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Abstract �

  Zahra Ghasemzadeh1, Maryam Khoshsokhn-Mozaffar2* 

1Ms of Biology, Qo.C. Islamic Azad University, Qom, Iran
2Associate Prof. Department of Biology, Qo.C. Islamic Azad University, Qom, Iran

Introduction: DNA extraction is a crucial technique in molecular biolo-
gy. However, extracting DNA from various plants can be challenging due to 
the presence of secondary metabolites. This study aims to discover an effec-
tive method for extracting DNA from Myosotis species, part of the borage family. 

Materials and Methods: Three extraction methods were employed on five 
Myosotis species: unmodified CTAB, modified CTAB, and Dellaporta. 

Results: The findings revealed that using unmodified CTAB resulted in a weak band 
only for M. stricta (collection 2007). In contrast, the modified CTAB method produced 
strong bands for M. stricta (collections 2007 and 2012) and M. asiatica (collection 
2004), while M. sparsiflora (collection 1980) and M. sylvatica (collection 1988) yielded 
weaker bands. The Dellaporta method showed a band for M. asiatica (collection 2004).

Conclusion: The modifications in the CTAB method, which included increasing the 
concentration of 60% mercaptoethanol (to prevent polyphenol oxidation) and adding 
ammonium acetate (for improved separation of histones from nucleic acids), resulted in 
better DNA concentration. Given the potential for DNA degradation in older samples, 
the modified CTAB method provided superior quality and quantity of extracted DNA.
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Myosotis ژنومی از نمونه های هرباریومی گیاه DNA ارزیابی روش‌های مختلف استخراج 

زهرا قاسم زاده1، مریم خوش سخن مظفر2*

1 دانش آموخته زیست شناسی، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد قم، قم، ایران

2 دانشیار زیست شناسی ، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد قم، قم، ایران
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مقدمه: اســـتخراج DNA بعنوان ابزاری در روش های مولکولی بســـیار دارای اهمیت اســـت. این استخراج 
از بســـیاری گیاهان به دلیل دارا بودن متابولیت های ثانویه آســـان نیســـت. هـــدف در این مطالعه، یافتن 

راهی برای اســـتخراج بهینه DNA از گیاه Myosotis از خانواده گاوزبان می باـــشد.

  CTAB از ســـه روش Myosotis از 5 گونـــه گیاه DNA مـــواد و  روش: در ایـــن مطالعه جهت اســـتخراج
بدون تغییـــرات، CTAB با تغییرات و دلاپورتا اـــستفاده ـــشد

یافته ها: نتایج نشـــان داد در روش CTAB بـــدون تغییرات تنها در گونـــه M. stricta )جمع آوری2007( 
 M. stricta ،)2007جمـــع آوری( M. stricta  تغییر یافته گونه های CTAB باند مشـــاهده شـــد. در روش
)جمـــع آوری2012(، M. asiatica )جمـــع آوری2004( باندهای قوی و گونه هـــای  M. sparsiflora)جمع 
آوری1980( و M. sylvatica )جمـــع آوری 1988( بانـــد ضعیف-تر ایجاد کـــرد و در روش دلاپورتا در گونه 

M. asiatica )جمع آوری2004( باند مـــشاهده گردید.

نتیجه گیـــری: در روش CTAB  با تغییرات بـــه دلیل افزایش حجم 60 مرکاپتواتانول )جلوگیری از اکســـید 
شـــدن پلی فنلها( و اســـتفاده از اســـتات آمونیوم )جدا کردن بهتر هیستونها از اســـیدنوکلییک(+ استراحت 
)فرصـــت بیـــشتر برای انجـــام واکنش هـــا(، میزان غلظـــت DNA بهتری حاصل می شـــود. بـــا توجه به 
احـــتمال تخریـــب DNA در نمونه های قدیمی، DNA اســـتخراجی با کیفیت و کمیـــت بهتر فقط با روش 

CTAB با تغیـــیرات حاصل گردید.
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ره 1 ان    .   سال1402  .   دوره 18 .   شماا دانش زیستیی ایرر

