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  ژنومي در سوسن چلچراغ DNAمقايسه چند روش استخراج 
  )3( ، محمد نقي پاداشت دهكائي)2( ، روح انگيز نادري)1( مليحه صيادعاليان

استاديار ايستگاه تحقيقات گل و  -3 پرديس كشاورزي و منابع طبيعي دانشگاه تهران گروه علوم باغباني، دانشيار -2و دانشجوي كارشناسي ارشد  -1
  زينتي لاهيجان گياهان

در اكثـر  . براي تمامي آناليزهاي ژنتيكي كه بر روي ماركرهاي مولكولي پايه ريزي شـده باشـد، اساسـي اسـت     DNAكيفيت 
گياهي همراه با حضور بازدارنده هايي مانند متابوليت هـاي ثانويـه شـامل آلكالوئيـدها، فلاونوئيـدها،       DNAموارد استخراج 

با كيفيت بالا از برگ هـاي   DNAژنومي براي دستيابي به  DNA روش استخراج  5بررسي . دساپونين ها و تانن ها مي باش
در نهايت با توجه به دارا بودن سوسن چلچراغ از مقدار بالاي متابوليـت  . انجام شد Lilium ledebouriiعلفي و تازه گونه 

  .معرفي شد) 1998(و همكاران  Sharpژنومي، روش  DNAهاي ثانويه، بهترين روش استخراج 
  DNAاستخراج ، Lilium ledebouriiسوسن چلچراغ، : كلمات كليدي

  :               مقدمه
ليليوم يكي از مهم ترين گل هاي شاخه بريده در دنيا مي باشد و سوسن چلچراغ يكي از گونه هاي ليليوم بوده كه يك گياه 

  .مهم بومي و در حال انقراض در ايران است
كي و قرابت ژنتيكي اين گياه راهي در جهت پي بردن به فزوني ذخاير ژنتيكي ايران بوده كه خود قدم بررسي تنوع ژنتي
  .ژنومي مي باشد DNAمطالعه تنوع ژنتيكي توسط ماركرهاي مولكولي در اولين گام وابسته به استخراج . ارزشمندي است

اين گياه اولين و  DNAيه مي باشند و لذا براي استخراج اندام هاي گياه سوسن چلچراغ داراي انواعي از متابوليت هاي ثانو
فاقد ) سوخ، ساقه و گل(برگ سوسن چلچراغ نسبت به ساير اندام ها . مهمترين مسئله، انتخاب نوع بافت گياهي است

بوليت هاي دستيابي به روش استخراج  با هزينه كمتر و آسان تر و بدون آلودگي هاي  متا) 1.(متابوليت هاي ثانويه مي باشد
ثانويه در اين گياه و ساير گياهان داراي متابوليت هاي ثانويه بالا مانند گياهان دارويي قدم مهمي در استفاده از ماركرهاي 

  .مولكولي است
  :مواد و روش ها

 ،)4(، موري و تامسون )3(، دويل و دويل )2(ژنومي با روش هاي دلاپورتا و همكاران  DNAدر اين مطالعه استخراج 
روي برگ هاي جوان كاملا توسعه يافته سوسن چلچراغ مورد ) 6(و روش استخراج شارپ و همكاران )5(كواگن و هيلدن 

  .بررسي قرار گرفتند
منطقه داراي سوسن چلچراغ كه به صورت بومي  وجود دارند، جمع  7نمونه هاي برگي در اواخر بهار و اوايل تابستان از 

  .آوري شدند
توسط روش هاي نامبرده، از مواد شيميايي،ابزارهاو دستگاه هاي گزارش شده در مراحل مختلف  DNAبراي استخراج 

  .استخراج استفاده گرديد
با استفاده از . حل گرديد TEميكروليتر بافر  150رسوب حاصل از آن به مدت يك شب درمعرض  DNAپس از استخراج 

