
www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

  

 

 3133، تابستان 13شماره   ،8سال  /پژوهشی گیاه و زیست بوم -فصلنامه علمی                                                          
 

555  

 

 

 
 

 

 

 

 استخشاج دی ان ای دس گل گاو صبان ایشانی ی هادس معشفی سوش سشیع و
(Echium amoenum Fisch&Mey.)  

2، قزباًعلي ًعوت ساد1ًَُرالذیي حسیي پَرآساد
* 

 چىیسٜ

ثَهي اُ ايه ډًاى كٖبٓ ثٍ ىډب ثًىٌ ي  ځَىى. ثبٵَ إشوَاع ىي ان اي اُ ډًاى ډوشچٶي إشٶبىٌ ډي ي سُيٍ ثَاي ىٍ ٽڄ

شَيّن ــٶبىٌ اُ ويــثبٙىي. ٭لايٌ ثَ ايه ويبُډىي إش و٪َ ٕلاډشي ثَاي اوٖبن ه٦َوبٻ ډي اُ َٵَڇٽچ-ٵىًڃثَهي ويِ َمبوىي 

ځَىى. َمـىيه ىٍ  ، ثٖيبٍي اُ ډًاى يبى ٙيٌ كٌٳ ډيSTE( َٖشىي. ثب إشٶبىٌ اُ ثبٵَ RNase) ڈ آٍ ان آُـــ٬ ي آوِيـډبي

ثبلا ي كٖبٕيز ثٍ اُىيبى ىډب  ي ٭لايٌ ثَ ىاٙشه َِيىٍٽٍ  BSAَبي ٹجچي ثٍ ىڅيڄ ويبُ ىاٙشه ثٍ ډًاىي َمـًن  ٍيٗ

ومبيي  وبدٌيَ ډي ٽىىيٌ ٍا اډَي اػشىبة ىٍكيه ٭مڄ إشوَاع، ويبُډىي إشٶبىٌ اُ ىٕشڂبٌ ٕبوشَيٶيًّ ثب ٹبثچيز ٕيٖشڈ هىټ

َب ىٍ كؼڈ ثبلا  ډلچًڃ َبي ډٮمًڃ ويبُډىي ثپبٍځيَي اُ ًٕي ىيڂَ ٍيٗ ،َب ٵبٹي ايه اډپبوبر َٖشىي ٽٍ ثٖيبٍي اُ آُډبيٚڂبٌ

َبي ډٮمًڃ ثَاي  ىَىي ثٍ َميه ىڅيڄ إشٶبىٌ اُ ٍيٗ ثبٙىي ٽٍ ٍيي َڈ ٍٵشٍ َِيىٍ إشوَاع ىي ان اي ٍا اٵِاي٘ ډي ډي

 ىٍ ځڄ ځبي ُثبن ايَاوي ډٺَين ثٍ َٝٵٍ وجًى. ىٍ ٍيٗ ثُيىٍ ٙيٌ ي ديٚىُبىي، ٥ي آُډبيٚبر ډوشچٴ اُ DNAإشوَاع 

PVP ػبي ٍ ثBSA ٌَبي طبوًيٍ  ځَىيي ايه ډبىٌ ١مه ىاٙشه ډٺبيډز ثبلا ىٍ ثَاثَ اٵِاي٘ ىډب، ثب٭ض كٌٳ ډشبثًڅيز إشٶبى

ٕچًڅي ثب  ي ځَىى ثب ثپبٍځيَي ايه ډبىٌ ُډبن ٖٙشًٚي ٭ٞبٌٍ َب اُ ډلشًيبر ٕچًڅي ثبٵز ځيبَبن ډي ٵىڄ ثوًٞٛ دچي

ًٙوي ٽٍ ايه ٍيٗ  ٭ًاډڄ ٵًٷ ثب٭ض ډي ي مً٭ٍډؼ .يبثي ايِيآډيڄ اڅپڄ ثٍ يټ ډَكچٍ ٽبَ٘ ډي -ډلچًڃ سَٽيجي ٽچَيٵَڇ

ـىيه ثب ٽبَ٘ ډًاى ډَٞٵي ثٍ ډيِان سَي ٹبثڄ اوؼبڇ ثبٙي. َم ىٍ ډير ُډبن ٽڈ DNAَبي ډٮمًڃ إشوَاع  وٖجز ثٍ ٍيٗ

ّوًډي ىٍ  DNAثٍ ٭ىًان يټ ٍيٗ ٕبىٌ، َٕي٬ ي اٍُان ثَاي إشوَاع  STEَبي ٹجچي، ٍيٗ  يټ ؿُبٍڇ وٖجز ثٍ ٍيٗ

 سًان ايه ٍيٗ ٍا ىٍ ٥يٴ يٕيٮي اُ ځيبَبن ىاٍييي ويِ ثپبٍ ځَٵز. ن ايَاوي ثُيىٍ ځَىيي ٽٍ ډيځڄ ځبي ُثب

  DNA، إشوَاع  STE،PVP  ،BSA ثبٵَ ځڄ ځبي ُثبن ايَاوي، وّیسي: ٞاي ٚاغٜ
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 ٔمسٔٝ
ّوًډي ىٍ  DNAَبي ډوشچٶي ثَاي إشوَاع  ٍيٗ

ثَاي  ى ځَىييٌ،َبي ډوشچٴ ځيبَبن ديٚىُب ځًوٍ

  Thompson (1980)  Murry &اُ ٍيٗ ډظبڃ

 ځىيڇ، اُ ځيبَبوي و٪يَ ثَوغ،DNA ثَاي إشوَاع 

ٕيت ُډيىي ي ځڄ ٍُ ي ػُز إشوَاع  سًسًن،

DNA ٗاُځيبَبن ُيىشي ي ىٍهشبن ډيًٌ اُ ٍي 

Doyle & Doyle (1990) إشٶبىٌ ٙيٌ إز. 