امـــروزه با پیشرفت هـــای علـــم بیوتکنولوژی، نشـــانگرهای 

مولکولـــی متعددی برای بررســـی روابـــط فیلوژنتیکی، تهیه 

نقشـــه های ژنتیکـــی گیاهـــان و همچنین حـــذف نمونه های 

تکـــراری در بانک هـــای ژن بـــکار گرفتـــه می شـــوند. این 

روش هـــا نیازمند اســـتخراج DNA با کیفیـــت و خلوص بالا 

هســـتند تا نتایـــج قابل اعـــتماد حاصـــل شـــود. در فرآیند 

اســـتخراج DNA، ســـه عامل اصلی باید در نظر گرفته شود: 

کیفیـــت DNA، سرعت عملیات و مقدار اســـتخراج شـــده. 

روش هـــای متنوعی بـــرای اســـتخراج DNA از گیاهان وجود 

دارنـــد، کـــه در اغلب مـــوارد روش های مرســـوم مانند روش 

دویل و دویل )1(  به عنوان روش اســـتاندارد مورد اســـتفاده 

قـــرار می گیرد. در ایـــن روش، مراحل ســـاده و کارآمدی برای 

اســـتخراج DNA ارائه شـــده اســـت، اما در گیاهـــان حاوی 

ترکیبـــات فنلی فـــراوان یا کلروفیـــل و ناخالصی هـــای زیاد، 

ممکن اـــست نـــیاز به اصلاحات ـــیا روش های دیگر باـــشد

از جملـــه روش هـــای دیگر می تـــوان بـــه روش دلاپورتا )2(، 

یانـــگ و کانـــگ )3( و خانوجا  )4( اشـــاره کـــرد. هر یک از 

این روش هـــا مزایـــا و محدودیت های خاص خـــود را دارند 

و در نمونه های خشـــک، قدیمـــی یا حاوی ترکیبـــات ثانویه 

زیاد، ممکن اســـت کارایی کمتری داشـــته باشـــند. بنابراین، 

بهینه ســـازی روش های اســـتخراج برای هر نوع گیاه اهمیت 

دارد. فراوانی 

 Boraginaceae که به خانواده ،Myosotis در این راســـتا، گیاه

تعلـــق دارد، موضوع تحقیق حاضر اســـت. ایـــن گیاه علفی، 

یک ســـاله یا چندســـاله، دارای متابولیت هـــای ثانویه فراوان 

اســـت که نقـــش مهمـــی در داروشناســـی، طب ســـنتی و 

تحقیقـــات زیســـتی دارد، ضمن اینکه به دلیـــل فصلی بودن 

رویش و محـــدود بودن نمونه هـــای تازه، نیاز بـــه روش های 

بهینـــه اســـتخراج DNA از نمونه هـــای خشـــک یـــا قدیمی 

)5( می شود  احســـاس  بیشتر 

Myosotis  در اکثر مناطـــق جهانـــی شـــناخته شـــده و از 

لحـــاظ زیســـتی اهمیـــت زیـــادی دارد؛ زیـــرا در مطالعه 

روابـــط فیلوژنتیکـــی بیـــن گونه های مختلـــف، نقش مهمی 

ایفـــا می کنـــد. کاربردهـــای علمی و زیســـتی ایـــن گیاه، از 

جمله مطالعـــه تنوع ژنتیکی، توســـعه داروهـــای گیاهی، و 

بررســـی حفاظت از تنوع زیســـتی، اهمیت ایـــن پژوهش را 

دو چنـــدان می کنـــد. گیـــاه Myosotis  دارای متابولیت های 

ثانویـــه، پروتئیـــن، کربوهیـــدرات، فنول و ترکیبـــات مزاحم 

دیگری اســـت که مانع اســـتخراج موثـــر DNA و همچنین 

کاهش کیفیـــت و کمیت آن در مراحل بعـــدی مانند واکنش 

PCR می شـــوند. وجود این مواد اغلب مشـــکلاتی در فرآیند 

اســـتخراج و DNA purification ایجـــاد می کنـــد و نیازمند 

روشـــهای خاص ـــبرای حذف ـــیا کاهش اثر آنها اـــست

