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مقدمه
در دو دهه اخیر بیوتکنولوژی کشاورزی چشم انداز های امیدوارکننده 
ای را ارایه نموده است. با دستیابی به روش های مهندسی ژنتیک 
برای جداسازی و انتقال ژن ها، مقدمات لازم جهت ایجاد گیاهان 
تراریخت ایجاد گردیده است. بنابراین چنانچه مشخص است مباحث 
زیستی  مختلف  علوم  مطالعات  در  روزافرونی  اهمیت  از  مولکولی 
اولین  نوکلئیک  اسید  استخراج  بتوان گفت  بوده و شاید  برخوردار 
گام در جهت انجام این مطالعات باشد. دربسیاری از موارد استخراج 
مواد ژنتیکی با محدودیت هایی همراه است که تغییر در ترکیب و

RNAو   pHبافر استخراج توانسته است در بهبودکمیت و کیفیت 

براي  مختلفي  هاي  روش   .)12( باشد  موثر  شده  استخراج   DNA

استخراج RNA از گياهان وجود دارد. در بيشتر اين روش ها سه 
نكته اساسي مد نظر است كه شامل يكفيت RNA، سرعت استخراج 
و ميزان آن مي باشد. گياهان دارويي به علت داشتن تريكبات فنولي 
مناسبي  روش  كارگيري  به  نيازمند  زياد  هاي  ناخالصي  و  فراوان 
براي استخراج RNA جهت جلوگيري از اكسيد شدن مي باشد)11(. 
وجود ناخالصی هایی نظیر ترکیبات فنلی در محلول RNA استخراج 
 Taq پلیمراز مانند DNA شده باعث جلوگیری از فعالیت آنزیم های

پلیمراز در واکنش زنجیر های پلیمراز )PCR( می شود )6(. 

انار ).Punica granatum L( یکی از قدیمی ترین و مهم ترین 
به  خوراکی  مصرف  بر  علاوه  انار  است.  ایران  در  باغی  گیاهان 
فیتوشیمیایی  محتوای  لحاظ  از  برتر  میوه  ده  از  یکی  عنوان 
شناخته شده است )10(. اثرات سلامت بخش ترکیبات موجود 
در انار شامل فعالیت آنتی اکسیدانی، ممانعت از رشد بی رویه 
سلول ها و محرک مرگ برنامه ریزی شده سلول های سرطانی 

مقایسه سه روش استخراج RNA از پوست میوه انار
 سپیده روح الامین*1، بهمن زاهدی2، علی ساعی3، فر هاد نظریان فیروز آبادی4

11 کارشناس ارشد رشته تولیدات گیاهی گرایش اصلاح گیاهان باغبانی، دانشگاه لرستان -

22 استادیار گروه تولیدات گیاهی، دانشگاه لرستان -

33 استادیار بخش ژنومیکس پژوهشکده بیوتکنولوژی منطقه مرکزی کشور، )ایران – اصفهان(-

44  دانشیار گروه زراعت و اصلاح نباتات دانشگاه لرستان-

چکیده 
 RNA ی با کمیت وکیفیت مطلوب از نیاز های بنیادی زیست شناسی مولکولی است. جداسازی RNA سابقه و هدف: استخراج
از بافت های گیاهان چوبی به علت حضور مقادیر زیادی از کربوهیدارات ها، تانن ها و ترکیبات پلی فنلی با مشکلاتی روبرو می باشد. 

بنابراین دستیابی به یک روش استخراج مناسب که بتواند RNA ی کیفی مطلوبی را تولید کند، از اهمیت بالایی برخوردار است.
مواد و روش ها: در این تحقیق سه روش استخراج RNA شامل: 1- زارعی و همکاران، IHBT-2 و 3- روش تغییر یافته 

CTAB-LiCl مورد بررسی و از پوست میوه های رسیده به عنوان مواد گیاهی برای استخراج RNA استفاده گردید. 
يافته ها در نهایت با توجه به کمیت و کیفیت RNA استخراجی و نتایج حاصل، روش زارعی و همکاران به منظور استخراج RNA با 
خلوص بالا از پوست انار انتخاب شد. بیشترین مقدار RNAبا کیفیت مطلوب از 100 میلی گرم بافت پوست میوه به مقدار 642 نانوگرم 