ثَاي  Lodi et al (1994) َمـىيه اُ ٍيٗ

ځڄ ډيمًن إشٶبىٌ  ٕيت، اُ ډً، DNA اعإشوَ

إشوَاع ٍيٗ  Casaikl et al (1998) .يٌ إزـٙ

يي ٍا ثٍ ٭ىًان ٍيٙي ډًطَ ثَاي  ىلادًٍسب ي َمپبٍان

َبي ثَځي ًٍر، ثَوغ ي  اُ ومًوٍ DNA إشوَاع

ىڅيڄ ٍ َبي ُيىشي ډٮَٵي ٽَىوي. ث ثَهي اُ ځڄ

َبي ځيبَبن ىاٍييي ٽٍ ىاٍاي  َٙاي٤ هبٛ، ثبٵز

َبي طبوًيٍ ثوًٞٛ  ٦ًف ډوشچٶي اُ ډشبثًڅيزٕ

َب ثب  ّوًډي آن DNA، إشوَاع ثبٙىي َب ډي ٵىًڃ دچي

اي  َبي ُوؼيٌَ ٽيٶيز ي ٽميز ډىبٕت ػُز ياٽى٘

ثبٙىي ؿٍ ثٖب  اي ډًاػٍ ډي دچيمَاُ، ثب ډٚپلار ٭ميٌ

ُډبن  ثبييوبؿبٍ  ثٍ  ډلٺٺبنثٖيبٍي اُ ىاوٚؼًيبن ي 

ٕشوَاع ىي ان اي ُيبىي َٝٳ ثُيىٍ ٕبُي ٍيٗ ا

َبي  . ََ ؿىي ٍيٗ(Shrma et al., 2002) ثىمبيىي

ډشٮيىي ػُز إشوَاع ىي ان اي ّوًډي اُ 

َبي ځيبَبن ډوشچٴ ىاٍييي ًٍٝر ځَٵشٍ إز  ثبٵز

ثٍ كبڃ َيؾ ځِاٍٙي ډجىي ثَ ثُيىٍ ٕبُي  اډب سب

ٍيٗ إشوَاع ىي ان اي ّوًډي اُ ځيبٌ ىاٍييي ځڄ 

كٖيه َىييٌ إز )ځبي ُثبن ايَاوي ځِاٍٙي وڂ

 DNAىٕشَٕي ثٍ (. 1390دًٍآُاى ي َمپبٍان، 

ّوًډي ثب ٽيٶيز ډىبٕت ػُز اوؼبڇ ٽبٍَبي ډَسج٤ 

ُ ػمچٍ ويبَُبي ١َيٍي يټ ثب ډُىيٕي ّوشيټ ا

ثبٙي ػُز ٍٕيين ثٍ ايه اَياٳ  ډلٺٸ ډي

 دبٍاډشََبي ُيبىي اُ ػمچٍ ډًاى ٙيميبيي ډًٍى

 ي ِيىٍـىيه َإشٶبىٌ، ډير ُډبن إشوَاع ي َم

ثب سًػٍ ثٍ اَميز اوؼبڇ ٽبٍ ثٖيبٍ ډُڈ َٖشىي.  

 DNA، إشوَاع ځڄ ځبي ُثبن ايَاوي ثٖيبٍ اٍُٙمىي

 ډ٦چًة اُ ايه ځيبٌ ثٍ ډى٪ًٍ ثٍَٕي سى٫ً ّوشيپي ي

 ثبٙي. ډي ډ٦بڅٮبر ثيًڅًّي ډًڅپًڅي اډَي ١َيٍي

َبي  س٦جيٺي ٍيٗ ي سلٺيٸ ډٺبيٍٖايه َيٳ اُ 

ثُيىٍ ٙيٌ ثب  STE ي CTABىلادًٍسب ي َمپبٍان، 

ثُشَيه ځِيىٍ ثَاي إشوَاع ىي  يپييڂَ ي اوشوبة

ان اي ّوًډي ثب ٽيٶيز ي ٽميز ډ٦چًة ىٍ ځيبٌ ځڄ 

 ثبٙي.  ُثبن ايَاوي ډي ځبي

 

 ٞا ٔٛاز ٚ ضٚـ

 ٔٛاز ٌیاٞی ٔٛضز ٘یاظ -اِف

ىٍػٍ  4ٌُ ي ػًان سلز ىډبي ثبٵز ثَځي سب

ٌ ػُز بٌ اوشٺبڃ يبٵشىي. آوڂبځَاى ثٍ آُډبيٚڂ ٕبوشي

َبي هبٍػي ډًاى  ٕبُي ډًاى ځيبَي اُ آڅًىځي دبٻ

ځيبَي ثب آة ډٺ٦َ ٖٙشًٚ ځَىييوي، سب سجويَ ٙين 

َب )ىٍ ىډبي اسبٷ( ثٍ كبڃ هًى ٍَب آة اُ ٦ٕق ثَٿ

ډًٍى  ييٌ ي ٕذٔ ثَاي إشوَاع ىي ان ايځَى

)كٖيه دًٍآُاى ي َمپبٍان،  إشٶبىٌ ٹَاٍ ځَٵشىي

1388) . 

 ٞاي ٔٛضز ٘یاظطفٔٛاز قیٕیايی ٚ ٔع -ب

 (.1ډَاػٮٍ ثٍ ػييڃ )
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STEسٍؽهَاد هَسد ًياص خْت اػتخشاج دی اى ای طًَهي تا اػتفادُ اص  -1خذٍل 
 تْيٌِ ؿذُ 1* 

 

 

 

 

 

 

ٕبُي  ثًىٌ ٽٍ دٔ اُ آډبىٌ ({Sucrose، ( 8 mM, PH 2 )Tris-HCL، (EDTA 20Mm, PH8 (M4 )ٙبډڄ}  STE* ثبٵَ

 ثبيٖشي اسًٽلاي ځَىى.