مطالعات متعددی در داخل و خارج کشـــور بـــر روی بهبود 

فرآینـــد اســـتخراج DNA گیاهی انجام شـــده اســـت. برای 

روش   )2023( همـــکاران  و    Alidoosti-Shahraki نمونـــه، 

دویـــل و دویـــل تغییریافته، با حـــذف مواد مزاحـــم مانند 

مرکپتواتانول و اســـتات آمونیوم، را برای گیـــاه گاوزبان ایرانی 

مقایســـه و پیشـــنهاد کردنـــد )FatemiFard .)6 و همکاران 

)2019( روشـــی سریع، ایمـــن و بدون نیاز به نـــیتروژن مایع 

ارائـــه دادند که توانســـت DNA بـــا کیفیـــت و کمیت بالا 

تولیـــد کنـــد )7(.همچنیـــن، Sabora  و همـــکاران )2019( 

نشـــان دادند کـــه اســـتفاده از کیت های تجـــاری، خصوصًاً 

بـــرای نمونه های تـــازه، نتایج بـــهتری در کاهـــش آلودگی ها 

افزایـــش میـــزان DNA دارد. در نمونه هـــای خشـــک و  و 

هرباریومـــی، بـــه دلیـــل کاهش ســـطح DNA یـــا تحلیل 

رفتن آن، اســـتخراج ســـخت تر اســـت، ولی بـــا اصلاحات در 

روش های کلاســـیک، می توان نتایج قابل قبولی بدســـت آورد 

)8(. برخـــی پژوهش هـــا، مانند مطالعـــه Zabeti و همکاران 

)2014(، بر روی گیاه آویشـــن نشـــان دادند کـــه روش های 

و  Yangو  Doyle، Dellaporta، Kang ماننـــد  متفاوتـــی 

Khanuja، جواب های متفاوتی در اســـتخراج DNA داده اند 

و نتیجه گیـــری کرده انـــد کـــه روش‌هـــای اصلاح شـــده، در 

برخـــی موارد، بهتر عمـــل می کنند )9(. همچنیـــن، تحقیقات 

دیگـــر نشـــان داده اســـت کـــه نمونه های گیاهی خشـــک 

یـــا قدیمی نســـبت بـــه نمونه های تـــازه، به دلیـــل تخریب 

مولکول های DNA، فرآیند اســـتخراج دشـــوارتری دارند ولی 

بـــا تکنیک های بهینـــه می تـــوان DNA قابل اســـتفاده و با 

کیفیـــت بـــرای آزمایش های مولکولـــی تولید کـــرد. به طور 

کلی، هـــدف این مطالعه، بررســـی و بهینه ســـازی روش های 

اســـتخراج DNA از نمونه های گیاهی خشـــک و هرباریومی 

Myosotis اســـت تا بتوان تنوع گونه ها را بـــا بهترین کیفیت 

و کمیـــت ممکن اســـتخراج کـــرد و در نتیجه، امـــکان انجام 

آزمایشـــهای مولکوـــلی دقیق تر فراهم ـــشود

مقدمه

دانش زیستیی ایران   .  سال 1403    .    دوره19  .   شماره3 
قاسم زاده و همکاران ارزیابی روش های مختلف...
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انیی و همکاران جهه
ره 1 ان    .   سال1402  .   دوره 18 .   شماا دانش زیستیی ایرر

اســـتخراج DNA  از گونه های مختلف گیاه فراموشـــم مکن 

بـــا اســـتفاده از نمونه هـــای هرباریومـــی انجام شـــد. نام و 

مســـتندات نمونه های اســـتفاده شـــده در جدول 1 مشخص 

است شده 

دانش زیستیی ایران   .  سال 1403    .    دوره19  .   شماره3 
قاسم زاده و همکاران  ارزیابی روش های مختلف...

جدول 1. نام، کد هرباریومی نمونه، زمان و محل جمع آوری گیاهان مورد بررسی.