با روش زارعی و همکاران بدست آمد.
نتیجه گیری: از میان روش های مورد آزمایش، روش زارعی و همکاران مناسب ترین روش برای گیاهان با ترکیبات فنلی بالا به 

ویژه انار می باشد. از این رو نیازی به استفاده از کیت های استخراج و مواد شیمیایی خطرناک احساس نمی شود.
کلمات کلیدی: اسپکتروفتومتری، استخراج RNA، الکتروفورز ژل آگارز، انار، مواد پلی فنلی
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انار به عنوان منبع مهمی برای  می باشد. هم چنین از درخت 
استخراج متابولیت های ثانویه از جمله ترکیبات فنلی، تانن ها، 
زمینه  در  ایران   .)14( است  شده  یاد  ها  آلکالوئید  و  ها  رنگ 
به  توجه  با  و  دارا می باشد  را  اول  مقام  انار در جهان  صادرات 
ایران  مختلف  مناطق  از  انار  ژنوتیپ  از 760  بیش  آوری  جمع 
شامل رقم های خوراکی، زینتی و وحشی که هر یک از نظر طعم 
و مزه، زودرسی، خواص انبارداری، مقاومت به آفات و بیماری ها، 
خشکی، شوری و آفتاب سوختگی دارای صفات ویژ های هستند. 
ایران دارای متنوع ترین ارقام انار می باشد )1(. این تنوع ژنتیکی 
گسترده می تواند برای تشخیص خصوصیات مطلوب انار بسیار 
مفید واقع شده و منبع ژنی مناسبی را برای کار های به نژادی 
از آنجا که تقاضا برای این میوه به  این گیاه فراهم نماید )2(. 
دلیل خصوصیات دارویی فوق العاده آن در حال افزایش است، 
کردن  برآورده  جهت  اصلاحی  های  برنامه  است  لازم  بنابراین 
خواسته های مصرف کنندگان، تولیدکنندگان و صادرکنندگان 
ناچیز  بسیار  انار  مورد  در  مولکولی  تحقیقات  شود.  تدوین  آن 
انار از لحاظ رقم  است و اغلب مطالعات مربوط به طبقه بندی 
ترکیبات  از  قوی  معجونی  گیاه  این  طرفی  از  و  می باشد   ... و 
به  ژنتیکی  و  بایست تحقیقات مولکولی  لذا می  ارزشمند است 
بیوسنتز  مسیر  انار، شناسایی  از  مفید  ترکیبات  دنبال شناخت 
مواد موثره در انار، بررسی و شناسایی ژن های دخیل در مسیر 

بیوسنتز مواد موثره انار و... صورت گیرد.
مانند  هایی  پژوهش  هم چنین  و  بالا  اهداف  با  پژوهش  در   
cDNA، ساخت کتابخانه های سنتز  همسانه سازی ژن، سنتز 
cDNA، سنجش میزان بیان ژن و واکنش RT-PCR است )9(. 

استخراج RNA پیش از این با استفاده از روش زارعی و همکاران 
از  ویژه  طور  به  و  انار  مختلف  های  قسمت  از   2012 سال  در 
CTAB- روش  هم چنین   .)16( است  شده  گزارش  انار  هسته 

اندام  از   RNA جداسازی  برای  آمیزی  موفقیت  طور  به   LiCl

هلو  نظیر سیب،  فنلی  ترکیبات  با  گیاهان چوبی  مختلف  های 
 RNA استخراج  برای  روشی   .)8( است  شده  استفاده  انگور  و 
 ،(Arnebia euchroma)و (Rheum australe) از گیاهان دارویی
چای، سیب زمینی، آرابیدوپسیس، ریشه استویا، برگ استویا و 
کتان که سرشار از متابولیت های ثانویه هستند در سال 2011 

ارایه شد )9(. 
از آنجا که روش های ذکر شده در استخراج RNA از گیاهان 
این  در  دارند  کاربرد  فنلی  ترکیبات  و  ثانویه  متابولیت  دارای 
پژوهش هدف مقایسه این روش ها در استخراج RNA از پوست 

میوه انار و انتخاب بهترین روش می باشد. 
روش کار

سه روش استخراج RNA به ترتیب 1- زارعی و همکاران )16(. 
بر   .)8(  CTAB-LiCl .یافته تغییر  و 3- روش   )9(  IHBT  -2
روی نمونه های بالغ گیاه انار مورد بررسی قرار گرفت. آزمایش 
طرح  قالب  در  فاکتوریل  صورت  به  انار  بالغ  میوه  پوست  روی 
های  داده  تجزیه  برای  شد.  انجام  تکرار  سه  در  تصادفی  کاملا 