 

 DNAاؾترطاج  زؾتٛضاِعُٕ -ج

 ثٍ ٍا ثَځي ثبٵز .ځَڇ(5) ځَڇ ډيچي 500 -1

 ؿيىي َبين ي ىٍ ىاهڄ ٽَىٌ ٽًؿپي سجييڄ ٹ٦ٮبر

 .ٹَاٍ ځيَى

 ومًىٌ ا١بٵٍ َبين ثٍ STEثبٵَ  څيشَ ډيچي 5 -2

 ا١بٵٍ آن ثٍ  SDS٪(20)ډيپَيڅيشَ  300 ثلاٵبٝچٍ

 .ځَىى
َمًّويٌِ  هًثيٍ ٽًث٘، ث ثب َبين ډلشًيبر -3

 .(إز ډُڈ ثٖيبٍ ٕبُيٌ َمًّويِ ُډبن) ځَىى ډي

 َمًّويٌِ ډلشًيبر اُ ډيپَيڅيشَ 500 اوشٺبڃ -4

 .څيشَيډيچي 5/1 َبيسيًة ثٍ ٙيٌ

 ي څيشيڈ ٽچَيي څيشَډيپَي 200 ومًىن ا١بٵٍ -5

َب، سيًة اُ ََيټ ډَٽبدشًاسبوڄ ثٍ ثشب ىٍٝي 2/0

)إشٶبىٌ اُ ٽچَيي څيشيڈ ثي٘ اُ ډٺياٍ سًٝيٍ ٙيٌ 

 .ځَىى(ډي PCRٍ ٵَآيىي ى DNAثب٭ض ٭يڇ سپظيَ 

ثٍ ََ يټ اُ PVP  (٪5/1) ا١بٵٍ ومًىن -6

 ىٍ َب سيًة ځٌاٙشه اُ ٹجڄ ٽٍ ًٍٝر )ثييه َبسيًة

 دًىٍ( ًٍٝرٍ )ث َبسيًة اُ ََ يټ ثٍ ځَڇ آة كمبڇ

 ډوچ٣ً سيًة ډلشًيبر ثب آٍاډي ثٍ ي ځَىى ا١بٵٍ

 .ځَىى(

 ثبلايي ډيِان ىاٍاي ځيبَي ډًاى ًٍٝسيپٍ ىٍ :سًػٍ

  PVPسًان اُ ډٺياٍ ثبٙي ډي ٵىًڅي دچي ډًاى اُ

سىبٕت ىٍ إشٶبىٌ سَي إشٶبىٌ ٽَى )ثب ٍ٭بيز  ثي٘

 .اُ ٕبيَ ډًاى (

 60) ځَڇ آة كمبڇ ىٍ َبسيًة ىاىن ٹَاٍ -7

 ػُز ) ََؿىي ىٹيٺٍ ىٹيٺٍ 45 ډير ثٍ ىٍػٍ(

ځَڇ ٙين ي ډوچ٣ً ومًىن ډلشًيبر،  ىٍ يپىًاهشي

 .َىوي(ځډي سٍ ي َٕ آٍاډي َب ثٍسيًة

 ي ځَڇ آة كمبڇ اُ َبسيًة هبٍع ومًىن -8

 ىډبي ىٍ ىٹيٺٍ 10 ډيرٍ ث َب ٹَاٍىاىن آن

  .آُډبيٚڂبٌ

 

 
1. Sucrose – Tris - EDTA 

 دچي ييىيڄ ديَيڅيييه .2

 ٍىيٴ ٱچ٪ز ډًٍى إشٶبىٌ ٭لايڈ اهشٞبٍي

EDTA-Na2 20Mm,PH8 1 

Sucrose 4M 2 

Tris-HCL 8 2mM,PH 3 

SDS 20% 4 

LICL 8M 5 

PVP
2 %1/5 6 

Β-

mercaptoethanol 
%0/2 7 

Chloroform-

isoamyl alcohol 
24:01 8 

ethanol 70% 9 

Isopropanol 10 ثٍ ډٺياٍ لاُڇ 
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 ډٺياٍ ثٍ اڅپڄ ايِيآډيڄ -ٽچَيٵَڇ ومًىن ا١بٵٍ -9

