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.نیستدسترسدرRNAاستخراجعمومیروشهیچگیاهاندرشیمیاییوبیولوژیکیتنوعوجودبا
یافتنرونایاز.پذیردمیصورتباغیوزراعیگیاهاندرکمیتوکیفیتارتقاهدفبامولکولیبررسیهای

استخراج.ودشمیتوامهایپیشرفتوگستردهمطالعاتسبببالاکیفیقدرتباحالعیندرونوینروشی
RNAمراههزیادیمشکلاتباپلیمراز،زنجیرهایهایواکنشجهتمناسبکمیتوکیفیتباهاآناز

وجودمانندمشکلاتیباهاروشاین.باشدبرزمانتواندمیاستخراجموردهدفانداموگیاهبهبستهکهاست
مکغلظتها،تاننمانندفنلیترکیباتمختلفانواعRNaseآنزیم،اززیادیسطوحساکارید،پلیزیادمقادیر
-میمواجهیرهغواستمشکلآنتجزیهکه،(چوب)لیگنینمانندهاییبافت،(آبزیادمقدار)نوکلئیکاسید

هایجوانهازالهیکسهایشاخه.باشدمیدنیاکلدرباغبانیمحصولاتترینمهمازیکیوینیفراگونه.باشند
ارزشگوران.شودمیحاصلبرگوخوشهپیچک،سالهیکشاخههایگرهرویبر.کنندمیرشدفرعیواصلی

متفاوتتکشهوایوآبومنطقهورقمبهبستهانگورغذاییترکیباتوداردبالاییایتغذیهواقتصادی
Yilmaz)است and Toledo, نیمهگیاهانواستگرممعتدلهمناطقمحصولاتجزءانگور.(2004

شاملماتصداین.شوندمیناپذیرجبرانخساراتدچارهمصفربالایدمایباگاهاًمعتدلهحتیوگرمسیری
Sangwan)باشدمیدرگیاهآزادهایرادیکالافزایشوساختارسلولیمتابولیسمی،فرآیندهایدراختلال et

al., 2002).

تجزیهیرزیستی،غوزیستیهایاسترسبهپاسخدرژنبیانتغییراتآشکارسازیمانندمولکولیمطالعاتبرای
-توالیویشناسایمختلف،هایاندامدربیانالگویبررسینمو،ورشدمختلفمراحلطیژنبیانتحلیلو

وکمیتباRNAبهدسترسی.باشدmRNAسطحدرمتابولیکیمسیرهایدردخیلمهمهایژنیابی
کمنسبتاهایآلودگیورودامکان.داردضرورتفنلیپلیترکیباتفراوانمقادیردارایکهگیاهمطلوبازکیفیت

RNAکاربردبعدیمراحلدروشودمیRNAباهاآنهمزمانرسوبباعثآبیفازبهساکاریدیپلی

Wang)کندمیایجادتداخل and Stegemann,2009).همچنینRNAوساکاریدی-پلیترکیباتبا
هایپلیتحالتیارنگ.شوندمیحلغیرقابلحاصلRNAهایپلیتودهدمیتشکیلکمپلکسفنلیپلی

RNAدارندژلاتینیالتحساکاریدیپلیآلودگیدلیلبهبرخیمثلاً.باشدمختلفهایآلودگیبیانگرتواندمی
,Sabir)هستندفنلیپلیهایآلودگیدهندهنشانقرمزبهمایلهایپلیتیاو میزانافزایشبرای.(2012

-گونهدرکلژنومیRNAاستخراجبرایمتفاوتیهایروشاستخراج،درRNAتجزیه،کاهشوبازدهی

(Plus)استخراجیروشدومقالهایندراست،گردیدهپیشنهادگیاهانمختلفهای RNXTM،CTAB

.گرفتقراربررسیموردانگورگیاهدر

مقدمه

هاروشومواد

منابع

بحثونتایج

دیگرکارهاینتایجورودمیشماربهمهمبسیارمرحلهیکRNAاستخراجمولکولی،مطالعاتدر
RealوPCRمانند Time-PCRکیفیتوکمیتبهوابستهRNAاستخراج.باشدمیRNA

تابولیتمکربوهیدرات،میزانبهبستهواستگیاههمانخاصپروتکلنیازمندمختلفگیاهاندر
درترکیباتاینضورحوبودهمتعددفنلیترکیباتدارایانگور.باشدمیمتفاوتفنلیترکیباتوثانویه
(Plus)استخراجیمتداولروشدومقایسهبهمقالهاین.استنمودهسختکاریرااستخراجگیاه

RNXTM،CTABرقمدودراستخراجروشبهترینشناساییهدف.پردازدمیانگوررقمدودر
درCTABوشردادنشاننتایج.باشدمیآنکیفیتوکمیتبررسیوانگوریاقوتیرقموباباریش

(Plus)روشبهنسبتبالاییکمیتوکیفیتآلودگیازعاریترکیباتازاستفادهصورت

RNXTMرکیباتتبالایشویشستقدرتبهتواندمیامراینعلت.باشدمیداراباباریشرقمدر
.باشدفنلیوساکاریدیپلی

RNA،CTAB،(Plus)استخراجانگور،:کلیدیهایواژه RNXTM،PCR

-196دمایبا)مایعنیتروزنحاویفلاسکدرفوراًوبندیبستهآلومینیومفویلدربرداشتازپسهانمونه
دمایدرمدتطولانینگهداریجهتوشدندمنتقلبیوتکنولوژیآزمایشگاهبهوگرفتهقرار(گرادسانتیدرجه