آماری از نرم افزار SASاستفاده گردید. 
مواد گیاهی:

نمونه های میوه بالغ در اواخر شهریور ماه 1391 از دو ژنوتیپ 
انار پوست سفید شیرین و پوست سیاه ساوه جمع آوری شدند 
انتقال داده شدند.  آزمایشگاه  به  از درخت  از جداسازی  و پس 
مقدار 100 میلی گرم پوست میوه انار برای استخراج RNA مورد 
استفاده قرار گرفت. این آزمایش در بخش ژنومیکس پژوهشکده 

بیوتکنولوژی منطقه مرکزی کشور )اصفهان( انجام شد. 
محلول ها و تجهیزات مورد نیاز:

ماده  چندین  از  شده  ذکر  های  روش  با   RNA استخراج  برای 
شیمیایی در ترکیب با یکدیگر یا در مراحل مختلف استخراج و 
مراحل بعد از آن استفاده شد که اساس آن به شرح زیر می باشد:

و   %CTAB 3 ) 2،2مایع نیتروژن   ،1DEPC با شده  تیمار  آب 
و  اسید4 )0/025، 0/001  تترااستیک  آمین  اتیلن دی   ،)%2/5
و%0/5(   %0/1( سارکوسینات5  دودسیل  سدیم  مولار(،   0/01
Tris-HCl )0/1 و 0/01 مولار(، فنول  تریس اسید کلریدریک 
پیرولیدون8،  وینیل  پلی  بتامرکاپتواتانول7،   ،6pH= /7 با  اشباع6 
زغال فعال9کلروفرم ایزو آمیل الکل10 با نسبت حجمی 24 به 1، 
اتانول11 70%، ایزوپروپانول12، کلرید سدیم13 )1 و 2 مولار(، لیتیم 
gr/ کلراید14 ، استات سدیم15 3 مولار، ، اسپرمیدین16 به غلظت

litre 0/5، آگارز، پروتئینار17µg/ml K 50، دستگاه سانتریفیوژ 
)MPW_350R high speed brushless centrifuge(، حمام آب 
گرم18 65 درجه سانتی گراد، ، دستگاه الکتروفورز افقی ساخت 

1 Diethyl Pyrocarbonate 
2 Liquid nitrogen 
3 Cetyl trimethylammonium bromide
4 Ethylendiaminetetraacetic acid disodium salt 
dehydrate 
5 Sodium dodecyle sarcosinate
6 Phenol saturated 7 mercaptoethanol 
8 Polyvinylpyrolidone 
9 Active charcoal 
10 Chloroform-isoamyle alcohol 
11 Ethanol 
12 Isopropanol 
13 Sodium chloride 
14 Lithium chloride 
15 Sodium acetate 
16 Spermidine 
17 Proteinase 
18 Waterbath
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شرکت )Bio-Rad MOD: SH 503( و دستگاه اسپکترو فتومتر 
 .)Lambda 25 uv/vis(

لازم به ذکر است که مواد شیمیایی مورد استفاده از شرکت های 
Roche و SIGMA آلمان تهیه شدند. 

RNA روش های مورد استفاده در استخراج
1-روش زارعی و همکاران )16(

هاون  داخل  در  گیاهی  های  نمونه  پوست  ابتدا  روش  این  در 
بافر استخراج اول )NaCl به غلظت  چینی کاملا پودر شدند و 
Tris-HCl ،M2 به غلظت mM 100 و دارای pH معادل هشت، 
 CTAB pH معادل هشت،  دارای  و   mM 25به غلظت  EDTA

PVP ،%2 2% و اسپرمیدین به غلظت gr/litre 0/5( که از قبل 
پروتئیناز و  بود  رسیده  درجه   65 دمای  به  گرم  آب  حمام  در 

