απομόνωση ολικου dna
Οι αποδόσεις DNA διαφέρουν αναλόγως με το είδος του ιστού από το οποίο απομονώνονται. Οι φυτικοί ιστοί αποδίδουν 10-50 μg DNA/g ιστού, οι ζωϊκοί ιστοί 1-3 mg/g ιστού, οι χλωροπλάστες και τα μιτοχόνδρια δίνουν 10-50 μg DNA ανά 100 g φυτικού ιστού από τον οποίο απομονώθηκαν τα οργανίδια. Το DNA απομονώνεται σε τεμάχια μήκους 50-100 kbp λόγω της τριβών πού υφίσταται κατά την διαδικασία της απομόνωσής του. 
1.
Αν πρόκειται για βακτηρίδια, καλλιεργούνται σε 2-3 μl του κατάλληλου θρεπτικού μέσου μέχρις κορεσμού, καθιζάνουν με φυγοκέντρηση στα 10.000 xg επί 2-10 min, και επαναιωρούνται  σε 0.5-1 ml 10-100 mM Tris-HCL pH 8, 10 mM EDTA, 0.5-1 % w/v SDS ή sarkosyl, 100 μg/ml πρωτεϊνάση Κ. Επαφίονται στούς 37οC-50οC επί 30 min- 1h ώστε η πρωτεϊνάση να ελευθερώση το περισσότερο DNA από τις πρωτεϊνες. Τα αδιάλυτα συστατικά απομακρύνονται με φυγοκέντρηση στα 10.000 xg επί 10 min.


Αν πρόκειται για καλλιεργούμενα ζωϊκά κύτταρα ή φυτικούς πρωτοπλάστες, καθιζάνουν στα 200-800 xg επί 10 min, και το ίζημα επαναιωρείται σε 5-10 όγκους του ιδίου διαλύματος όπως και τα βακτηρίδια. Η επώαση όμως διαρκεί επί μακρότερον, ίσως και για τρείς ώρες. Τα αδιάλυτα συστατικά απομακρύνονται με φυγοκέντρηση στα 10.000 xg επί 10 min. Συνιστάται η χρήση τολάχιστον 107-108 κυττάρων.


Απομόνωση DNA από μιτοχόνδρια και χλωροπλάστες προϋποθέτει πρώτα την απομάκρυνση τυχόν πυρηνικού DNA προσκολλημένου στα οργανίδια κατά την απομόνωσή των, αν και για ορισμένες χρήσεις, όπως η ανάλυση θέσεων περιορισμού, αυτό δεν είναι απαραίτητο. Εάν αυτό δεν έχει γίνη κατά την απομόνωση των οργανιδίων, τότε το τελικό ίζημα των οργανιδίων επαναιωρείται σε 350 mM σορβιτόλη ή άλλο ισοτονικό διάλυμα, περιέχον 50 mM Tris-HCl pH 8, 10-20 mM MgCl2, 1-3 mg/10 ml DNάση , και επαφίεται στούς 0οC-37οCεπί 1 h. Κατόπιν προστίθεται EDTA σε τελική συγκέντρωση 25 mM, τα οργανίδια καθιζάνουν στα 2000-2.500 xg (χλωροπλάστες) ή 10.000 xg (μιτοχόνδρια) επί 10 min, και επαναλαμβάνεται η πλύση με 350 mM σορβιτόλη, 50 mM Tris-HCl pH 8, 10 mM EDTA. Το τελικό ίζημα επαναιωρείται σε 350 mM σορβιτόλη, 50 mM Tris-HCl pH 8, 10 mM EDTΑ περιέχον και 1% w/v σαρκοσύλ ή SDS. H λύση των μεμβρανών είναι πλήρης σε 2-5 min. Τα αδιάλυτα συστατικά απομακρύνονται με φυγοκέντρηση στα 10.000 xg επί 10 min. Συνιστάται η χρήση οργανιδίων από 100 g φυτικού ή ζωϊκού ιστού.


Πυρήνες από 50-100 g φυτικού ιστού ή από 5-10 g ζωϊκου ιστού επαναιωρούνται σε 1-5 ml 10 mM Tris-HCl pH 8, 10 mM EDTA, 0.5-1% w/v Triton X ή SDS ή σαρκοσύλ, 100 μg/ml πρωτεϊνάση K για 30 min έως 1 h στούς  20οC-37οC. Τα αδιάλυτα συστατικά απομακρύνονται με φυγοκέντρηση στα 10.000 xg επί 10 min. 


Δύο έως 0.1 g  ζωίκού ιστού ομογενοποιούνται σε υγρό άζωτο. Προστίθενται 1-2 ml 10 mM Tris-HCl pH 8, 20 mM EDTA, 0.5-1% w/v SDS ή σαρκοσύλ, 100 μg/ml πρωτεϊνάση K, 50-100 mM NaCl. Το παρασκεύασμα επωάζεται στούς 37οC-50οC επί 12-18 h. Τα αδιάλυτα συστατικά απομακρύνονται με φυγοκέντρηση στα 10.000 xg επί 10 min. 


