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 چکیده

-Real Timeو  PCRد نتایج کارهای دیگر مانن رود ومی ریک مرحله بسیار مهم به شماRNA در مطالعات مولکولی، استخراج 

PCR  وابسته به کمیت و کیفیت RNAباشد. استخراج میRNA ه است و بسته به در گیاهان مختلف نیازمند پروتکل خاص همان گیا
دد بوده و حضور این ترکیبات در باشد. انگور دارای ترکیبات فنلی متعرکیبات فنلی متفاوت میمیزان کربوهیدرات، متابولیت ثانویه و ت

در دو رقم انگور  Plus( TMRNX ،BCTA(این مقاله به مقایسه دو روش متداول استخراجی گیاه استخراج را کاری سخت نموده است.
باشد. نتایج کیفیت آن می وبابا و رقم یاقوتی انگور و بررسی کمیت پردازد. هدف شناسایی بهترین روش استخراج در دو رقم ریش می

در رقم  Plus( TMRNX(در صورت استفاده از ترکیبات عاری از آلودگی کیفیت و کمیت بالایی نسبت به روش  CTABنشان داد روش 
 باشد. اریدی و فنلیتواند به قدرت شست شوی بالای ترکیبات پلی ساکباشد. علت این امر میریش بابا دارا می

 .CTAB ،)Plus( TMRNX ،PCR، انگور، RNA استخراجهای کلیدی: واژه

 مقدمه

ای مولکولی با هنیست. بررسی در دسترس RNAبا وجود تنوع بیولوژیکی و شیمیایی در گیاهان هیچ روش عمومی استخراج 
ین حال با قدرت کیفی بالا این رو یافتن روشی نوین و در عپذیرد. از هدف ارتقا کیفیت و کمیت در گیاهان زراعی و باغی صورت می

های زنجیرهای کنشو کمیت مناسب جهت وا ها با کیفیتاز آنRNA استخراج شود. های توام میسبب مطالعات گسترده و پیشرفت
ها با مشکلاتی این روش. شدر باتواند زمان بمیو اندام هدف مورد استخراج گیاه که بسته به  مشکلات زیادی همراه است پلیمراز، با

نوکلئیک  ها، غلظت کم اسیداننتمختلف ترکیبات فنلی مانند  انواع RNaseساکارید، سطوح زیادی از آنزیم ،پلی مانند وجود مقادیر زیاد
ترین ا یکی از مهمه وینیفرگونباشند. می )چوب(، که تجزیه آن مشکل است و غیره مواجه هایی مانند لیگنین)مقدار زیاد آب(، بافت

ساله های شاخه یکوی گرهرکنند. بر های اصلی و فرعی رشد میهای یکساله از جوانهباشد.  شاخهمحصولات باغبانی در کل دنیا می
بسته به رقم و منطقه و آب  ای بالایی دارد و ترکیبات غذایی انگورشود. انگور ارزش اقتصادی و تغذیهپیچک، خوشه و برگ حاصل می

یمه گرمسیری . انگور جزء محصولات مناطق معتدله گرم است و گیاهان ن(Yilmaz and Toledo, 2004)و هوای کشت متفاوت است 
ل در فرآیندهای متابولیسمی، شامل اختلاشوند. این صدمات و حتی معتدله گاهاً با دمای بالای صفر هم دچار خسارات جبران ناپذیر می

 .(Sangwan et al., 2002)باشد های آزاد درگیاه میساختارسلولی و افزایش رادیکال
تحلیل بیان ژن  های زیستی و غیرزیستی، تجزیه ودر پاسخ به استرس برای مطالعات مولکولی مانند آشکارسازی تغییرات بیان ژن

های مهم دخیل در مسیرهای متابولیکی ژن یابیهای مختلف، شناسایی و توالیالگوی بیان در اندام رسیطی مراحل مختلف رشد و نمو، بر
 .فنلی ضرورت دارد با کمیت و کیفیت مطلوباز گیاه که دارای مقادیر فراوان ترکیبات پلیRNA دسترسی به  باشد.mRNA در سطح

 RNAمراحل بعدی کاربرد  شود و درمی RNAها با آبی باعث رسوب همزمان آنفاز  ساکاریدی بههای نسبتا کم پلیمکان ورود آلودگیا
فنلی کمپلکس تشکیل  ساکاریدی و پلی -با ترکیبات پلیRNA همچنین  .(Wang and Stegemann,2009) کندتداخل ایجاد می