µg/ml K 50 و بتامرکاپتواتانول به هر نمونه اضافه و به خوبی 
بن  درون  دقیقه   15 مدت  به  ها  نمونه  سپس  شدند.  مخلوط 
ماری با دمای 65 درجه قرار گرفتند و پس از آن سانتریفیوژ در 
دمای چ هار درجه سلسیوس به مدت 10 دقیقه در 10000 دور 
)rpm 10000( انجام گرفت، فاز رویی به تیوب جدید منتقل و 
هم حجم آن محلول ایزوآمیل الکل کلروفرم 24:1 اضافه گردید. 
مجددا سانتریفیوژ در دمای چ هار درجه سلسیوس به مدت 10 
دقیقه در 13000 دور )rpm 13000( انجام گرفت. )این مرحله 
دوبار تکرار شد(. پس از انتقال فاز رویی به تیوب جدید 10 مولار 
Licl به نسبت 1/4 به هر میکروتیوب اضافه شد و نمونه ها به 

با دمای 4 درجه سانتی گراد  مدت یک شبانه روز در یخچال 
قرار گرفتند. در روز دوم ابتدا سانتریفیوژ در دمای چ هار درجه 
سلسیوس به مدت 40 دقیقه در 20000 دور )rpm 20000( بر 
روی نمونه ها انجام شد و پس از آن فاز رویی دور ریخته و 500 
میکرولیتر اتانول 70 درصد به آن ها اضافه و مجددا سانتریفیوژ 
در دمای 4 درجه سلسیوس به مدت 10 دقیقه در 12000 دور 
)rpm 12000( انجام شد )این مرحله دوبار تکرار شد(. پس از 
غلظت  به   NaCl( دوم  استخراج  محلول  رویی  فاز  ریختن  دور 
Tris-HCl،1 M  به غلظت M 10 و دارای pH معادل هشت، 
 )0/5% SDS ،معادل هشت pH و دارای mM1 به غلظت EDTA

به هر نمونه اضافه شد سپس به مدت 15 دقیقه درون بن ماری 
با دمای 65 درجه قرار گرفتند. هم حجم آن محلول ایزوآمیل 
الکل کلروفرم 24:1 به هر میکروتیوب اضافه شد و سانتریفیوژ 
در دمای چ هار درجه سلسیوس به مدت 10 دقیقه در 13000 
دور )rpm 13000( انجام گرفت )این مرحله دوبار تکرار شد(. 
سپس فاز رویی به تیوب جدید انتقال و به هر میکروتیوب استات 
به  ایزوپروپانول  و   1/10 نسبت  به   5pH=/2 با  مولار   3 سدیم 
نسبت 6/10 اضافه شد. میکروتیوب ها به مدت حداقل 2 ساعت 

مجددا  گرفتند،  قرار  گراد  سانتی  درجه  دمای20-  با  فریزر  در 
سانتریفیوژ در دمای چ هار درجه سلسیوس به مدت 30 دقیقه 
در 20000 دور )rpm 20000( انجام شد. فاز رویی خارج شده 

و رسوب سفید رنگ بدست آمد.
)9( IHBT 2- روش

بافر استخراج در این روش حاوی فنل اشباع شده با تریس دارای 
 0/EDTA 010/1% استات سدیم 0/32 مولار و SDS ، 6pH=/7
مولار بود. ابتدا پوست نمونه های گیاهی در داخل هاون چینی 
به  را  استخراج  بافر  شدند. سپس  پودر  کاملا  مایع  ازت  توسط 
نمونه مخلوط شد. سپس 800  با  اضافه نموده و مجددا  نمونه 
میکرولیتر DEPC water به آن اضافه و سپس به دو تیوب 2 
میلی لیتری انتقال داده شد و به مدت 5 دقیقه در دمای اتاق 
قرار گرفت. سپس  200میکرو لیتر کلروفرم به آن اضافه نموده 
در  شد.  داده  قرار  اتاق  دمای  در  دقیقه   10 مدت  به  مجددا  و 
مرحله بعد آن ها را به مدت 10دقیقه با دمای 4 درجه سانتی 
گراد با دور rpm(13000 13000( سانتریفوژ نموده سپس فاز 
رویی را به تیوب های جدید منتقل و 0/6 حجم محلول به آن 
اتاق قرار  ایزوپروپانول اضافه کرده و 10 دقیقه آن را در دمای 
انجام   )13000 rpm( با دور 13000  داده و مجددا سانتریفوژ 

