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Extended abstract 

Introduction 
Transcriptomics studies speed up the basic and applied research on the identification of genes involved 

in the biosynthesis of medicinally significant primary and secondary metabolites as well as plant 

responses to biotic and abiotic stresses. The adequate quality and quantity of RNA are essential for 

successful transcriptomics investigations such as RNA sequencing (RNA-seq) and microarrays. It is 

extremely difficult to isolate RNA from medicinal plants with high levels of polyphenols and 

polysaccharides, such as Borago officinalis. Moreover, isolating nucleic acids from tissues exposed to 

stressful conditions of heavy metal toxicity such as cadmium is challenging due to the increased 

accumulation of reactive oxygen species (ROS) and secondary metabolites. Any RNA-seq experiment 

requires high-quality RNA because the isolated RNA should meet stringent quality control requirements 

in order to be sequenced on the various platforms. In the present study, we evaluated different RNA 

extraction methods to obtain an efficient protocol for isolating high-quality total RNA from borage tissue 

exposed to cadmium stress. 

 

Materials and methods 

The borage seedlings were grown in hydroponic containers containing half-strength Hoagland's nutrient 

solution in a growth chamber. Borage seedlings were exposed to 162 μM Cd using cadmium nitrate (Cd 

(NO3)2.4H2O) at 5-6 leaves stage and sampled at 48 h after treatment. The roots and leaves were 

subjected to five RNA isolation methods, including phenol/chloroform-based method, CTAB-based 

method, SDS-based method, RNX-plus protocol, and modified RNX-plus method to obtain an efficient 

protocol for isolating high-quality total RNA. The concentration and purity of the RNAs extracted using 

the abovementioned protocols were determined using gel electrophoresis and NanoDrop 

spectrophotometer. The quality and integrity of selected total RNA were approved with cDNA synthesis, 

RT-PCR, Bioanalyzer System, and transcriptome sequencing. After evaluating the extraction methods, 

a quick, simple and efficient instruction based on the modified RNX-Plus extraction method was 

afforded. 
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Results and discussion 

The results showed that the modified RNX-plus method was a fast and efficient protocol for the isolation 

of RNA from the borage leaf and root when compared with other methods. The method overcame the 

limitations posed by poor quality and low concentration of isolated RNA from borage samples exposed 

to cadmium stress. The A260/A280 and A260/A230 ratios of the RNA extracted using the modified 

RNX-plus method were 2.1 and 2.07, respectively, revealing its high purity. The key factors in the 

optimized protocol that resulted in removing the impurities were included the increasing ratio of 

extraction buffer to the amount of the powdered plant sample, using the optimized volume of 

chloroform, raising the RNA precipitation time at -20°C, washing RNA with lithium chloride and washing 

again with ethanol. Also, the yields of 333±15 and 463±43 ng μl-1 of RNA with RNA integrity (RIN) 

numbers of 8.6 and 9.05 were obtained from roots under cadmium stress and control conditions using 

the described optimized method, respectively. 

 

Conclusion 

In general, the results of this study showed that the modified RNX-Plus method is convenient, fast, and 

effective for the isolation of total RNA from borage root and leaf tissues that contain different levels of 

polysaccharides, polyphenols, and secondary metabolites, and no solution is needed to be prepared 

before, except for ethanol and Lithium chloride. Since the RNA extracted from this procedure was 

successfully used for cDNA library construction, RT-PCR, and RNA sequencing, it can be considered as 

a simple and efficient method for the isolation of RNA from medicinal plants. 
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 مقاله پژوهشی
https://doi.org/10.22077/ESCS.2023.6005.2186 

گاوزبان  اهیکل از گ RNAاستخراج  یسازنهیبه منظوربه RNAاستخراج  یهاروش سهیمقا

 ومیتحت تنش کادم ییاروپا

 3مصدق زادهخیش سای، پر*2، ناصر زارع1یشهربانو ابوطالب

 لیاردب ،یلیدانشگاه محقق اردب ،یعیو منابع طب یدانشکده کشاورز ،یاهیگ کیو ژنت دیگروه تول ،یکشاورز یوتکنولوژیرشته ب یدکتر یدانشجو. 1

 لیاردب ،یلیدانشگاه محقق اردب ،یعیو منابع طب یدانشکده کشاورز ،یاهیگ کیو ژنت دیاستاد، گروه تول .2

 لیاردب ،یلیدانشگاه محقق اردب ،یعیو منابع طب یدانشکده کشاورز ،یاهیگ کیو ژنت دیگروه تول ار،یدانش .3