 .سيًة ثٍ ډلشًيبر كؼڈ َڈ

 rpm 13400ىٍ  َبومًوٍ ٕبوشَيٶيًّ ومًىن -10

 .ىٹيٺٍ 15 ډير ثٍ آُډبيٚڂبٌ ىډبي ىٍ

 َبيسيًة ثٍ اوشٺبڃ ي ٍييي ٵبُ ثَىاٙز -11

 .ػييي

 ا١بٵٍ ثب ډلچًڃ، ٙٶبٵيز ٭يڇ ًٍٝر ىٍ -12

اڅپڄ ي  ايِيآډيڄ -ٽچَيٵَڇ آن كؼڈ َڈ ومًىن

 rpm 13400َب ىٍ ومًوٍ ٕبوشَيٶيًّ ومًىن ىيثبٌٍ

 .ىٹيٺٍ 10 ډيرٍ ث

 ىي ًٕڇ ومًىن ٵٍا١ب ي ٍييي ٵبُ ثَىاٙز -13

ځَاى ثٍ  ٕبوشي ىٍػٍ -20 ايِيدَيدبوڄ ډلچًڃ كؼڈ

 .َبََ يټ اُ سيًة

َبي  ٽلاٳ ٕيِىَڈ ډَكچٍ اػَاي اُ دٔ :وپشٍ

DNA ډٚبَيٌ ٹبثڄ ډلچًڃ ي٤ٕ ىٍ هًثيٍ ث 

ٍيٗ ًيڄ إشوَاع  ىي ثٍ سًان ډي ٕذٔ هًاَىي ثًى

 .ىي ان اي ٍا اىاډٍ ىاى

 :ايڃ( اڅٴ )ٍيٗ –ع 

 اُ إشٶبىٌ ثب DNA ٽلاٳ زثَىاٙ :1-1-14

 ٹيٍر ثب اي ٙيٍٚ ي يٕيچٍ ََ يب ي دبٕشًٍ ديذز

اي ىاٍاي ثبٍ ډظجز )يٕبيڄ ٙيٍٚ .ثبلا ٽبديلاٍيشٍ

ٽٍ ىاٍاي ثبٍ ډىٶي إز ثٍ ٍاكشي ثٍ  DNAثًىٌ ي 

 .ځَىى(ي اُ ٕبيَ ډلشًيبر ػيا ډي آن ؿٖجييٌ

 70 اڅپڄ اُ إشٶبىٌ ثبDNA ٙشًٚي  :2-1-14

 اُ اسبوًڃ َمَاٌ DNAٽلاٳ  سب ځَىى ىٍٝي )اكشيب٣

 .وڂَىى( ديذز كٌٳ وًٻ

 سب ځَٵشٍ ٹَاٍ ٭مًىي ًٍٝرٍ ث َبديذز :3-1-14

DNA ٍ(ويَىي اڅپڄ ثًي) ځَىى هٚڀ ٽبډڄ٥ًٍ  ث. 

4-1-14: DNA ٍ100 ثيٕز آډيٌ ٍا ى 

 ومًىن  ځَڇ دي٘) كڄ ومبييي *TEډيپَيڅيشَ ثبٵَ 

TEٍاوللاڃ  ىDNA َإز ډًط،) 

ٍ ث TEثبٵَ  ىٍ إشٶبىٌ ډًٍى EDTA يځبَ) سًػٍ:

 ثًىٌ آوِيمي َبيياٽى٘ ىٍ ثبُىاٍويٌ ٭بډڄ ٭ىًان

آډذًڃ سٍِيٺي  آة اُ TEسًان ثؼبي ډي ػُز ثييه

 ومًى( ي إشٶبىٌ

 ي ىٍػٍ 4 ىډبي ىDNAٍ وڂُياٍي  :5-1-14

 .إشٶبىٌ ُډبن سب ځَاى ٕبوشي

 :ة )ٍيٗ ىيڇ( –ع 

ٍ ث rpm 5000ىٍ  َبومًوٍ ٕبوشَيٶيًّ :1-2-14

 .ىٹيٺٍ 10 ډير

 َبسيًة ىاهڄ ډبيٮبر ومًىن هبڅي :2-2-14

 . (وَيى ىٕز اDNAُ سًىٌ اكشيب٣،)

 ٪70 اڅپڄ ډيپَيڅيشَ 100ومًىن ا١بٵٍ :3-2-14

 rpmٕبوشَيٶيًّ ډؼيى آن ثب  ي َبسيًة اُ يټ ََ ثٍ

 .طبويٍ 90 ډيرٍ ث 2400

 .(14-2-3) ٹجچي ډَكچٍ سپَاٍ :4-2-14

 ىډبي ىٍ DNAن ومًى هٚټ :5-2-14

 .ويَىي اڅپڄ ثًي ٽٍ ُډبوي سب آُډبيٚڂبٌ

 ( ي14-1-4ډَكچٍ ) سپَاٍ :6-2-14

 .(14-1-5) ډَكچٍ سپَاٍ :7-2-14

 Tris) 10ٙبډڄ  PH8اسًٽلاي ٙيٌ ثب  TE* ثبٵَ 

 ثبٙي. ډًلاٍ( ډييټ ډيچي  + EDTAډيچي ډًلاٍ 

 DNAسٮييه ٽيٶيز ي ٽميز  -ى

َبي  ٍيٗدٔ اُ إشوَاع ىي ان اي ّوًډي ثب 

 100ٌ ىٍ ثيٕز آډيَبي  ډًٍى ډٺبيٍٖ، ىي ان اي

ډيپَيڅيشَ آة ډٺ٦َ ىي ثبٍ سٺ٦يَ يبٵشٍ كڄ ځَىييٌ 

ٕب٭ز ىٍ ىډبي آُډبيٚڂبٌ ٹَاٍ  24ي ثٍ ډير 

 ځَٵشىي.

ٽيٶيز ي ٽميز ىي ان اي ّوًډي إشوَاع ٙيٌ، 

ثب إشٶبىٌ اُ ىي ٍيٗ إذپشَيٵشًډشَي ي اڅپشَيٵًٍُ 

ي ډًٍى ثٍَٕي ٹَاٍ ځَٵز. ىٍٝ 8/0 ٍيي ّڃ آځبٍُ

 PCRَب ٽٍ ىٍ ډَاكڄ اػَاي اڅجشٍ ثَهي اُ ومًوٍ

ىاىوي ػُز ا٥ميىبن ٽبډڄ اُ سپظيَ هًثي وٚبن ومي
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ٽيٶيز ډ٦چًة ىي ان اي ډًٍى إشٶبىٌ، ىي ان اي 