شد و در مرحله بعد فاز رویی ار نمونه ها جدا شد.
)8( CTAB-LiCl 3- روش تغییر یافته

محتویات بافر استخراج مشابه بافر اول در روش زارعی و همکاران 
می باشد ) بدون پروتئیناز K(. 15 میلی گرم به ازای هر 100 
میلی گرم بافت گیاهی ذغال فعال به نمونه ها اضافه و پس از 
با دمای 65  آنکه نمونه ها به مدت 15 دقیقه درون بن ماری 
درجه قرار گرفتند سانتریفیوژ در دمای چ هار درجه سلسیوس 
به مدت 10 دقیقه در 10000 دور )rpm 10000( انجام گرفت، 
فاز رویی به تیوب جدید منتقل و هم حجم آن محلول ایزوآمیل 
الکل کلروفرم 24:1 اضافه گردید. مجددا سانتریفیوژ در دمای چ 
 rpm( هار درجه سلسیوس به مدت 15 دقیقه در 10000 دور
از  پس  شد(.  تکرار  دوبار  مرحله  )این  گرفت.  انجام   )10000
انتقال فاز رویی به تیوب جدید LiCl 7/5 مولار به نسبت 1/3 
به هر میکروتیوب اضافه شد و نمونه ها به مدت یک شبانه روز 
در یخچال با دمای 4 درجه سانتی گراد قرار گرفتند. سپس در 
روز دوم سانتریفیوژ در دمای چ هار درجه سلسیوس به مدت 
30 دقیقه در 12000 دور )rpm 12000( انجام گرفت و پس 
از آن فاز رویی دور ریخته و به هر میکروتیوب استات سدیم 3 
مولار با 5pH=/2 به نسبت 1/10 و ایزوپروپانول به نسبت 6/10 
اضافه شد. میکروتیوب ها به مدت حداقل 2 ساعت در فریزر با 
سانتریفیوژ  مجددا  گرفتند  قرار  گراد  سانتی  درجه   -80 دمای 
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در دمای چهار درجه سلسیوس به مدت 30 دقیقه در12000 
دور)rpm 12000( انجام شد. در مرحله بعد فاز رویی جدا شد 

و رسوب باقی ماند.
دادن  رسوب  و  شده  یاد  های  روش  استخراج RNAبا  از  پس 
اتانول 70% شستشو داده شد. پس  با  آن، رسوب بدست آمده 
از خشک کردن پلت مقدار30 میکرولیتر آب DEPC برای حل 
به مدت چند ساعت در دمای  اضافه شد و  کردن RNAبه آن 
4 درجه سانتی گراد نگه داری شد. محلول RNAبرای استفاده 
از دستگاه  با استفاده  در مراحل بعدی در فریزر نگهداری شد. 
شده RNAبه  رقیق  های  محلول  جذب  میزان  اسپکتروفتومتر 
نسبت 2:58 )2 میکرولیتر محلول ذخیره RNA+ 58 میکرولیتر 
آب مقطر سترون رقیق( در طول موج 260 نانومتر )طول موج 
موج جذب  )طول  نانومتر   280 و  نوکلئیک(  های  اسید  جذب 
 RNAمحلول نوری  جذب  نسبت  و  گیری  اندازه  ها(  پروتئین 
در طول موج 260 به 280 نانومتر)r = A260/A280 که شاخص 
میزان خلوص RNA می باشد( به دست آمد. هم چنین غلظت 

محلول ذخیره RNA با استفاده از فرمول زیر:
 RNA)ng/µl( 260 ×ضریب تصحیح دستگاه× ضریب رقت = غلظتnm مقدار جذب نور در

محاسبه گردید. برای هر نمونه سه میکرولیتر RNA استخراج 
و  آمیخته شد  بارگذاری2  رنگ  میکرولیتر  نیم  و  یک  با  شده 
داده  قرار   TAE3 بافری  شرایط  در   %1 آگارز  ژل  چاهک  در 
ولت   80 ثابت  ولتاژ  با  و  ساعت  یک  مدت  به  آگارز  ژل  شد 
الکتروفورز شد .پس از پایان زمان از ژل با دستگاه ژل داک 
نانومتر عکسبرداری  با طول موج 312  بنفش  فرا  نور  در زیر 
نظر  مورد   RNA شده  گزیده  روش  تایید  برای  شد.  انجام 
cDNA با  و  گرفت  قرار  استفاده  مورد   cDNA سنتز  برای 

 AN2 (MYB) تصادفی  آغازگر  از  استفاده  با  شده  سنتز 
 F : R(و) :5’_GCAATCAACGTCCATCTGT_3’)