Πέντε έως 50 g φυτικού ιστού ομογενοποιούνται σε υγρό άζωτο. Ανά g ιστού, προστίθενται 2-4 ml 100 mM Tris-HCl pH 8, 20 mM EDTA, 1% w/v SDS ή σαρκοσύλ, 100 μg/ml πρωτεϊνάση K, 1-2% PVPP ή PVP, 10-30 mM β-μερκαπτοαιθανόλη ή 1-10 mM DTT. Το παρασκεύασμα επωάζεται στούς 37οC-60οC επί 1-2 h. Τα αδιάλυτα συστατικά απομακρύνονται με φυγοκέντρηση στα 10.000 xg επί 10 min. 

2.
Εάν ο ιστός περιέχει σημαντικά ποσά πολυσακχαριτών, επιβάλεται η απομάκρυνσή των διότι καθιζάνουν μαζί με το DNA παρουσία κρύας αλκοόλης. Το στάδιο αυτό μπορεί να παραληφθή εάν ακολουθεί φυγοκέντρηση του DNA σε CsCl. Στο υπερκείμενο προστίθεται NaCl σε τελική συγκέντρωση 700 mM και CTAB σε τελική συγκέντρωση 1% w/v. To παρασκεύασμα θερμαίνεται στους 60οC επί 10 min. Κατά τον χρόνο αυτό οι πολυσακχαρίτες σχηματίζουν σύμπλοκα με το CTAB και τις πρωτεϊνες. Το DNA συμπλέκεται επίσης μόνον εάν η συγκέντρωση NaCl είναι κατώτερη του 500 mM. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στα 10.000xg επί 10 min για απομάκρυνση των συμπλόκων και κρατείται το υπερκείμενο, το οποίο περιέχει το DNA. 

3.
Προστίθεται RNάση Ι σε τελική συγκέντρωση 1-100 μg/ml και το παρασκεύασμα επωάζεται επί 1 h στους 25οC-40οC για καταστροφή του RNA. Το στάδιο αυτό μπορεί να παραληφθή εάν ακολουθεί φυγοκέντρηση του DNA σε CsCl.

4. Απομακρύνονται οι πρωτεϊνες με μία εκχύληση φαινόλης ακολουθούμενη από δύο εκχυλήσεις φαινόλης/χλωροφορμίου και μία εκχύληση χλωροφορμίου. 

5.
Προστίθενται στην υδατική φάση 2.5 όγκοι -20οCαιθανόλης ή ένας όγκος  -20οC ισοπροπανόλης και 1/10 όγκοι 3Μ οξικού νατρίου ή οξικού αμμωνίου ή οξικού καλίου pH 5-5.5. Το παρασκεύασμα επαφίεται στούς -20οC επί 1-16 h. Κατά τον χρόνο αυτό τα μόρια του DNA συσσωματώνονται σε αδιάλυτα σύμποκα. Η συσσωμάτωση αυτή υποβοηθείται από την οξινοποίηση του διαλύματος λόγω της αφαίρεσης του αρνητικού ηλεκτρικού φορτίου  του DNA πού αυτή συνεπάγεται. Το προστιθέν άλας επίσης υποβοηθά την συσσωμάτωση λόγω του φαινομένου της εξαλάτωσης του DNA. Όμως, η αλκοόλη είναι η κύριος παράγων δημιουργίας συσσωματωμάτων, λόγω της αφυδάτωσης πού προκαλεί. Σαν άλας μπορέι να χρησιμοποιηθή και το NaCl. Προτιμάται όμως ένα οξικό άλας λόγω της εύκολης εξαέρωσής του κατά την φάση της αποξήρανσης του DNA. Ίχνη του αμμονιακού άλατος μπορούν να παρεμποδίσουν μερικές αντιδράσεις. Για τον λόγο αυτό το οξικό κάλιο θεωρείται ως η καλλίτερη επιλογή. 

6.
Το DNA παραλαμβάνεται σαν ίζημα μετά από φυγοκέντρηση στα 10.000 xg επί 10 min. Το υπερκείμενο αποχύνεται και στο ίζημα προστίθεται 1-2 ml 70% -20οC αιθανόλης. Πλύνονται με αυτή τα τοιχώματα του σωλήνα και φυγοκεντρείται στα 10.000 xg επί 5 min. Η πλύση αυτή αποσκοπεό στο να απομακρυνθούν ίχνη του άλατος. Επαναλαμβάνεται η πλύση με -20οC 98%-100% αιθανόλη. Αυτή την φορά αποσκοπούμε στη απομάκρυνση ιχνών ύδατος ώστε να διευκολυνθή η ακολουθούσα αποζήρανση του DNA. Το τελικό ίζημα αποξηραίνεται με ελαφρά ροή αζώτου ή με περιστροφή υπό κενό εντός ειδικών αποξηραντών επί 10 min. Το τελικό ίζημα DNA πρέπει να είναι λευκό και μή κολλώδες. Καφέ χρωματισμός υποδηλώνει οξείδωση του DNA από φαινολικές ουσίες πού απαντώνται σε αφθονία σε φυτά. Κολλώδης σύσταση υποδηλώνει την παρουσία σημαντικών ποσών πολυσακχαριτών πού παρεμποδίζουν πολλές μετέπειτα αντιδράσεις. 