ځَٵز  ډًٍى ٢َڈ ٹَاٍډي EcoR1اڅڂً ثب آوِيڈ ثَٙي 

ٕىؼي ثٍ ٍيٗ  (. ثَاي ٽيٶيز3 )ٙپڄ

َبي ىي ان اي دٔ اُ ٍٹيٸ ٍ إذپشَيٵشًډشَي ومًو

)٥ًڃ ډًع ػٌة  وبوًډشَ 260ٙين ىٍ ٥ًڃ ډًع 

 ځيَي ٙيٌ ي ثب ٵَډًڃ ُيَ:اوياٌُ ييَبي وًٽچئيټ(إ

ٱچ٪ز   =   وبوًډش260َډٺياٍ ػٌة ىٍ × ٭پٔ ٍٹز ( × ١50َيت ٍٹز )

ٽٍ ََ ياكي  ييَب سٮييه ځَىيي. اُ آوؼب ٱچ٪ز آن

يپَيځَڇ ډ 50وبوًډشَ ډٮبىڃ  260ػٌة ىٍ ٥ًڃ ډًع

اي إز اځَ وٖجز  ىي ٍٙشٍ ىٍ ډيپَيڅيشَ ىي ان اي

 260ډٺياٍ ػٌة ډلچًڃ ىي ان اي ىٍ ٥ًڃ ډًع 

ډشَ ىٍ وبوً 280ثٍ ډٺياٍ ػٌة ىٍ ٥ًڃ ډًعوبوًډشَ 

ايه إز ٽٍ  ي ىَىيٌ ثبٙي وٚبن 7/1-9/1 ي ډلييىٌ

ًٍٝر س٤ًٕ إييَبي وًٽچئيټ  ٥ًٍ ٭ميٌ ثٍػٌة 

ٌ ډ٦چًة ثًىٌ آډيثيٕز ځَٵشٍ ي ٽيٶيز ىي ان اي 

 ًٍىاٍ إزــــهَــچًٛ لاُڇ ثــــــي اُ ه

(Monika et al., 2006) .ثب إشٶبىٌ اُ ـىيه َم

ٽيٶيز  ىيثبٌٍ %8/0 ٍيي ّڃ آځبٍُ DNAاڅپشَيٵًٍُ 

ثَاي ََ ثييه سَسيت ٽٍ  ثبوي ََ ومًوٍ ډٚوٜ ٙي

 2َاع ٙيٌ ثب إشو DNAډيپَيڅيشَ  4ومًوٍ 

٣ً ځَىييٌ ي ىٍ ډيپَيڅيشَ ثبٵَ ثبٍځٌاٍي ډوچ

 TBEىٍ َٙاي٤ ثبٵَي %8/0َبي ّڃ آځبٍُ  ؿبَټ

سوچيٍ ځَىيي. ّڃ آځبٍُ ثٍ ډير يټ ٕب٭ز ثب يڅشبّ 

آډيِي ثب  اڅپشَيٵًٍُ ځَىيي. دٔ اُ ٍوڀ 85 طبثز

( ىٍ ىٕشڂبٌ UVىٍ ُيَ وًٍ ) DNAاسيييًڇ ثَيډبيي، 

Geldoc  َٙٽزUVP ٔآډَيپب، ډٚبَيٌ ي ٭پ-

َبي ډىبٕت اُ ، ومًوٍثَىاٍي ٙي. دٔ اُ سٶٖيَ ّڃ

ىي ان  ثٮىًان PCRو٪َ ٽيٶي ي ٽمي ػُز اوؼبڇ 

 اي اڅڂً اوشوبة ځَىييوي.

 

 ٘تايج

شًډشَي ثَاي ََ ىي ډًٍى وشبيغ كبٝڄ اُ إذپشَيٵ

)ػًان ي ثبڅٰ( وٚبن اُ ډٺياٍ ٽڈ  َبي ثَځي اُ ومًوٍ

َبي ثبڅٰ ىٍ ََ ٍٕ  ىي ان اي إشوَاػي اُ ثَٿ

وشبيغ ثيٕز آډيٌ  (.2 ٍيٗ ډًٍى ډٺبيٍٖ ثًى )ػييڃ

ىَىي ٽٍ ٕه ٵيِيًڅًّيپي ډًاى ځيبَي ي  وٚبن ډي

َبي إشوَاع ىي ان اي، ىٍ ٽيٶيز ي ٽميز  ٍيٗ

وشبيغ ىٍ ٭يه كبڃ  ځٌاٍ َٖشىي.سبطيَىي ان اي 

ثيٕز آډيٌ كبٽي اُ آن َٖشىي ٽٍ إشوَاع ىي ان 

َبي  ثُيىٍ ٙيٌ ثَاي ثَٿ STEاي ّوًډي ثب ٍيٗ 

ي ٽيٶيز ثُشَي وٖجز ثٍ ٕبيَ  ػًان ي ثبڅٰ اُ ٽميز

 ي ځَڇ ډبىٌ 5/0ثبٙي. ىٍ ډٺياٍ  َب ثَهًٍىاٍ ډي ٍيٗ

 سَيه ډٺياٍ ىي ان اي ثٍ ډيِان سٺَيجي ثَځي ثي٘

 169) ځَڇ ىٍ ډيپَيڅيشَوبوً 780 - 910

 ًان ي ډٺياٍــبي ػــَ ځَڇ/ډيپَيځَڇ( ثَاي ثَٿ

ځَڇ/ ډيپَيځَڇ( ثَاي 73) وبوًځَڇ 300 - 430

ثُيىٍ ٙيٌ ثيٕز  STEاُ ٍيٗ َبي ثبڅٰ  ثَٿ

سَيه آن ډَث٣ً ثٍ ٍيٗ  ٽٍ ٽڈ آډيوي. ىٍ كبڅي

ثب ډٺياٍ ډٖبيي اُ  CTABىلادًٍسب ثًى. ىٍ ٍيٗ 

ثيٕز سَيه ډٺياٍ ىي ان اي ّوًډي  ثبٵز ثَځي، ثي٘

 300ػًان ثب ډيبوڂيه سٺَيجي اُ ثبٵز ثَځي  آډيٌ

َبي ثَځي ثبڅٰ ىٍ ډٺياٍ  وبوًځَڇ ي ثَاي ومًوٍ

ډيپَيڅيشَ كبٝڄ ځَىيي. ىٍ ڇ ىٍ ََ ځَوبو200ً

ډٺياٍ  سَيه ثپبٍځيَي ٍيٗ ىلادًٍسب ي َمپبٍان ٽڈ

َبي ثَځي  ثبٵز ځَڇ ثَايوبوً 150ىي ان اي ّوًډي )