روش های استخراج استفاده شده
در همـــه روش ها از نیم گرم نمونه خشـــک برگی اســـتفاده 

 )1( CTAB شـــد. در مرحله اول 5 نمونه ذکر شـــده به روش

اســـتخراج  شـــدند. در مرحله دوم ، CTAB تغییـــر یافته و 

مرحله ـــسوم روش دلاپورتا اـــستفاده شد

 CTAB روش
خردکـــردن نمونـــه برگی در هـــاون چینی به کمـــک نیتروژن 

مایع و ســـپس افـــزودن بافـــر  CTAB و بتـــا مرکاپتواتانول 

انجام شـــد. ســـپس از محلول کلروفـــرم ایزو امیـــل الکل به 

نســـبت 24 به 1 اســـتفاده شـــد. پس از ســـانتریفیوژ محلول 

شـــناور جهـــت مراحل بعـــدی اســـتفاده شـــد. در نهایت با 

الکل سرد شستشـــو و رســـوب داده شـــد و در بافر TE حل 

شـــده و در فریزر نگهـــداری گردید)۱(.

CTAB روش تغییر یافته
در روش تغییـــر یافتـــه CTAB، کلیـــه مراحـــل مشـــابه با 

روش اســـتاندارد CTAB اســـت. تغییـــرات شـــامل افزودن 

60 میکرولـــیتر مرکاپتواتانول و اســـتات آمونیـــوم در مراحل 

مختلـــف عملیـــات بوده اســـت. ایـــن تغییرات بـــه جهت 

بهبود کیفیت و خلوص DNA صورت گرفته اســـت. اســـتات 

آمونیـــوم بـــه عنـــوان یک عامـــل ژلـــه ای، کمـــک می کند 

تـــا کاتیون هـــای دوار ماننـــد کلســـیم )Mg²⁺(  که ممکن 

اســـت در تجزیه DNA نقش داشـــته باشـــند، حذف شوند و 

در نتیجـــه میـــزان ایـــن ناخالصی ها کاهش یابـــد. همچنین، 

مرکاپتواتانول، که یـــک عامل ردوکتور و آنتی اکســـیدان قوی 

اســـت، در جلوگیـــری از اکسیداســـیون فنول هـــا و ترکیبات 

فنلی موجـــود در نمونه گیاهی موثر اســـت، کـــه به افزایش 

خلـــوص DNA و جلوگیری از تخریـــب آن کمک می کند. پس 

از هـــر مرحلـــه، نمونه ها برای حصـــول اطمینـــان از بهترین 

وضعیـــت، استراحت داده شـــد کـــه این اقدام بـــر کیفیت و 

مقدار نهایـــی DNA تاثـــیر مثبت دارد

روش دلاپورتا
در ایـــن روش، بافر اســـتخراج بـــا روش قبلی متفـــاوت بوده 

و همچنیـــن بافر بـــا دمای 65 درجه اســـتفاده می  شـــود. 

همچنین در این روش از اســـتات ســـدیم 5 مولار اســـتفاده 

شـــده و در دمـــای صفـــر درجه قـــرار می گیرند. ســـپس از 

محلـــول کلروفـــرم ایزوامیل الکل اســـتفاده می گـــردد. پس 

از ســـانتریفیوژ محلول شـــناور جهت مراحل بعدی اســـتفاده 

گردید. در نهایت با الکل سرد شستشـــو و رســـوب داده شـــد 

و نظیـــر روش های فـــوق در بافر TE حل شـــده و در فریزر 

نگهـــداری گردید )۲(

DNA اندازه گیری کیفیت و کمیت
در این مطالعه، میزان کیفیت DNA با اســـتفاده از دســـتگاه 

اســـپکتروفتومتر و بر اســـاس اندازه گیری جـــذب نور در طول 

موج هـــای 260 و 280 نانومتر تعیین شـــد. غلظت DNA بر 

اســـاس شـــدت جذب در طول مـــوج 260 نانومتر محاســـبه 

گردیـــد. همچنیـــن، غلظـــت ژل آگاروز مورد اســـتفاده در 

تنظـــیم گردید ـــبه یک درصد  الکتروفورز 
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نتایج انتشار دیســـک و چاهک متابولیت آسپرژیلوس 
ترئوس و فوزاریوم روی اســـتافیلوکوک اورئوس