 مشخصات مقاله  چکیده

 هاهیزآرایو ر RNA یابییژن مانند توال انیب لیمطالعات پروفا زیآمتیانجام موفق یبرا RNAمناسب  تیو کم تیفیک

از  ییبالا ریمقاد یکه حاو Borago officinalisمانند  ییدارو اهانیاز گ RNA یاست. جداساز یمسئله ضرور

که  یاهیگ یهااز بافت کینوکلئ یدهایاستخراج اس نیمچن. هاست یهستند، چالش بزرگ دهایساکاریو پل هافنلیپل

 یهاتجمع گونه شیافزا لیقرار دارند به دل ومیکادم ازجمله نیفلزات سنگ تیاز سم یناش یزاتنش طیدر معرض شرا

 یمبتن یهاشامل روش RNAدشوار است. در مطالعه حاضر پنج روش استخراج  هیثانویهاتیو متابول ژنیفعال اکس

از  RNAاستخراج  یبرا افتهیرییتغ RNX-Plusو  RNX-Plus، محلول استخراج CTAB ،SDSکلروفرم، -فنلبر 

 کیاستخراج،  یهاروش یشد. پس از بررس سهیمقا ومیدر معرض تنش کادم ییو برگ گاوزبان اروپا شهیر

 یهاتیارائه شد که بر محدود افتهیرییتغ RNX-Plusبر روش استخراج  یساده و کارآمد مبتن ع،یدستورالعمل سر

و  A260/A280 یهانسبت ری. مقادکندیغلبه م اهیگ نیاز ا جداشده RNAو عملکرد کم  نییپا تیفیاز ک یناش

A260/A230 یبرا RNA  حاصل از روشRNX-Plus یخلوص بالا جینتا نیبود که ا 07/2و  1/2 بیبه ترت افتهیرییتغ 

 شیاز: افزا اندعبارتشدند  افتهیرییروش تغ نیدر ا هایکه منجر به حذف ناخالص ی. عوامل مؤثردهدیآن را نشان م

 -20 یدما در ینینشزمان ته شیکلروفرم، افزا نهیپودر شده، استفاده از حجم به یاهینسبت بافر استخراج به نمونه گ

 463 ±43 و 333 ±15غلظت  نیو شستشو مجدد با اتانول. همچن دیکلرا مویتیبا ل RNAشستشو  ،گرادسانتیدرجه 

 ومیتحت تنش کادم یهاشهیاز ر بیبه ترت 05/9و  6/8برابر با   RNA یکپارچگیبا عدد  RNA تریکرولمی در نانوگرم

-cDNA ،RTساخت کتابخانه  یرا برا تیفیکنترل ک یحاصل استانداردها RNA کهازآنجاییآمد.  به دستو شاهد 

PCR یابییو توال RNA استخراج  یساده و کارآمد برا یروش عنوانبهآن را  توانیگذرانده است، مRNA نیاز ا 

 در نظر گرفت. ییدارو اهیگ

 های کلیدی:واژه 

Borago officinalis 
 RNA یابییتوال

 نیفلز سنگ

 cDNAکتابخانه 

 RNA یکپارچگی
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 مقدمه

یکی از  (.Borago officinalis Lگیاه گاوزبان اروپایی )

 متعلق به خانوادهارزشمندترین گیاهان دارویی 

Boraginaceae  است. گاوزبان اروپایی به دلیل دارا بودن

ی اسید لینولئیک و اسید گامالینولنیک، بالا یاربس یرمقاد

اهمیت درمانی و تجاری دارد. علاوه بر این، حاوی مقادیر 

د اکسیدانی ماننزیادی ترکیبات فنلی با پتانسیل آنتی

-Asadiک است )رزمارینیک اسید و اسیدهای فنولی

Samani et al., 2014.) 

زای محیطی مختلف بر مسیرهای مطالعه اثر عوامل تنش

هد. دمتابولیکی گیاهان دارویی بینش ارزشمندی را ارائه می

در معرض  توجهیقابلهای ثانویه گیاه به میزان متابولیت

های یابد. بدین ترتیب که مکانیسمفلزات سنگین افزایش می
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دفاعی تحت تنش فلزات سنگین باعث تحریک مسیر بیوسنتز 