َبي ثبڅٰ  ځَڇ ىٍ ډيپَيڅيشَ ثَاي ثبٵزوبوً 5 0ػًان ي

َبي ډًٍى ډ٦بڅٮٍ كبٝڄ  ثَځي( وٖجز ثٍ ىيڂَ ٍيٗ

ثب  ٕىؼي (. وشبيغ كبٝڄ اُ ٽميز2 )ػييڃ ٙي

 STEإذپشَيٵشًډشَي وٚبن اُ ٱبڅجيز وٖجي ٍيٗ 

ثُيىٍ ٙيٌ ىٍ ىٕشيبثي ثٍ ىي ان اي ّوًډي ثب ډٺياٍ 

 كياٽظَ ثًى ٽٍ آُډًن ٽميز ٕىؼي ثب ّڃ آځبٍُ

 يـــثبٙ يــايه ډًاٍى ډ ي ٽىىيٌ% ويِ سبييي8/0

ٕىؼي ثب ا٥لا٭بر  ىٍ ثٍَٕي ٽيٶيز (.2ي  1 )ٙپڄ
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بوڂيه ػٌة وًٍي ثيٕز آډيٌ اُ إذپشَيٵشًډشَي ډي

وبوًډشَ وشبيغ كبٽي اُ آن  280سب  260ىٍ ٥ًڃ ډًع 

 ي ثب ډلييىٌ ثًىوي ٽٍ ٍيٗ ىلادًٍسب ي َمپبٍان

ٍيٗ ډىبٕجي ثَاي إشوَاع ىي  86/0 – 3/1ػٌثي 

ثبٙي ٽٍ ايه  اي ّوًډي اُ ځيبٌ ډًٍى ډ٦چٮٍ وميان 

 (.2ي  1)ٙپڄ  ډ٫ً١ً ىٍ اڅپشَيٵًٍُ ويِ سبييي ځَىيي

ثٍ آُډبيٚبر ٢َڈ آوِيمي ثب إشٶبىٌ اُ  وشبيغ ډَث٣ً

ثُيىٍ  STEوٚبن ىاى ٽٍ ىٍ ٍيٗ  EcoR1آوِيڈ 

 DNAٍىٌ ي ًه ثٍ ٥ًٍ ډىبٕت ثَٗ DNAٙيٌ 

ي ىلادًٍسب ثٍ سَسيت  CTABإشوَاػي ثب ٍيٗ 

ثَٗ آوِيمي ډ٦چًة ثبٙىي.  َبي ثٮيي ډي ىاٍاي ٍسجٍ

كبٝڄ اُ  DNAثيبوڂَ هچًٛ ثبلاسَ ي ٽيٶيز ثُشَ 

(. ىٍ ياٹ٬ 3 ثبٙي )ٙپڄ ثُيىٍ ٙيٌ ډي STEٍيٗ 

إشوَاع ٙيٌ ډًػت  DNAيػًى وبهبڅٞي ىٍ 

ٽىىيٌ اُ وٮز اُ ٭مڄ آوييوًٽچئبَُبي ډلييىډمب

َب  َبي ثَٙي آن ٥َيٸ اٙٲبڃ ٽَىن اكشمبڅي ٕبيز

 ځَىى. ډي

( PCRاي دچيمَاُ ) وشبيغ كبٝڄ اُ ياٽى٘ ُوؼيٌَ

 STEإشوَاػي ثب ٍيٗ  DNAوٚبن ىاىوي ٽٍ 

ثَهًٍىاٍ إز  PCRٙيٌ اُ ٽيٶيز لاُڇ ثَاي ثُيىٍ 

ٽٍ ي١ًف ي سٮياى ثبويَبي سپظيَ ٙيٌ ىٍ ډٺبيٍٖ ثب 

ّوًډي اُ ايه ځيبٌ  DNAَبي إشوَاع  ٕبيَ ٍيٗ

(. 4 )ٙپڄ ثبٙي ايه ډ٫ً١ً ډي ي ٽىىيٌ اطجبر

 

 

 

 

 

 
 

 ي گياُ داسٍيي گل گاٍ صتاى ايشاً ّای خَاى تشياػتخشاخي اص  DNA ػٌدي ويفيت -1ؿىل 

 تْيٌِ ؿذُ، STEسٍؽ  -1 اص چة تِ ساػت: . % . 8تش اػاع سٍؽ الىتشٍفَسص تا آگاسص 

 ّوىاساى ٍی. سٍؽ دلاپَستا ٍ -CTAB  ٍ 3سٍؽ -2 
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 گياُ داسٍيي گل گاٍ صتاى ايشاًي  ّای تالغ تشياػتخشاخي اص  DNAػٌدي  ويفيت -2 ؿىل

  CTABسٍؽ  -2تْيٌِ ؿذُ،  STEسٍؽ  -1 ِ ساػت:ت پاص چ . % . 8تش اػاع سٍؽ الىتشٍفَسص تا آگاسص 

 ّوىاساى ٍی. سٍؽ دلاپَستا ٍ -3 ٍ
 

 
 

 تْيٌِ ؿذُ،STE  -1تِ تشتية اص چپ تِ ساػت:  Ecor1 آصهَى ّضن آًضيوي تا اػتفادُ اص آًضين تشؿي -3ؿىل 

 2-CTAB   ٍ3- همذاس  (دلاپَستا ٍ ّوىاساىDNA تاؿٌذ يىشٍليتش هيه 6ّا  تضسيك گشديذُ دس ّش يه اص چاّه(. 