مقادیـــر 20، 40 ، 60 و 80 میکرولیتر متابولیت آســـپرژیلوس 

ترئوس روی دیســـک در محیط کشـــت تریپتیک ســـوی آگار 

قـــرار گرفت و بعد انکوباســـیون، 

قطر هاله عدم رشـــد بـــه ترتیب 

17، 24 ، 28 و 30 میلـــی متر ایجـــاد کرد و قطـــر هاله عدم 

رشـــد آنتی بیوتیک ونکومایســـین 22 میلی متر بدســـت آمد. 

مقادیـــر 100، 150 و 200 میکرولـــیتر متابولیت آســـپرژیلوس 

ترئـــوس در روش چاهـــک بعـــد انکوباســـیون، قطـــر هاله 

عدم رشـــد بـــه ترتیـــب 31، 35 و 40 میلی متر ایجـــاد کرد. 

در انتشـــار دیســـک برای فوزاریـــوم با مقادیـــر مذکور قطر 

هاله عدم رشـــد بـــه ترتیـــب 8، 11 ، 12 و 15 میلی متر ایجاد 

کـــرد. در روش چاهک بـــرای فوزاریوم، قطر هاله عدم رشـــد 

بـــه ترتیـــب 16، 18 و 20 میلی متر بدســـت آمد )شـــکل ۲(. 

نتایـــج آماری نشـــان داد که مقادیر مختلـــف متابولیت تاثیر 

متفاوتـــی بـــر قطر هاله عدم رشـــد داشـــتند و بـــا افزایش 

غلظـــت متابولیت، قطر هاله عدم رشـــد نیـــز افزایش یافت 

 )P≥ 0/05( و معنی دار شـــد

جهـــت ارزیابی خلـــوص نمونه هـــای DNA، نســـبت جذب 

در طـــول موج هـــای 280/260 جهت تخمین میـــزان آلودگی 

پروتئینـــی و 230/260 بـــرای ارزیابـــی حضـــور مـــواد آلی و 

ناخالصی هـــا مورد نظر قرار گرفت. این شـــاخص ها، نشـــانگر 

خوبـــی از خلـــوص و صحت آزمایش اســـت و کمـــک می کند 

تا کیفیت DNA مناســـب بـــرای پروژه های بعـــدی تضمین 

گردد

نتایج

 CTAB  با روش DNA نتایج حاصل از استخراج
جهت اســـتخراج DNA از این 5 گیـــاه از روش CTAB بدون 

تغییرات اســـتفاده شـــد اما DNA اســـتخراجی در این روش 

بـــرای بیـــشتر نمونه ها بســـیار کـــم بود و فقـــط DNA  ط 

)M. stricta( 37281 بـــا غلظـــت 117/1 نانوگرم بر ماکرولیتر 

و مشـــاهده باند نه چندان قـــوی در الکتروفورز، اســـتخراج 

گردیـــد )جدول 2(.

جدول 2. نتایج نانودراپ DNA استخراج شده با روش CTAB بدون تغییرات

 CTAB بـــا روش DNA نتایـــج حاصـــل از اســـتخراج
بـــا تغییـــرات)60 مرکاپتو اتانـــول+ آمونیوم اســـتات+ 

ستراحت( ا
استخراج DNA با اســـتفاده از روش CTAB با تغییرات برای 

5 گیـــاه انجام شـــد، 4 گیاه بـــا کـــد 35512، 37281، 20523 

و 19881، کیفیـــت و کمیت مناســـبی از DNA اســـتخراجی 

داشـــتند و گیـــاه با کـــد 64964 کیفیت و کمیـــت کمتری از 

.)3 )جدول  داشـــت  استخراجی   DNA

جدول 3. نتایج نانودراپ DNA  استخراج شده با روش CTAB با تغییرات )60 مرکاپتو اتانول+ آمونیوم

