي
باشد. در اين روش ديگر  وقت كم قابل حصول مي

و همچنين ماده X-100 نيازي به استفاده از تريتون 
)PVP (polyvinylpyrrolidoneهايي  ، كه در روش

شود نيست و شوينده  مصرف مي CTABفر كه با
sodium dodecyl sulfate (SDS)  كه در مراحل

شود كارايي لازم را جهت ليز كردن  اول استفاده مي
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ها دار  غشاء سلول، و يكنواخت كردن بار پروتئين
 ).1385 ،است (سلوكي

استفاده   Ribeiro et al (2007)بر طبق گزارش
هاي تازه و  از برگ Mini Plant Kitاز كيت 

شود ولي اگر  بسيار خوبي حاصل مي  DNAجوان
گياه تا حدودي دچار تنش شده باشد و يا مسن 
باشند محصول مولكولي مورد نظر بسيار كاهش يافته 
و يا كارآمد نيست. محصولات زنجيره 

ه را ـــ) اين گفتPCR productرازي(ــم پلي
راز ــــم يــپلم ــرا آنزيــنند، زيــك ت ميــــثاب
)Taq DNA Polymerase(  مرازي خود  پليفعاليت

دهد،  ها انجام نمي را به خوبي در حضور متابوليت
ها مانع فعاليت مواد مورد استفاده در  متابوليت

شوند، همچنين در صورتي كه تعداد  استخراج مي
ها و يا تكرار آزمايش افزايش يابد نتايج خوبي  نمونه

روش بعد از استخراج شود. ولي در اين  حاصل نمي
توان در  اگر آلودگي به متابوليت مشاهده شود مي

فشرده شده و  DNA چند مورد (بهتر است يكبار زيرا
سازي را انجام داد. در اين  شكند) مراحل خالص يا مي

هاي زرد و مسن، ژنومي خوب و  روش حتي از برگ
 قابل قبولي به دست آمده است.

م به ذكر است لاز Al-Saghir (2009)بر طبق 
هاي  ها مناسب براي بافت كه هيچكدام از اين روش

ها نبوده و  چوبي و خشن مثل ساقه خشن و بذور آن
هاي ديگر  ها نياز به روش براي استخراج از اين بافت

هاي گياه در حد  د كردن بافترخباشد. زيرا  مي
هاي سلولي با  سطوح زير سلولي و فروپاشي اندامك

پذير نيست و  كه موجود است امكاناي  متدهايي ساده
 ها داراي آلودگي متابوليتي زيادي هستند. اين بافت

هاي  البته با توجه به حذف نيتروژن مايع در روش
تري برخوردار  ها از خطر كم مبتني بر كيت اين روش

ها  ) ولي اين روشKeb et al., 2002( باشند مي

تري هستند و در همه مراكز  داراي هزينه بيش
حقيقاتي امكان تهيه آن وجود ندارد، در اين روش از ت

نيتروژن مايع به دليل كاهش هزينه و در دسترس 
كننده بافت گياه استفاده درخنبودن ابزار پيشرفته 

شده است، نيتروژن مايع هم نقش شكننده كردن 
بافت گياهي را به عهده دارد و هم از فساد سريع 

تحقيق به  شود. اين رد شده جلوگيري ميخبافت 
تواند  دليل سهولت و استفاده از مواد در دسترس مي

 هاي مبتني بر كيت باشد. جايگزين خوبي براي روش
Maria et al (2001)با استخراج ،DNA   از

گياهان دارويي با تركيبات آروماتيكي با روش 
CTAB موفق به استخراجDNA  با كيفيت  ي

راحل از مطلوب شد ولي زمان زياد و تعداد بالاي م
 كاسته است و در تحقيقشان نياز به  DNAكيفيت

بوده است،  mercaptoethanolو  PVPمصرف 
استفاده از اين مواد بايد با وسايل مخصوص و دستگاه 

ردن ـه كـافـــنين اضــمچــو هد ــاشـود بــه
منجر به  CTAB) در بافر Li Clكلريد ليتيوم (

اج استخر DNAاز  RNAجلوگيري از جداسازي 
افه كردن ــده با اضــشده است ولي در روش ذكر ش

در آخرين مرحله اقدام به حذف  RNaseماكروليتر  2
RNA خاطر استفاده از ه ايم و پروتئين نيز ب كرده

ها شده به آساني با  استات پتاسيم كه باعث تجمع آن
 .شود سانتريفيوژ رسوب داده مي

ه در استفاده از اين روش درگياهان نام برده شد
اين تحقيق براي اولين بار صورت گرفته و در منابع 

هاي  هموارد مشابه كه با اين گستردگي از خانواد
مختلف گياهان دارويي ژنوم استخراج گردد مشاهده 
نگرديده. نتايج حاصل از اين مطالعه در تحقيقات 
مولكولي مختلفي از جمله تعيين فاصله ژنتيكي با 

قال ژن استفاده شده و انت AFLPماركر مولكولي 
 است.
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همكاران پژوهشكده گياهان دارويي  در خاتمه از
كليه اساتيد و همكاران محترم  جهاد دانشگاهي و

 مجله گياه و زيست بوم كمال تشكر را دارم.
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 ن كنگره زراعت و اصلاح نباتات اصفهان.يچهاردهم ،در اصلاح نباتات DNA. كاربرد نشانگر 1375 .قره ياضي،ب
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