7.
Το ζηρό ίζημα διαλύεται σε 10-500 μl ΤΕ ή αποστειρωμένου ύδατος και φυλάσεται σε θερμοκρασίας μικρότερη των 5οC. Είναι σταθερό για χρόνια. 

8.
Ένας μικρός όγκος του DNA (π.χ  2.5 μl) αναμιγνύονται με έναν μικρό όγκο αποστειρωμένου ύδατος (π.χ. 1 ml), τίθενται εντός κυψελίδος πάχους 1 cm, από χαλαζία, και η απορρόφηση του παρασκευάσματος μετράται στα 260, 280, 230, 310 nm με νερό σαν διάλυμα αναφοράς. Εκτός του νερού μπορούν να χρησιμοποιηθούν και άλλοι διαλύτες, όπως ΤΕ. Μία μονάδα απορόφησης στα 260 nm (OD260) ισούται με συγκέντρωση DNA στο παρασκεύασμα 50 μg/ml.  Επομένως η συγκέντρωση DNA στο αρχικό παρασκεύασμα, από το οποίο ελήφθη ο μικρός όγκος για την μέτρηση, δίδεται από τον τύπο
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VDNA= όγκος του δέιγματος DNA πού αναμίχθυκε με τον διαλύτη (νερό) για τις μετρήσεις. Vδιαλ= όγκος του διαλύτη (νερό στην περίπτωσή μας) πού αναμίχθηκε με το μικρό δείγμα DNA. Το καθαρό DNA έχει λόγο αποροφήσεων ΟD260 / ΟD280 = 1.8. Μικρότερες τιμές υποδηλώνουν την παρουσία πρωτεϊνών. Ένας λόγος ίσος με 1.5 σημαίνει την παρουσία πρωτεϊνών σε ποσοστό 50%. Η παρουσία πολυσακχαριτών υποδηλώνεται από τον λόγο ΟD260 / ΟD280 . Για καθαρό DNA αυτός είναι ίσος με 2. Μικρότερες τιμές υποδηλώνουν την παρουσία πολυσακχαριτών. Οποιαδήποτε απορρόφηση στα 310 nm υποδηλώνει την παρουσία και άλλων ουσιών πολυαρωματικών ή με συζυγείς δεσμούς, πιθανώς παρεμποδιστικών των μετέπειτα αντιδράσεων.
9.
Για DNA μεγάλης καθαρότητας, όπως αυτό πού απαιτείται για κατασκευή βιβλιοθηκών, είναι συχνά απαράιτητος ο καθαρισμός με φυγοκέντρηση σε CsCl. 

Μετά την απομάκρυνση των πρωτεϊνών στο στάδιο 4, προστίθεται στι δείγμα CsCl σε τελική συγκέντρωση 1 g/ ml και βρωμιούχο αιθίδιο σε συγκέντρωση 1 μg / ml. Εάν ο όγκος του διαλύματος είναι πολύ μεγάλος για να χωρέση σε έναν σωλήνα των 10 ml, εκτελέσατε πρώτα τη  καθίζηση με αιθανόλη, μέχρι του σταδίου 6, και διαλύστε το ίζημα του DNA σε 1-10 ml ΤΕ περιέχον τις ανωτέρω συγκεντρώσεις CsCl και βρωμιούχου αιθιδίου. Ο όγκος του τελικού παρασκευάσματος πρέπει να προσαρμοσθή ώστε να χωρά στον διαθέσιμο σωλήνα υπερφυγοκέντρου (1-20 ml). 

Εκτελείται φυγοκέντρηση στα 80.000-120.000 xg επί 4-24 h σε κεφαλή με ανασηκωνόμενους σωλήνες. 

Μετά το τέλος της φυγοκέντρησης, με έκθεση του διαφανούς πλαστικού φυγοκεντρικού σωλήνας σε υπεριώδες φώς 360 nm, το DNA φαίνεται σαν μία κόκκινη φθορίζουσα ζώνη αιωρούμενη περί το μέσον του σωλήνα. Το τυχόν υπάρχον RNA φθορίζει επίσης κόκκινο σαν ίζημα στον πυθμένα. Οι πολυσακχαρίτες και οι τυχόν εναπομένουσες πρωτεϊνες βρίσκονται στα επάνω στρώματα. Η ζώνη του DNA παραλαμβάνεται από το πλάι, τρυπόντας τον φυγοκεντρικό σωλήνα με μία σύρριγγα ευρέος στομίου (19G).  

Εκτελούνται 2-3 προσεκτικές εκχυλύσεις με ισοπροπανόλη κεκορεσμένη με νερό ώστε να απομακρυνθή το περισσότερο βρωμιούχο αιθίδιο. Το διαλυμα αραιώνεται με τρείς όγκους ΤΕ ή νερού ή υφίσταται διάλυση με 1 L ΤΕ ώστε να απομακρυνθή το CsCl. Εκτελείται καθίζηση με αλκοόλη όπως περιγράφεται στα στάδια 5-7.