 استات+ استراحت(

نتایج حاصل از استخراج DNA با روش دلاپورتا 
در این روش، تنها میزان DNA اســـتخراج شـــده از گیاه با کد 

35512، بســـیار قابل توجه بـــود و در بقیه نمونـــه ها باندی 

مشـــاهده نشـــد و غلظت DNA نیز پایین بود )جدول 4(.
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جدول 4. نتایج نانودراپ DNA استخراج شده با روش دلاپورتا

بحث

نتایج به دســـت آمده در ایـــن مطالعه حاکی از آن اســـت که 

اســـتخراج DNA ژنومی با روشCTAB  بـــا اعمال تغییرات، 

بـــرای این پنج گیـــاه از کمیـــت و کیفیت بهتری نســـبت به 

ســـایر روش ها برخـــوردار می باشـــد. در روش CTAB بدون 

تغییـــرات، تنهـــا بانـــد DNA در نمونـــه M. stricta )جمع 

آوری2007( مـــشاهده گردید.

در روش CTAB با تغییرات، با اســـتات آمونیوم )مرکاپتواتانول 

 DNA 60 میکرولـــیتر و استراحـــت(، تقریبا برای هـــر ۵ نمونه

شد حاصل 

 در روش Dellaporta تنها میزان DNA اســـتخراج شده برای 

گیـــاه M. asiatica)جمـــع آوری2004( قابل توجـــه بود. در 

 DNA واقع این مطالعه نشـــان دهنده برتری روش اســـتخراج

بـــا روش CTAB با تغییرات با اســـتات آمونیـــوم بود. وجود 

ترکیبـــات فنلی و ترکیبـــات ثانویه دیگر، اســـتخراج DNA از 

بافـــت برگی گونـــه های گیاه Myosotis را مشـــکل ســـاخته 

.)10( است 

 ،)Echium amoenum( در گیـــاه دارویی گاوزبـــان ایرانـــی

 DNA انجـــام مطالعـــه نشـــان داد کـــه کیفیت و کمیـــت

 )CTAB( اســـتخراج شـــده با روش دویل و دویل تغییریافته

نســـبت به ســـایر روش ها بهتر اســـت. این روش در مقایسه 

بـــا روش های دیگـــر، نتایـــج مطلوب تری ارائـــه می دهد. در 

واقـــع، در روش اســـتات آمونیـــوم، پروتئین های هیســـتونی 

که بـــه DNA متصـــل هســـتند، می توانند توســـط پروتئاز 

یـــا با افزودن اســـتات آمونیوم یا اســـتات ســـدیم ته نشـــین 

شـــوند. این فرآیند موجب جـــدا شـــدن پروتئین های مرتبط 

بـــا DNA می گـــردد و منجر بـــه اســـتخراج DNA خالص تر 

می شـــود )۶(. Sabora و همـــکاران )2019( در تحقیقـــی با 

عنوان »تعیین روش مناســـب جهت اســـتخراج DNA ژنومی 

از برگ گیاه بومـــادران«، بیان کردند کـــه روش های متعددی 

برای اســـتخراج DNA در گیاهان وجـــود دارد. آن ها همچنین 

تاکیـــد کردند که برای هـــر گیاه باید روش مناســـب انتخاب 

شـــود و گاهی اوقـــات نیاز بـــه تغییرات در روش ها اســـت. 