ازقبل.استگرفتهصورتانگورجوانبرگبافتازRNAاستخراج.شدنددادهقرارگرادسانتیدرجه-80
دمایدردقیقه20مدتبهمرتبهدوفالکون،وهاونتیوب،قبیلازمربوطهوسایلکلیهRNAاستخراج،شروع
قالبدرحاصلهایدادهآماریتجزیهبرای.شونداستریلکاملطوربهتاشدنداتوکلاوگرادسانتیدرجه121
5احتمالسطحدرLSDآزمونباهامیانگینمقایسهوشدندتجزیهتکرار3بانامتعادلتصادفیکاملاًطرح

.شداستفادهآماریتجزیهبرای9/4نسخهSASافزارنرماز.شدانجامدرصد

(Plus)روشباRNAاستخراج:اولروش RNXTM

(Plus)استخراجیمحلولازمیکرولیتر1000شده،پودربرگبافتگرممیلی100بهابتدادر RNXTM،
مرحلهرد.شداضافههموژنیزهبافتحاویمیکروتیوببهکلروفورممیکرولیتر200سپس.گردیداضافهسرد
دقیقه5دتمبه.سپسشود،هموژنیزهکاملاًگیاهیبافتتاشدورتکسآرامیبهدستبامیکروتیوببعد

دقیقهدردور12000سرعتبادقیقه15مدتبهنمونهسپس.شددادهقرارگرادسانتیدرجه4دماییایخروی
گریدیمیکروتیوببهآرامیبهبالاییفازسانتریفیوژ،ازپس.شدسانتریفیوژگرادسانتیدرجه4دمایدر

بهمجددوشداضافهآنبهسردایزوپروپانولشدهمنتقلمحتویاتحجمهممیزانبهسپسوشدهمنتقل
سرعتبادقیقه15مدتبهنمونهسپس.شددادهقرارگرادسانتیدرجه4دماییایخرویدقیقه5مدت

بهوشدهریختهدورروشناورمایعسپسشد،سانتریفیوژگرادسانتیدرجه4دمایدردقیقهدردور12000
جدامیکروتیوبتهازرسوبتاگردیدورتکسآرامیبهوشداضافهآنبهدرصد75اتانوللیترمیلی1میزان
پس.شدسانتریفیوژگرادسانتیدرجه4دمایدردقیقهدردور12000سرعتبادقیقه5مدتبهسپسوشود

.شدحلDEPCآببامیکرولیتر50باپلیتوشدریختهدورروشناورمایعسانتریفیوژ،از

CTABروشباRNAاستخراج:دومروش

همزمانسپسوگردیداضافهCTABبافرازمیکرولیتر800شده،پودربرگبافتگرممیلی100بهابتدادر
نمونه.یمکنمیاینورتآرامیبهوشدهاضافهمرکاپتواتانول-بتادرصدیکوحجمی/وزنیPVPدرصدیک

.کنیممیاینورتآرامیبهبارچنددیدنحرارتحیندردادهقراردرجه60دمایتحتدقیقه30مدتبهرا
اضافه1:24الکلایزوآمیل/کلروفرممیکرولیتر200ومولار2سدیماستاتمیکرولیتر100فوقمحلولبهسپس
درجه4دمایدردقیقهدردور12000سرعتبادقیقه15مدتبهنمونهنهایتاً.کنیممیاینورتمجددوکرده

بهرامیآبهبالاییفازسپس.دادانجامباردورامرحلهاینتوانمی.نماییممیسانتریفیوژگرادسانتی
اضافهآنبهردسایزوپروپانولشدهمنتقلمحتویاتحجمهممیزانبهسپسشدهمنتقلدیگریمیکروتیوب

دردور12000سرعتبادقیقه15مدتبهنمونهسپس.شدنددادهقرار-80دمایدرساعت1مدتبهوشد
لیترمیلی1میزانبهوشدهریختهدورروشناورمایعسپسشد،سانتریفیوژگرادسانتیدرجه4دمایدردقیقه
بهپسسوشودجدامیکروتیوبتهازرسوبتاگردیدورتکسآرامیبهوشداضافهآنبهدرصد75اتانول
یوژ،سانتریفازپس.شدسانتریفیوژگرادسانتیدرجه4دمایدردقیقهدردور12000سرعتبادقیقه5مدت
Ghangal)شدحلDEPCآببامیکرولیتر50باپلیتوشدریختهدورروشناورمایع et al., 2009).

انگورژنومی در ارقام تجاری RNAبررسی دو روش موثر در استخراج
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هایتیماربینکهدادنشان-80دمایدرشدهنگهداریهاینمونهبهمربوطهایدادهواریانستجزیهنتایج
وبوددارمعنیاختلافنانومتر260/230و260/280جذبهاینسبتRNAمقدار،هایفاکتورنظرازمختلف
وPVP،CTABحاویبافرCTABروشدر.(1شکل)بودCTABروشبررسیایندرروشبرترین

.دارندخاصیعملکردکدامهرکهاستمرکاپتواتانول-بتا PVPهیدروژنیپیوندتشکیلطریقازآندرموجود
-بتاوشودمینوکلئیکایاسیدهازفنلیپلیترکیباتجداسازیباعثکمپلکس،تشکیلوفنلیپلیترکیباتبا

استخراجهترینبلذا.کندمیممانعتهاکوئینونآزادسازیوهافنلازاکسیداسیوننیزآندرموجودمرکاپتواتانول
.(2شکل)استشدهدیدهCTABروشدر
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RNAبررسی کیفی دو روش استخراجی -2شکل 

RNXTM (Plus)و شکل چپ CTABشکل راست 

در دو RNAبررسی نمودار کمی و کیفی دو روش استخراجی -1شکل 
(یاقوتی و ریش بابا)رقم انگور 