واکنش   )5(  )5’CGACCTTCTTCGGAAATGTG_3’

شامل   μl20 حجم  PCRبا  واکنش  شد.  انجام   PCR

  mM،1MgCl2 / mM 5،X1 به صورت  PCR واکنش  بافر 
پلیمراز و 1   Taq آنزیم  آغازگر، 1 واحد   µM5 ،0dNTPs /4
میکرو لیتر cDNA سنتز شده و شرایط PCR با چرخه دمایی 
به صورت یک دوره 3 دقیقه در دمای 94 درجه سانتی گراد، 
تعداد40 سیکل به صورت 94 درجه سانتی گراد 30 ثانیه، 55 
درجه سانتی گراد 30 ثانیه، 72 درجه سانتی گراد 45 ثانیه و 
در نهایت یک دوره 72 درجه سانتی گراد به مدت 2 دقیقه با 
 Applied Biosystem استفاده از دستگاه ترموسایکلر شرکت

19 Loading Buffer (dye) 	2
20 Tris-acetate EDTA 	3

انجام شد. 

یافته ها
 RNA بررسی کمیت و کیفیت

روش  از  استفاده  با  شده  استخراج   RNA کیفیت  و  کمیت 
اسپکتروفتومتری و الکتروفورز روی ژل آگارز مورد بررسی قرار 

گرفت که در زیر شرح داده می شود.
1- اسپکتروفتومتری4

در روش اسپکتروفتومتری RNA، اگر نسبت مقدار جذب محلول 
RNA در طول موج 260 نانومتر به مقدار جذب در طول موج 

است  این  دهنده  نشان  باشد   2-1/8 محدوده  در  نانومتر   280
و  گرفته  صورت  نوکلئیک  های  اسید  توسط  بیشتر  جذب  که 
کیفیت RNA به دست آمده مطلوب و از خلوص لازم برخوردار 
است )3(. نتایج اسپکتروفتومتری نشان داد که RNA با روش 
از کیفیت  زارعی و همکاران برای پوست ژنوتیپ های مختلف 
میزان  بود.  برخوردار  ها  روش  سایر  به  نسبت  بهتری  و کمیت 
پوست  ژنوتیپ  در   ،CTAB-LiCl روش  از  آمده  بدست   RNA

 RNA سیاه به طور میانگین 220 نانوگرم بود که کمتر از میزان
 RNA به دست آمده از روش زارعی و همکارن بود. در استخراج
با روش IHBT، نسبت جذب 260 به 280 نانومتر بین 1 تا 1/2 
را نشان داد که این موضوع در الکتروفورز RNA نیز تایید گردید 
و روش مناسبی برای استخراج RNA از پوست انار به نظر نمی 
رسد. نتایج بدست آمده از اسپکتروفتومتری در قالب طرح کاملا 
تصادفی با استفاده از نرم افزار SAS تجزیه شدند )جدول شماره 
1 و 2(. بر اساس مقاسیه میانگین ها )سطح احتمال 0/05( در 
 -3 ،IHBT -2 ،زارعی و همکاران -RNA1 سه روش استخراج
روش تغییر یافته CTAB-LiClمی توان روش زارعی و همکاران 

را به عنوان روش مناسبی از نظر کمیت و کیفیت RNA برای 
نمونه های پوست انار انتخاب نمود )شکل شماره 1(. 

21 Spectrophotometry 	4
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شکل -1 مقایسه میانگین میزان RNA حاصله به نانوگرم از یک گرم 

بافت گیاهی )نمودار الف( و کیفیت آن بر اساس نسبت جذب در طول موج 
260 به 280 نانومتر )نمودار ب( از پوست میوه های بالغ انار با سه روش 

استخراجی RNA به ترتیب 1- زارعی و همکاران )16(، HIBT -2 )9( و 
.)8( CTAB-LiCl 3 - روش تغییر یافته

 میانگین هایی که دارای حروف مشابه هستند در سطح احتمال 
0/05 با آزمون چند دامن های دانکن دارای اختلاف معنی داری 

نمی باشد. 