 

 ّای خَاى ٍ تالغ، طًَهي اص تشي DNA همايؼِ ويفيت ٍ ووي -2 خذٍل

 تا اػتفادُ اص سٍؽ اػپىتشٍفتَهتشی

 

 ډيبوڂيه ػٌة

 )وبوًډشَ(
 DNAډٺياٍ

 ومًوٍ ثَځي
 ٍيٗ إشوَاػي

 ػًان ثبڅٰ

85/1 91- 78  * STE 

6/1 43- 30 *  STE 

58/1 41- 34  * CTAB 

38/1 25- 18 *  CTAB 

4/1 19- 12  * Dellaporta 

86/0 7- 3 *  Dellaporta 
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  TCCGCTCTGG‐3‐5 تا تَالي OPA‐10 ای پليوشاص تا اػتفادُ اص آغاصگش ٍاوٌؾ صًديشُ - 4ؿىل 

 آٍسی ؿذُ ّای خَاى گاٍ صتاى ايشاًي خوع اص تشي STEطًَهي اػتخشاخي تِ سٍؽ  DNAتا 

 (.1390صاد ٍ ّوىاساى، حؼيي پَسآهٌطمِ وـَس ) 16اص  

 

 

 

 

 ّای هختلف اػتخشاج دی اى ای. همايؼِ هَاد هصشفي سٍؽ -3 خذٍل

 

 ٍيٗ

 

 ډًاى

STE ٌثُيىٍ ٙي CTAB ىلادًٍسب ي َمپبٍان 

 - - + ٕبٽبٍُ

Tris-HCL + + + 

SDS + - + 

LICL + - - 

NACL - + + 

CH3OOK - + - 

CH3OONa - - + 
 + + - ويشَيّن

CTAB - + - 

RNase - + + 
EDTA + + + 
PVP + + - 
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 ٌیطي ٚ ٘تیجٝ تحث
َبي ػًان وٖجز ثٍ ٕبيَ  ثَٿ٥ًٍ ٽچي ٍ ث

َبي ځيبٌ ىاٍاي ډًاى دچي ٕبٽبٍييي ي  ٹٖمز

 ٫ً١ًٽٍ ايه ډسَي َٖشىي  َبي طبوًيٍ ٽڈ ډشبثًڅيز

ډًاٍى، ػُز إشوَاع سَ  ىٍ ثي٘ ٌځَىيي ډًػت

DNA َُىىــــشٶبىٌ ځـــًان إــــَبي ػ ثَٿ ا 

(et al., 2006 De Masi) ٌډًاى ٙيميبيي إشٶبى .

 3 ٙيٌ ثَاي ََ ٍٕ ٍيٗ ډًٍى ډ٦بڅٮٍ ىٍ ػييڃ

ىٍ ػييڃ ډٚبَيٌ  آيٍىٌ ٙيٌ إز َمبوڂًوٍ ٽٍ

 ثٍ ويبُي ثُيىٍ ٙيٌ STE ٍيٗ ځَىى، ىٍ ډي

 َبي َب ي ثبٵز ٙپٖشه ٕچًڃ )ػُز ډبي٬ ويشَيّن

 َبي ٽٍ ىٍ ٕبيَ ٍيٗ كبڅيىٍ .ثبٙي ومي ځيبَي(

َبي  ډشيايڃ إشوَاع ىي ان اي اُ ػمچٍ ٍيٗ

CTAB ثبٙي. ىٍ ايه  ي ىلادًٍسب ويبُ ثٍ اُر ډبي٬ ډي

يٌ ويبُ ثٍ َبي يبى ٙ ٍيٕٗبيَ ٍيٗ ثَ هلاٳ 

ثبٙي. إشٶبىٌ اُ ٕبٽبٍُ ىٍ ثَهي اُ  ٕبٽبٍُ ډي

َبي إشوَاع ىي ان اي ويِ ځِاٍٗ ځَىييٌ  ٍيٗ

بٍ اُ ثَاي ايڅيه ث Kaufman et al (1999)إز. 