نتایـــج این مطالعه نشـــان داد که روش اســـتخراج CTAB با 

اندکـــی تغییرات، نســـبت به دو روش دیگـــر، DNA  ژنومی 

مطلوب تـــری تولیـــد می کنـــد )8(. مطالعـــه FatemiFard و 

 CTAB همکاران )2019( نیز نشـــان داد که استفاده از روش

با تغییرات جزئی برای اســـتخراج DNA از نمونه های خشـــک 

 DNA شـــده گیاه و قـــارچ، باعـــث کیفیت و کمیت بـــالای

می شـــود. این نـــوع اســـتخراج، توانایی تکثیر بســـیار خوبی 

دارد )7(. از طـــرف دیگر، Banitalebi-Dehkordi  و همکاران 

)2013( بیـــان کردند که بـــه دلیل بالا بـــودن ترکیبات فنلی 

و پلی ســـاکاریدها در دیـــواره ســـلولی درخت بلـــوط ایرانی 

)Quercus brantii(، روش معمـــول CTAB بـــا آلودگی هایی 

همـــراه اســـت. ایـــن آلودگی هـــا می توانند مراحـــل بعدی 

کارهـــای مولکولی، ماننـــد واکنش PCR، را مختـــل کنند. در 

واقـــع، نتایج آن ها نشـــان داد که روش دســـت کاری شـــده 

CTAB، منجـــر به اســـتخراج DNA با کیفیـــت و کمیت بالا 

)11 می شود)

از طرف دیگـــر، Banitalebi-Dehkordi  و همکاران )2013( 

بیـــان کردنـــد که بـــه دلیل بـــالا بـــودن ترکیبـــات فنلی و 

پلی ســـاکاریدها در دیـــواره ســـلولی درخـــت بلـــوط ایرانی 

)Quercus brantii(، روش معمـــول CTAB بـــا آلودگی هایی 

همـــراه اســـت. ایـــن آلودگی هـــا می توانند مراحـــل بعدی 

کارهـــای مولکولی، ماننـــد واکنش PCR، را مختـــل کنند. در 

واقـــع، نتایج آن ها نشـــان داد که روش دســـت کاری شـــده 

CTAB، منجـــر به اســـتخراج DNA با کیفیـــت و کمیت بالا 

می‌شـــود)11(
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این ســـه روش، از نظـــر کمیت و کیفیت DNA، با اســـتفاده 