باشد. مثلًا  های مختلفیانگر آلودگیتواند بمی RNAهای پلیت شوند. رنگ یا حالتحاصل غیرقابل حل می RNAهای تدهد و پلیمی
 ,Sabir) فنلی هستندهای پلیآلودگی دهندهنهای مایل به قرمز نشاژلاتینی دارند و یا پلیت ساکاریدی حالتدلیل آلودگی پلیبرخی به

در  کلژنومیRNA های متفاوتی برای استخراج روش، در استخراج RNAمیزان بازدهی و کاهش تجزیه ، . برای افزایش(2012
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در گیاه انگور مورد بررسی  Plus( TMRNX ،CTAB(در این مقاله دو روش استخراجی های مختلف گیاهان پیشنهاد گردیده است،گونه
 قرار گرفت.

 هامواد و روش
گراد( سانتیدرجه  -196مای فوراً در فلاسک حاوی نیتروزن مایع )با د بندی و ها پس از برداشت در فویل آلومینیوم بستهنمونه

 .گراد قرار داده شدندتیدرجه سان -80مدت در دمای  بیوتکنولوژی منتقل شدند و جهت نگهداری طولانی قرار گرفته و به آزمایشگاه
هاون  ز قبیل تیوب،کلیه وسایل مربوطه اRNA  استخراج، از شروع قبلاز بافت برگ جوان انگور صورت گرفته است.  RNAاستخراج 

 ریل شوند. طور کامل استبه گراد اتوکلاو شدند تادرجه سانتی 121دقیقه در دمای  20مدت مرتبه بهو فالکون، دو 

 Plus( TMRNX(با روش  RNAاستخراج  اول: روش

. سپس گردید سرد اضافه، Plus( MTRNX(استخراجی میکرولیتر از محلول 1000پودر شده،  برگ بافت گرممیلی 100در ابتدا به 
ورتکس شد تا  به آرامی با دستمیکروتیوب  در مرحله بعد اضافه شد. کلروفورم به میکروتیوب حاوی بافت هموژنیزه میکرولیتر 200
نمونه به مدت  سپس شد. داده گراد قراردرجه سانتی 4دقیقه روی یخ یا دمای  5مدت  . بهسپس ،گیاهی کاملاً هموژنیزه شود بافت

بالایی به آرامی به میکروتیوب از پس از سانتریفیوژ، ف .گراد سانتریفیوژ شددرجه سانتی 4دقیقه در دمای در  دور12000دقیقه با سرعت 15
دقیقه روی  5مدت  به و مجدد ایزوپروپانول سرد به آن اضافه شدمحتویات منتقل شده حجم  به میزان هم و سپس دیگری منتقل شده

گراد درجه سانتی 4ر دمای ددر دقیقه  دور12000دقیقه با سرعت 15نمونه به مدت  سپس داده شد. گراد قراردرجه سانتی 4یخ یا دمای 
آرامی ورتکس گردید  فه شد و بهدرصد به آن اضا 75لیتر اتانول میلی 1روشناور دور ریخته شده و به میزان  سپس مایع، سانتریفیوژ شد

گراد سانتریفیوژ شد. انتیس درجه 4دور در دقیقه در دمای 12000سرعت دقیقه با  5رسوب از ته میکروتیوب جدا شود و سپس به مدت  تا
 حل شد. DEPCبا آب میکرولیتر  50پلیت با روشناور دور ریخته شد و  پس از سانتریفیوژ، مایع

 CTABبا روش  RNAاستخراج دوم: روش 

 PVPیک درصد زمان هم و سپس گردید اضافهCTAB بافر میکرولیتر از  800پودر شده،  برگ بافت گرممیلی 100در ابتدا به 
درجه  60دقیقه تحت دمای 30کنیم. نمونه را به مدت اضافه شده و به آرامی اینورت می مرکاپتواتانول -بتا وزنی/ حجمی و یک درصد

 200و مولار  2تات سدیم اسمیکرولیتر  100محلول فوق به سپس کنیم. قرار داده در حین حرارت دیدن چند بار به آرامی اینورت می
در  دور12000دقیقه با سرعت  15نمونه به مدت کنیم. نهایتاً کرده و مجدد اینورت میضافه ا 24:1کلروفرم/ایزوآمیل الکل میکرولیتر 