منبع 
تغییرات

درجه 
آزادی

مجموع 
مربعات

میانگین 
مربعات

نسبت 
F

Pr > F ضریب
تغییرات

رنگ 
10/0555560/05555611/570/00684/49پوست

روش 
0/0001<2/5885061/177011122/55استخراج

رنگ 

پوست* 

روش 

استخراج

20/0215060/0430114/480/0409

خطای 

آزمایش
100/0480220/004802

171/323911خطای کل

جدول 1_ نتایج تجزیه واریانس رنگ پوست و روش استخراج RNAبر 

کیفیت RNA استخراج شده از پوست انار
2- الکتروفورز بر روی ژل آگارز5

با مقایسه ضخامت باند های به دست آمده از روش های مورد 
شد.  زده  تخمین  ها  باند  غلظت   RNA استخراج  در  استفاده 
به  که  استخراج  مراحل  طی  در   RNA های  قطعه  شکستگی 
صورت دنباله در روی ژل دیده می شود به عنوان معیاری برای 
کیفیت پایین تر برای نمونه های RNA تلقی می گردد. مشاهده 
 RNA از  مساوی  های  حجم  بارگذاری  از  آمده  دست  به  ژل 
استخراجی بافت پوست نتایج اسپکتروفتومتری را تایید نمود و 

22 Gel electrophoresis of RNA 	5
23 Polymerase Chain Reaction(PCR)

جدول 2_ نتایج تجزیه واریانس رنگ پوست و روش استخراج RNAبر 

کمیت RNA استخراج شده از پوست انار

RNA استخراجی از روش زارعی و همکاران بیشترین ضخامت 

نوار را نشان داد )شکل 2 سمت چپ(. 
)PCR) 6واکنش زنجیر های پلیمراز

داده  نشان  پلیمراز  های  زنجیر  واکنش  از  آمده  بدست  نتایج 
RNA استخراج شده با روش زارعی و همکاران برای پوست میوه 

نمونه های انار از کیفیت لازم برای سنتز cDNA نیز برخوردار 
هستند. شکل 2 سمت راست واکنش زنجیر های پلیمراز بدست 
آمده بر روی cDNAسنتز شده از RNA روش زارعی و همکاران 

از نمونه های پوست انار را نشان می دهد.
بحث

همانطور که مشاهده شد نتایج حاصل از این پژوهش در مقایسه 
سه روش استخراج RNA نشان داد که RNA استخراج شده از 
روش زارعی و همکاران کیفیت وکمیت بهتری نسبت به سایر 
و  زارعی  روش  مزایای  از  یکی  دارد.  آزمایش  مورد  های  روش 
همکاران استفاده از دو بافر استخراج می باشد که ترکیب این دو 
بافر کارایی این روش را افزایش می دهد که تفاوت آن با روش 
تغییر یافته CTAB-LiCl به ویژه در استفاده ار بافر استخراجی 
دوم می باشد. بافر استخراجی دوم در روش زارعی و همکاران 
حاوی ماده شیمیایی SDS بود که باعث جداسازی پروتئین از 
اسید های نوکلئیک می گردد )13(. هم چنین سانتریفیوژ در 
روش زارعی و همکاران در زمان و دور طولانی تری در مقایسه 
یک  از  ها  تن   HIBT روش  در  گرفت.  انجام  دیگر  روش  دو  با 
زمان  در  و  استفاده شد  فنول  پر خطر  ماده  و  استخراجی  بافر 
نشان  الکتروفورز  نتایج  ولی  گشت،  کوتاهتری  RNAاستخراج 
دهنده کیفیت و کمیت نامناسب RNA در پوست میوه انار بود. 
شیمیایی  ماده  سه  از  همکارن  و  زارعی  استخراجی  روش  در 
بتامرکاپتواتانول  و  سدیم  کلرید  بالای  غلظت  PVPو   ،CTAB

استفاده شده است که از عوامل موثر در افزایش کمیت و کیفیت 
RNA استخراج شده محسوب می شوند )16(. ماده شیمیایی 

	6

منبع 
تغییرات

درجه 
آزادی

مجموع 
مربعات

میانگین 
مربعات

F نسبتPr > F ضریب
تغییرات

رنگ 
0/00011/838575<165220/6865220/682975/59پوست
روش 

0/0001<2637000/6318500/314531/1استخراج

رنگ 

پوست* 

روش 

استخراج

240391/8520195/93921/41>0/0001

خطای 

10219/185621/9186آزمایش

خطای کل
17742836/1
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CTAB به عنوان یک ماده شوینده با مولکول RNA کمپلکس 