اســـپکتروفتومتری، الکتروفـــورز بـــر روی ژل 1.5% و واکنش 

زنجیره ای پلیمراز )PCR( مقایســـه شـــدند. نتایج نشـــان داد 

کـــه روش CTAB با چنـــد تغییر، DNA  ژنومـــی مطلوب تر 

تولیـــد می کنـــد. در ایـــن روش، فرآیند اســـتخراج DNA در 

مـــدت زمـــان کوتاه تری انجام شـــد، کـــه در نتیجـــه درصد 

خطـــا کاهـــش یافـــت. همچنین، پـــس از ســـنجش غلظت 

نمونه هـــا، میـــزان DNA به دســـت آمده بیـــشتر و آلودگی 

کمتری داشـــت )12(

نتایـــج مطالعـــه حاضر نشـــان داد کـــه روش دلاپوتـــا برای 

اســـتخراج DNA در پنج گونه گیاهی مناســـب نیســـت. این 

روش تنهـــا بـــرای یک گونه از ایـــن گیاه کارآمد بـــود و برای 

چهـــار گونـــه دیگر نتوانســـت نتایـــج رضایت بخشـــی ارائه 

دهد. در مطالعه Salehi و همکاران )2010(، مشـــخص شـــد 

کـــه روش دلاپوتا بـــه دلیل زمـــان کم انکوباســـیون و اتصال 

ناقـــص SDS بافر، نتایـــج خوبی در اســـتخراج DNA از برگ 

بعضی گیاهـــان نمی دهد )12(. همچنیـــن، مطالعه Zabeti و 

 DNA همکاران )2014( بر روی گیاه آویشـــن نشـــان داد که

اســـتخراج شـــده با روش دلاپوتـــا، از نظر کمیـــت و کیفیت، 

پایین تـــر از ســـایر روش ها ماننـــد Doyle و Doyle، Yang و 

Kang و Khanuja اســـت )9(. این نتایـــج، تایید کننده نتایج 

مطالعه حاضر هســـتند. در همه روش های اســـتفاده شده در 

ایـــن تحقیق، از غلظت بـــالای مرکاپتواتانول و کلرید ســـدیم 

اســـتفاده شـــد که نقش کلیدی در افزایـــش کمیت و کیفیت 

 DNA مولکول ،CTAB دارند. مواد شـــیمیایی، ماننـــد DNA

را به عنوان یک کمپلکس تشـــکیل می دهنـــد و آن را از مواد 

مزاحم ماننـــد کربوهیدرات هـــا و پروتئین ها جـــدا می کنند 

.)1(

پلی ســـاکاریدهای باقی مانـــده، یکی از مشـــکلات قابل توجه 

در نمونه ها هســـتند کـــه می توانند کیفیـــت DNA را کاهش 

دهنـــد. برای حل این مشـــکل، از NaCl با غلظـــت 1 تا 2.5 

مـــولار و رســـوب در شرایط نمک بالا اســـتفاده می شـــود. با 

وجود ایـــن، نمونه‌هـــای DNA به طور قابـــل توجهی خالص 

 PCR بودنـــد و امـــکان تکثیـــر تکرارپذیـــر در واکنش های

فراهم شـــد. در تحقیقی در گیاه آویشـــن، نشان داده شد که 

حذف پلی ســـاکاریدها و مـــواد مزاحم، برای به دســـت آوردن 

DNA با کیفیت و کمیت مناســـب، اهمیـــت زیادی دارد )9(. 

همچنیـــن، محققان نشـــان دادند که تکنیک هـــای موثر برای 

حـــذف پلی ســـاکاریدهای باقی مانـــده، ارزش بالایـــی دارند. 

آن ها در مطالعـــه ای بر روی برگ بومادران، پیشـــنهاد کردند 

که روش CTAB بـــا اصلاحات، بهترین گزینه برای اســـتخراج 

DNA اســـت. در گیاهـــان، مـــواد متابولیت ثانویـــه مانند 

پلی ســـاکاریدها، آلکالوئیدهـــا، تانن هـــا، ترکیبـــات فنولی و 

 DNA ترپنوییدها موجود اســـت. این مواد، روند اســـتخراج

را مشـــکل می ســـازند. لذا، یافتن روشـــی مؤثر بـــرای کاهش 

ایـــن ترکیبات، بســـیار اهمیـــت دارد؛ زیـــرا DNA با کیفیت 

و خالـــص، پایه و اســـاس تمامـــی تحقیقات مولکولـــی مانند 

مهندســـی ژنتیک و ژنومیک اســـت )8(. نتایج مطالعه حاضر 

نشـــان داد کـــه روش CTAB با تغییـــرات، در افزایش کمیت 

و کیفیـــت DNA، کارایـــی بالایـــی دارد و می توانـــد یکی از 

بهترین روش هـــای اســـتخراج DNA از برگ هـــای گونه های 

مختلـــف گیـــاه Myosotis باشـــد. در نمونه هـــای قدیمی تر، 

میـــزان تخریـــب DNA افزایـــش می یابد. در ایـــن مطالعه، 

نمونه گیاه M. sparsiflara )جمـــع آوری 1980( فقط با روش 

CTAB بـــا تغییـــرات، DNA بـــا کیفیت و کمیت مناســـب 

داشـــت. اما، در نمونه گیاه M. sylvatica )جمع آوری 1988(، 

بـــه دلیل قدیمی بـــودن نمونه و تخریـــب DNA، نتایج قابل 

قبولی حاصل نـــشد

نتیجه گیری

روش CTAB بـــا تغییـــرات )همراه بـــا اســـتات آمونیوم و 

مرکاپتواتانـــول 60 میکرولیتر(، در اســـتخراج DNA  با کیفیت 

و کمیـــت بالا، بســـیار مؤثر اســـت. این روش بـــر نمونه های 

قدیمـــی و یـــا دارای مواد مزاحـــم، بهترین عملکـــرد را دارد. 

نمونه هـــای قدیمی تـــر در صـــورت اســـتفاده از ایـــن روش، 

قابلیت بازیابی DNA مناســـب دارند. پیشـــنهاد می شـــود 

روش هـــای دیگـــر جهـــت توســـعه و بهبـــود فناوری های 

حذف مـــواد مزاحـــم مانند پلی ســـاکاریدها و مـــواد ثانویه 

در نمونه هـــای گیاهـــی مختلف بکار گرفته شـــود و همچنین 

نمونه هـــای دیگر گیاهی و قســـمت های مختلـــف گیاه  نیز 

ــسی شود بررـ
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