
Plant DNA Isolation Kit

معرفی و کاربردها:
کيت حاضر براي استخراج DNA ژنوميک از انواع بافت و سلول گياهي طراحي شده است. با استفاده از اين کيت مي توان DNA ژنوميک را در کوتاه ترين زمان 
و با بالاترين کيفيت استخراج کرد. DNA استخراج شده مي تواند در بسياري از واکنش هاي پائين دست از جمله PCR، تعيين توالي، تعيين ژنوتايپ، و انواع 

هيبريديزاسيون از جمله Sothern blotting مورد استفاده قرار گيرد.

قبل از اولین استفاده: 
در کيت هاي 5 عددي، به محلول DG2 به ميزان 0.88 ميلي ليتر ايزوپروپانول، و به محلول DG3 به ميزان 2.4 ميلي ليتر اتانول 96 تا 100 درصد اضافه کنيد.

در کيت هاي 25 عددي، به محلول DG2 به ميزان 4 ميلي ليتر ايزوپروپانول، و به محلول DG3 به ميزان 12 ميلي ليتر اتانول 96 تا 100 درصد اضافه کنيد.

در کيت هاي 50 عددي، به محلول DG2 به ميزان 8 ميلي ليتر ايزوپروپانول، و به محلول DG3 به ميزان 24 ميلي ليتر اتانول 96 تا 100 درصد اضافه کنيد.
 مطمئن شويد که ظروف دارای ايزوپروپانول و اتانول به طرز مناسب و مشخصی ليبل گذاری شوند. 

پروتکل استخراج DNA ژنومیک از گیاه:

مطمئن شويد که به محلول هاي DG2 و DG3 قبل از اولین استفاده به 
ترتیب مقادير مناسب ايزوپروپانول و اتانول اضافه شده است. 

 
-----PREPARATION & DNA RELEASE -----

کردن . 1 اضافه  با  استريل  چينی  هاون  يک  در  را  بافت  گرم  ميلی   20
از اين  تدريجی ازت مايع به خوبی خرد کنيد. سپس 10 ميلی گرم 

بافت را در داخل ميکروتيوب 1.5 ميلی ليتری قرار دهيد.
500 ميکروليتر بافر DG1 را به داخل ميکروتيوب اضافه کرده و بعد . 2

از اضافه کردن 5 ميکروليتر 2 مرکاپتواتانول، به خوبی مخلوط کنيد. 
سپس با انجام ورتکس بافت خرد شده را در داخل محلول همگن کنيد.

ليزات سلولی/بافتی را 5 بار با عبور از داخل سرسوزن شماره 20 توسط . 3
يک سرنگ 10 ميلی ليتری کاملا همگن کنيد. سپس ليزات همگن 
شده را به مدت 15 دقيقه در فريزر منفی 80 )يا فريزر منفی 20( قرار 
دهيد. ميکروتيوب را پس از خارج کردن از فريزر منفی 80، در دمای 

اتاق قرار دهيد تا از حالت يخ زدگی خارج شود.
مراحل اضافی جهت استخراج از گیاهان حاوی محتوای بالای پلی ساکاريد

3.1.  در ادامه مرحله 3، 500 ميکروليتر ديگر از بافر DG1 را به داخل ميکروتيوب 
اضافه کنيد. از محلول 2 مولار استات پتاسيم )pH, 5.5( به ميزان 225 ميکروليتر 

اضافه کنيد. اين محلول در کيت موجود نمی باشد. 
3.2. محتويات را مخلوط کنيد و به مدت 15 دقيقه در يخ انکوبه کنيد. ميکروتيوب را 

به مدت 10 دقيقه با سرعت 10000rpm سانتريفيوژ کنيد. 
3.3. مايع فوقانی را به يک تيوب 1.5 ميلی ليتری جديد منتقل کنيد. به اندازه نصف 

حجم از اتانول خالص )96 درصد( اضافه کرده و چند بار به آرامی پيپت کنيد.
3.4. پروتکل را از مرحله 5 دنبال کنيد.  

 
-----DNA BINDING TO THE COLUMN-----

10000rpm سانتريفيوژ . 4 با سرعت  به مدت 2 دقيقه  را  ميکروتيوب 
از سانتريفيوژ، محلول فوقانی را به يک ميکروتيوب ديگر  کنيد. پس 
انتقال داده و به اندازه نصف حجم از اين محلول از اتانول خالص )96 

درصد( اضافه کرده و چند بار به آرامی پيپت کنيد.
ميکس ليزات و اتانول را در مقادير 700 ميکروليتری به داخل ستون . 5

استخراج )موجود در داخل کيت( ريخته و به مدت 1 دقيقه با سرعت 
10000rpm سانتريفيوژ کنيد. مايع جمع شده در بخش جمع کننده 
ی ستون استخراج را دور بريزيد. مجددا به داخل همين ستون مابقی 

مخلوط ليزات و اتانول را بريزيد و سانتريفيوژ راتکرار کنيد. اين مرحله 
تا آنجا تکرار شود که تمامی مخلوط ليزات و اتانول از ستون رد شده 

باشد. 
-------WASHING-------

به داخل ستون 500 ميکروليتر از محلول DG2 اضافه کنيد. ستون . 6
در   10.000rpm در  دقيقه  يک  مدت  به  را  جمع کننده اش  لوله  و  
دماي آزمايشگاه سانتريفيوژ کنيد. مايع جمع شده در لوله جمع کننده 

را دور بريزيد.
700 ميکروليتر از محلول DG3 به داخل ستون اضافه کنيد. ستون . 7

در   10.000rpm در  دقيقه  يک  مدت  به  را  جمع کننده اش  لوله  و  
دمای آزمايشگاه سانتريفيوژ کنيد. مايع جمع شده در لوله جمع کننده 

را دور بريزيد.
نمودن . 8 اضافه  بدون  ديگر  بار  يک  را  جمع کننده اش  لوله  و   ستون 

هيچ محلولی به مدت 3 دقيقه در 13.000rpm در دمای آزمايشگاه 
سانتريفيوژ کنيد.

-------ELUTION-------

ستون را از لوله جمع کننده جدا کرده و آن را در . 9
داخل يک تيوب 1/5 ميلي ليتري قرار دهيد.

از محلول DG4، به ميزان 50 تا 100 ميکروليتر . 10
 1 مدت  به  را  لوله  کنيد.  اضافه  ستون  مرکز  به 
آزمايشگاه  دماي  در   13.000rpm در  دقيقه 

سانتريفيوژ کنيد.

مايع جمع شده در تيوب  1/5 ميلي ليتري حاوي . 11
منفي 20  دماي  در  را  آن  است.  ژنوميک   DNA
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Kit components: 
Buffers: DG1, DG2, DG3, DG4
Spin Columns

Store all components at room temperature.

Cat. No.: S-1030-5;        5 applications
Cat. No.: S-1030;          25 applications
Cat. No.: S-1030-1;       50 applications