پروتئین  از موادی همچون کربوهیدرات،  را  تشکیل داده و آن 
های  پیوند  ایجاد  راه  از   PVP ماده   .)7( کند  می  جدا  غیره  و 
هیدروژنی با مواد پلی فنلی کمپلکسی را به وجود آورده و امکان 
جداسازی آن ها را از RNA فراهم می نماید )4(. پلی ساکارید 
های باقی مانده از جمله مواد دیگری هستند که باعث کاهش 
کیفیت RNAمی شوند، از نمک NaCl با غلظت 1 تا 2 مولار 
استفاده می  برداشتن مواد  برای  بالا  و رسوب در شرایط نمک 
شود )7(. در روش زارعی و همکاران هم چنین از غلظت بالای 
از  و  کرده  عمل  اکسیدان  آنتی  عنوان  به  که  بتامرکاپتواتانول 
اکسید شدن مواد پلی فنلی جلوگیری می کند، استفاده شده 
است )15( و 6 که در افزایش کارایی این روش موثر است. هم 
چنین ماده شیمیایی SDS مانع فعالیت ریبونوکلئاز ها شده و 
باعث جداسازی پروتئین از اسید های نوکلئیک می گردد )13(. 
پروتئیناز K نیز باعث از بین رفتن آلودگی های پروتئینی گشته 
و باعث محافظت نوکلئیک اسید از نوکلئاز ها می گردد )16(. در 
روش زارعی و همکاران استفاده از بافر دوم منجر به حل شدن 
مناسب تر رسوب RNA می گردد و در مرحله پایانی به جای 
استفاده  استات سدیم  و  ایزوپروپانول  از ماده  اتانول  از  استفاده 
عدم  گردد.  می   RNA غلظت  و  رسوب  افزایش  باعث  که  شد 
وجود ماده فنول در بافر استخراجی مانع آسیب این ماده به دم 
پلی A در RNA گشته و مضرات استفاده از این ماده پرخطر را 
از بین می برد. وجود باند S18 و S28 به صورت قابل تفکیک و 
عدم مشاهده حالت اسمیر نشان دهنده کیفیت مناسب RNAبر 

روی ژل آگارز است )16(.
استخراج   RNA باعث شده  که  عواملی هستند  یاد شده  موارد 
شده از روش زارعی و همکاران از پوست میوه های انار از کیفیت 
و کمیت مناسبی برخوردار باشد و پیشنهاد می شود این روش 
نیز  بالا  فنلی  ترکیبات  با   ... و  سیب  انگور،  نظیر  گیاهانی  در 

استفاده شود

 

شکل 2- الکتروفورز ژل آگارز مربوط به نمونه های پوست بالغ انار به دست 

آمده از سه روش استخراج. 

 3( استخراجی   RNA محلول  از  مساوی  میزان  چاهک  هر  در 
میکرولیتر( که از 100 میلی گرم ماده گیاهی استخراج و با 1/5 
میکرولیتر رنگ بارگذاری مخلوط و بارگذاری شده است. شماره 
 )9( (IHBT)– 2 ،)16( خط ها به ترتیب 1- زارعی و همکاران
و 3- روش تغییر یافته L (8) CTAB-LiCl که به عنوان مارکر 
اندازه در ژل بارگذاری شده است )سمت چپ(. واکنش زنجیر 
های پلیمراز بر روی RNA به دست آمده از نمونه پوست انار بالغ 
که با روش زارعی و همکاران استخراج گردیده است. میزان یک 
)سمت  گردید  استفاده   PCR واکنش  برای   cDNA میکرولیتر 

راست(. 
نتیجه گیری

 از آنجا که دستیابی به RNA به ویژه mRNA در بافت پوست 
انار مشکل می باشد و از طرفی میزان کلی RNA در این بافت 
پلی  بالای  میزان  دلیل  به  پوست  از  استخراج  با  است.  اندک 
ساکارید ها و مواد مزاحم دیگر ناگزیر مقداری از RNA از دست 
می رود و با توجه به استفاده از روش های متعدد و نتایج حاصل 
از آن ها روش زارعی و همکاران روش مناسبی برای استخراج 
تشخیص داده شد و لذا نیازی به استفاده از کیت های استخراج 

و مواد شیمیایی خطرناک احساس نمی شود. 
سپاسگزاری

بدین وسیله از تمامی اساتید و همکاران که در انجام این پژوهش 
همکاری و مساعدت داشتند تشکر و قدردانی می گردد.
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