إشوَاع ىي ان اي ّوًډي  ٕبٽبٍُ ىٍ ډلشًيبر ثبٵَ

 ٹبثڄ ـىيهَم َبي ځيبَي إشٶبىٌ ومًىوي. اُ ٕچًڃ

 َبي يًن ٽلاسٍ ومًىن ثب EDTAٽٍ  ًٽَ إز

 ٵٮبڅيز ػُز ٽًٵبٽشًٍ ٭ىًانٍ ث ٽٍ ډىيِيڈ

 َب ػچًځيَي آن ٵٮبڅيز اُ َٖشىي وًٽچئبُ َبي آوِيڈ

 ىٍ ىيًٌٙي ٭ىًانٍ ث SDS. آيٍى ډي ٭مڄ ثٍ

ٍ ث ي ثًىٌ ډ٦َف DNAإشوَاع  ثبٵََبي ډلشًيبر

 )ٙپٖشه ٱٚبيي څيذييَبي ي ٽىىيٌ كٌٳ ٭ىًان

 ي ثًىٌ ډ٦َف َٖشٍ( ي ىيًاٌٍ ي ٕچًڅيي  ىيًاٌٍ

 DNAاُ  يدَيسييى سَٽيجبر ٙين ػيا ثٍ َمـىيه

 ثشب .(et al., 2004 Ahmad) ومبيي ډي ٽمټ

 ي ٽَىٌ ٭مڄ اٽٖييان آوشي ٭ىًانٍ ث اسبوًڃ ډَٽبدشً

 ،ٽىي ډي ػچًځيَي ٵىًڅي دچي ډًاى ٙين اٽٖييٌ اُ

 ٙين اي ٹًٌُ ثب٭ض ٵىًڅي دچي ډًاى ٙين اٽٖيي

 ځَىى يـــډ يٌـــٙ إشوَاع DNAدچيز 

(Monika et al., 2006). ثبٍ هـــايڅي څيشيڈ ٽچَيي 

ػبي  ٍث ٤et al (2001) Pirttla ـــــــسًٕ

RNase ٌيبٍثٖ ثبوي ٭ىَٞ څيشيڈ .ځَىيي إشٶبى 

 ػٶز 200 اُ ثي٘ ىاٍاي َبيRNAثب  اهشٞبٝي

 ډلچًڃ ٱيَ ىڅيڄٍ ث ي ىاىٌ Li-RNAسَٽيت  ثبُ

آڅًىځي  اُ ي يبٵشٍ ًٍٕة ٍاكشيٍ ث سَٽيت ثًىن، ايه

DNA ثَ ٭لايٌ .ًٙى ډي ٽبٕشٍ إشوَاػي ّوًډي 

يبٵشٍ  ثَٗ َبيDNAكٌٳ  ثٍ LiCLثپبٍځيَي  ايه

(shared)، ييَبٕبٽبٍ دچي ي ُبي دٖمبويدَيسييى 

ٽٍ  ځيبَي َبي ځًوٍ ىٍ .ومبيي ډي ډًطَي ٽمټ

 سًان ډي َٖشىي ٵىًڅي دچي ډًاى اُ ثبلايي كؼڈ ىاٍاي

 ييىيڄ )دچيPVP  اُ ډىبٕجي ډٺبىيَ ثپبٍځيَي ثب

 يځيــــثبُىاٍو پڄــــثَ ډٚ َيڅيييه(ــــدي

  ومًى ٱچجٍ إشوَاع يــــٍيو ىٍ ًاىــــــډ هـــــاي

(Ahmad et al., 2004) .مً٭ٍ ٭ًاډڄ ٵًٷ ډؼ

ّوًډي إشوَاع ٙيٌ اُ  DNAثب٭ض ځَىييوي سب 

َبي ځيبٌ ىاٍييي ځڄ ځبي ُثبن ايَاوي اُ ٽيٶيز  ثَٿ

سًان  ىٍ وُبيز ډي ي ٽميز ډىبٕجي ثَهًٍىاٍ ثبٙىي.

 DNAثُيىٍ ٙيٌ ػُز إشوَاع  STE ځٶز ٍيٗ

َبي ثَځي ػًان ي  ثب ٽيٶيز ي ٽميز ډ٦چًة اُ ومًوٍ

 Echium) بي ُثبن ايَاويـــڄ ځــــــٰ ځـــڅبث

amoenum) ٍسَيه  سَيه ي َٕي٬ ثُشَيه، ٽڈ َِيى

َبي  ىٍ ډٺبيٍٖ ثب ٕبيَ ٍيٗ DNAٍيٗ إشوَاع 

 ًٙى. ډلًٖة ډيٍايغ 

 

 ٌعاضي ؾپاؼ

ىاوىي اُ  يٕيچٍ وًيٖىيځبن ثَ هًى لاُڇ ډي ثييه

ٵىبيٍي ٍيبٕز ډلشَڇ دْيَٚپيٌ ّوشيټ ي ُيٖز 

يه دَيٌّ ٍا سٺجڄ َبي ا ٽٚبيٍُي ٥جَٕشبن ٽٍ َِيىٍ

 ومًىوي سٚپَ ومبيىي.
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 ٔٙاتع
 .253-255ٛ، ٝٶلٍ 404 ،ًٍٕٖ ٵََىڂي اوشٚبٍاسي سيمًٍُاىٌسَُان: ډ ،. ٍىٌ ثىيي ځيبَبن ىاٍييي1378 .ْآظاز ترت،

 

ٍَٕي سى٫ً ّوشيپي ثَهي اُ ث .1390 قىطي..ا ٚ ،واظٕی تثاضؼ.ن.، آظازترت.ْ٘عٕت ظازٜ، .ق.عٖ.، ،حؿیٗ پٛضآظاز

وًاكي ٙمبڃ ي ٙمبڃ ٱَة ايَان ثب إشٶبىٌ اُ  (.Echium amoenum Fisch& Mey) ځڄ ځبي ُثبن ايَاوي َبي اٽًسيخ

، سَُان، دْيَٚي سلٺيٺبر ّوشيټ ي اٝلاف ځيبَبن ډَسٮي ي ػىڂچي ايَان( -ىي ٵٞچىبډٍ ٭چمي ،RAPDوٚبوڂَ ډًڅپًڅي 

 .1-13ٝٶلبر  ،19ػچي  1ٙمبٌٍ

 

ځيبٌ  ّوًډي اُ DNAَبي ډوشچٴ إشوَاع  ډٺبيٍٖ ٍيٗ .1388 آظازترت..ْٚ قىطي ا. ٘عٕت ظازٜ،.ق.عٖ.، ،حؿیٗ پٛضآظاز

 سَُان. ،يه َمبي٘ ډچي ثيًسپىًڅًّي ايَانډؼمً٭ٍ ډٺبلار ٙٚم ،ىاٍييي ځڄ ځبي ُثبن ايَاوي
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