و كيفيت نمونه ها به وسيله اندازه گيري نسبت جذب نوري  بدست آمده غلظت سنجي شده DNAدستگاه نانودراپ محلول 
نانومتر  230نانومتر به  260و نسبت طول موج هاي ) DNAشاخص خلوص (نانومتر  280نانومتر به  260طول موج هاي 

كيفيت نمونه ها % 1بر روي ژل آگارز  DNAهمچنين، با استفاده از الكتروفورز . بررسي شدند) DNAشاخص شكستگي (
استخراج شده در تركيب با سه ميكروليتر بافر بار گذاري، دو  DNAبراي هر نمونه سه ميكروليتر . جددا ارزيابي شدم

قرار  TBEدر شرايط بافر % 1و هفت ميكروليتر آب دوبارتقطير در چاهك هاي ژل آگارز ) Gel red(ميكروليتر ماده ژل رد 
 UVدر زير نور  DNAولت الكتروفورز قرار گرفته شدو سپس  90تاز دقيقه در معرض ول 90ژل آگارز به مدت . داده شد

  .مشاهده و عكس برداري شد Gel-docدر دستگاه 
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  :نتايج وبحث

، و )5(، كواگن و هيلدن )3(، دويل و دويل)2(پس از انجام مراحل آزمايشي هر روش، روش هاي  دلاپورتا و همكاران 
ميلي ليتري انجام ميگردند و لذا ميزان بافر مصرفي، و در نتيجه مواد مورد  15ون در داخل لوله هاي فالك) 4(موري و تامسون 

ميلي ليتري انجام مي  2استخراج توسط تيوب هاي ) 6(نياز براي استخراج افزايش مي يابد؛ اما در روش شارپ و همكاران 
  .دشود كه مواد مصرفي و تواما هزينه اين روش نسبت به ساير روش ها، كاهش مي ياب

در طي مدت زمان كوتاهتر نسبت به ساير روش ها بوده ) 4(، و موري و تامسون )2(همچنين روش هاي دلاپورتا و همكاران 
بدست  DNAبيشترين مدت زمان براي استخراج دارا مي باشد كه با توجه به كميت و كيفيت ) 3(و روش دويل و دويل

  .كيفي استخراج نداردآمده،طول مدت روش اثرقابل توجهي بر نتيجه كمي و 
  DNAبررسي كميت و كيفيت 

نتايج حاصل از . استخراج شده توسط دستگاه نانودراپ به صورت نانوگرم در ميكروليتر اعلام مي شود DNAميزان غلظت 
علاوه بر دارا بودن غلظت بالايي از ) 6(استخراجي توسط روش شارپ و همكاران  DNAدستگاه نانودراپ نشان دادند كه 

DNA داراي ،DNA  مي باشد) عدم آلودگي و شكستگي ( با كيفيت بالا.  
استخراجي مورد مطالعه و مقايسه  DNAعلاوه بر دستگاه نانودراپ، با استفاده از پهناي باندهاي حاصل در ژل، غلظت نسبي 

هده مي باشد كه استخراج شده در طي مراحل استخراج به صورت دنباله بر روي ژل قابل مشا DNAشكستگي . قرار گرفت
  .استخراج شده، شاخص مناسبي است DNAبراي تشخيص كيفيت 

  .در ژل مشاهده شد DNA، كمتريت دنباله براي )6(با توجه به اين شاخص، در روش شارپ و همكاران 
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The quality of DNA is essential for all genetic analysis based on molecular markers. In the 
most situations, DNA extraction being with presence of inhibitors such as secondary 
metabolites contains alkaloids, flavonoids, saponins and tannins. In this research five 
methods of DNA extraction have been evaluated for procure to DNA with high quality from 
fresh and vegetative leafs of Lilium ledebourii. 
Therefore, Lilium ledebourii contains high level of secondary metabolites, Sharp method is 
the best protocol for this plant DNA extraction.  