آرامی به میکروتیوب  بالایی بهفاز پس ستوان این مرحله را دو بار انجام داد. نماییم. میمی گراد سانتریفیوژدرجه سانتی 4دقیقه در دمای 
 -80ساعت در دمای  1 مدت بهو  ایزوپروپانول سرد به آن اضافه شدمحتویات منتقل شده حجم  به میزان هم سپس دیگری منتقل شده

 سپس مایع، سانتریفیوژ شد گراددرجه سانتی 4در دقیقه در دمای  دور 12000دقیقه با سرعت  15نمونه به مدت  سپس .ندداده شد قرار
رسوب از ته میکروتیوب  ردید تاآرامی ورتکس گ درصد به آن اضافه شد و به 75لیتر اتانول میلی 1روشناور دور ریخته شده و به میزان 

 د. پس از سانتریفیوژ، مایعشگراد سانتریفیوژ سانتی درجه 4دور در دقیقه در دمای  12000دقیقه با سرعت  5جدا شود و سپس به مدت 
 . (Ghangal et al., 2009) حل شد DEPCبا آب میکرولیتر  50پلیت با خته شد و روشناور دور ری

 آماریتجزیه 
در سطح احتمال  LSDا آزمون ها بتکرار تجزیه شدند و مقایسه میانگین 3های حاصل در قالب طرح کاملاً تصادفی نامتعادل باداده

 .آماری استفاده شدبرای تجزیه  4/9نسخهSAS افزار  درصد انجام شد. از نرم 5
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 نتایج و بحث
نظر  های مختلف ازریماتنشان داد که بین  -80های نگهداری شده در دمای های مربوط به نمونهنتایج تجزیه واریانس داده

روش  ر این بررسیبود و برترین روش د دارنانومتر اختلاف معنی 260/230 و 260/280های جذب نسبت  RNAهای مقدار،فاکتور
CTAB  روش  (. در1بود )شکلCTAB  حاویبافرPVP ، CTAB  اصی دارنداست که هر کدام عملکرد خ مرکاپتواتانول -بتاو.  

PVPفنلی از  رکیبات پلیتباعث جداسازی  فنلی و تشکیل کمپلکس، پیوند هیدروژنی با ترکیبات پلی موجود در آن از طریق تشکیل
. لذا کندها ممانعت میوئینونها و آزادسازی کمرکاپتواتانول موجود در آن نیز ازاکسیداسیون فنل -شود و بتامی اسیدهای نوکلئیک

 (.2دیده شده است )شکل  CTABبهترین استخراج در روش 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 
 در دو رقم انگور )یاقوتی و ریش بابا(. RNA: بررسی نمودار کمی و کیفی دو روش استخراجی 1شکل 
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 .RNA: بررسی کیفی دو روش استخراجی 2شکل 

 

 

 کلی گیرینتیجه
)فاز  شامل سه فاز کاملًا مجزا از یکدیگراست که فاز اول، مایع روشناور محتوی اسید نوکلئیک بهترین نوع استخراج حالتی که
 کلروفرم-و فاز سوم که در انتها قرار دارد شامل فنلاست  بقایای سلول وها، کربوهیدرات، پروتئین شفاف،( فاز دوم رسوب حاصل از تجمع

 هایبا کیفیت و کمیت مطلوب از نمونهRNA استخراج  جهت CTABرلکل است. در کل میتوان گفت روش استخراجی با بافنو اایزوآمی

 .گردید محسوب Plus( TMRNX(روش بهترین در مقایسه با  انگوربرگی گیاه 
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Abstract 

In molecular studies, RNA extraction is a very important step and the results of other tasks such as PCR 

and Real Time-PCR depend on the quantity and quality of RNA. RNA extraction in different plants requires 

a specific protocol of the same plant and varies depending on the amount of carbohydrates, secondary 

metabolites and phenolic compounds. Grapes have many phenolic compounds and the presence of these 

compounds in the extraction plant has made it difficult. This article compares two common extraction methods 

RNXTM(Plus), CTAB in two grape cultivars. The aim is to identify the best extraction method in Rish Baba 

and Yaghuti grape cultivars and evaluate its quantity and quality. The results showed that the CTAB method 

has a higher quality and quantity than the RNXTM (Plus) method in Rish Baba cultivar if it uses non-

contaminated compounds. This can be due to the high washing power of polysaccharide and phenolic 

compounds. 

Keywords: CTAB, Grapes, PCR, RNA extraction, RNXTM(Plus).  
 

  


