
 ژنومي از گياه و قارچ جهتDNA استخراج روشي ساده و مؤثر براي
PCRاي مبتني بره آزمون

Simple and effective method for genomic DNA extraction
 from plant and fungus for PCR-based analyses

1پيمان نوروزي

اي مختلف بسته به ه وجود دارد كه در آزمايشگاه  اي بسياري ه ژنومي از منابع گياهي و قارچي روش       DNAبراي استخراج   
 در اغلب  DNAبا اين حال، اصول كلي مراحل استخراج        . رددگا استفاده مي  ه موردنياز 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 سـعي گرديـد بـا    . ديردگاشد حس ميب ميPCRاي 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 باشد      به روشي ساده و تكرارپذير دست يافت كه مورد استفاد         
اي مختلف دو منبع گياهي و قارچي پس از تعيين كميت و كيفيت،      ه استخراج شده از نمونه    DNAزير به كار گرفته شد و       

بـه 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 ؤ براي هر دو منبع گياهي و قارچي م       DNAرفته در استخراج    

ري ت هزينه كـم بااي زيست شناسي مولكولي هاي معمول در آزمايشگاههر از سه ساعت بوده و در مقايسه با اكثر روش تكم
.  قابل انجام است

 ژنومي از گياه و قارچDNAدستورالعمل استخراج 
. ابتدا محلول هاي بافر استخراج طبق جدول يك تهيه گردد

DNA ميلي ليتر بافر استخراج 100 تهيه -1                                      جدول
Table 1 Preparing of 100 ml DNA extraction buffer

 نهاييغلظت
Final concentration

)يترلليمي( حجم برداشتي
Required volume(milt)

محلول هاي ذخيره
Stock solutions

1%20SDS 5%
500 mM20NaCl, 2.5M
100 mM10Tris HCl, 1M, pH=8 
50 mM10EDTA, 0.5 M, pH=8 

----39ddH2O 
1%12-Mercaptoethanol (add Freshly)
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: پذيرد طبق مراحل زير صورت DNAسپس استخراج 

5/1ميكروتيوب در) منجمد شده در ازت مايع(رم بافت برگ يا ميسليوم قارچ گ ميلي50-100آسياب نمودن -1

.ندهييتري با وسيله سالميلي

. ميكروليتر بافر استخراج، سپس ورتكس مخلوط300 افزودن -2

.متناوب) سر و ته كردن( دقيقه با اينورت 30 به مدت oC60ا در حمام آب گرمهاري ميكروتيوبدنگه-3

. دقيقه5اري به مدت دا بر روي يخ و نگهه انتقال نمونه-4

پنجا به مدت حداقل هو اينورت نمونه)  به يك24نسبت حجمي(ايزوآميل الكل:   ميكروليتر كلروفرم800 افزودن -5

.دقيقه

. دقيقه10در دماي آزمايشگاه به مدت در دقيقه دور rpm9000ا دره سانتريفوژ نمونه-6

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

 به مدت –oC20ا در فريزر  ها، سپس قراردادن آنه افزودن دوسوم حجم ايزوپروپانل سرد، چند بار اينورت نمونه-8

. دقيقه60-30

.  دقيقه و سپس حذف محلول روي رسوب10ايشگاه به مدت  در دماي آزمrpm8000 سانتريفوژ در-9

. درصد براي دو مرتبه70 شستشوي رسوب با الكل -10

20-10 (RNaseحاوي ) ولارم يك ميليEDTA+ ولارم ده ميليTE) Tris ميكرو ليتر بافر 50-100 افزودن -11

 به مدت يك Termomixer (oC37(سربسته به حجم رسوب و نگه داري بر روي ترموميك) ميكروگرم بر ميلي ليتر

.ساعت

. تا زمان استفادهoC4اري نمونه ها در يخچال د نگه-12

 '()١-�*
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Fig. 1 A result of PCR analysis in which template DNA into reaction  has been extracted 
by the above method
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