 ,Sinha and Saxenaشود )های ثانویه میو تجمع متابولیت

ترین و سمی (Cd(. در میان فلزات سنگین، کادمیوم )2006

تی های صنعه است که عمدتاً از طریق فعالیتترین آلایندرایج

گیرند. تنش کادمیوم باعث تولید در تماس با گیاهان قرار می

های گیاهی ( در سلولROSهای فعال اکسیژن )و تجمع گونه

تواند باعث آسیب شدید به می آن شود که تجمعمی

شود.  DNA/RNAهای زیستی مختلف مانند ماکرومولکول

تواند منجر ریشه در معرض کادمیوم می ازحدیشبقرار گرفتن 

ای شدن و کاهش رشد ریشه شود که ، قهوهتجمع لیگنینبه 

تواند اثرات نامطلوبی بر کیفیت و عملکرد گیاهان ایجاد می

 Kováčik et al., 2011; Zhu et al., 2018; Lengکند )

et al., 2020 .) 

اطلاعات اندکی در مورد تنظیم بیان ژن در گیاه گاوزبان 

اروپایی وجود دارد و علاوه بر این پژوهشی درباره تغییرات 

پروفایل بیان ژن این گیاه در پاسخ به تنش کادمیوم تاکنون 

های بافت و هااندام از RNA گزارش نشده است. استخراج

 از بسیاری برای مهم مقدماتی مرحله یک گیاهی مختلف

 حاضر، حال در. گیاهی است بیان ژن مطالعات

 برای کارآمد ابزار یک عنوانبهRNA  (RNA-seq )یابیتوالی

 ادهاستف مدل غیر هایگونه ویژهبه گیاهان، رونویسی بررسی

 در RNAیابی توالی (.Healey et al., 2014) شودمی

 اربردیک و بنیادی تحقیقات گیاهی امکان انجام شناسیزیست

 و اولیه هایمتابولیت بیوسنتز در دخیل هایآنزیم مورد در

 هایشبکه تشکیل برای هاژن تعامل دارویی، نحوه مهم ثانویه

ستی غیرزی و زیستی محیطی هایتنش به گیاهان پاسخ و ژنی

 یابیتوالی (.Johnson et al., 2012است ) کرده فراهم را

 برای حساس بسیار روش یک عنوانبه( NGS1) بعدی نسل

 ایهنمونه حالینباااست،  شده ایجاد بیان ژن وتحلیلتجزیه

RNA ادایج اختلال یابیتوالی روند در پایین کیفیت با 

 با RNA یابی به(. دستNadiya et al., 2015کنند )می

 گیزبرانچالش یابی زمانیو مناسب برای توالی بالا کیفیت

، RNase بالای سطوح حاوی گیاهی هاینمونه که شودمی

ها کفنولی مختلف انواع ،دانهرنگ ساکارید،پلی زیادی مقادیر

 Yocktengباشند ) نوکلئیک اسیدهای پایین هایغلظت و

et al., 2013). 

                                                                                                                                                           
1 Next-Generation Sequencing 

یا  های اکسیداتیو گیاه وآنزیم تأثیرها تحت پلی فنولیک

وند شدر طول مراحل استخراج اسیدهای نوکلئیک اکسیده می

یک ها و اسیدهای نوکلئتوانند پروتئینها میو با تولید کینون

ا وزن هایی بناپذیر متصل کنند و کمپلکسبرگشت طوربهرا 

مایل ساکاریدها تمولکولی بالا تشکیل دهند، علاوه بر این پلی

دارند با اسیدهای نوکلئیک در بافرهای با قدرت یونی پایین 

 Muoki et al., 2012; Vidović and) رسوب کنند

Ćuković, 2020استخراج های(. امروزه روش RNA 

. وجود دارند پیشرفته تا کلاسیک هایروش از متعددی

بروماید  آمونیوم متیل تری ستیل بر مبتنی استخراج

(CTAB،) /فنل/کلروفرم، فنلSDS گوانیدین و اسید 

 RNA استخراج مرسوم هایاز روش تیوسیانات/فنل/کلروفرم

 هایپروتکل برخی(. Yoshino et al., 2020) هستند

 هستند، گوانیدین هاینمک پایه بر رایج RNA جداسازی

-TRIZol (Invitrogen, Carlsbad-CA معرف مانند

USA) ازجمله تجاری هایکیت و RNeasy (QIAGEN, 

Hilden-Germany.) برای موفقیت با هاروش این اگرچه 

 مورداستفاده گیاهان انواع هایبافت از RNA جداسازی

 رب مبتنی هایپروتکل خاص هایگونه برای ،اندقرارگرفته

در  .نیستند بالا کیفیت با RNA جداسازی به قادر گوانیدین

 زیساپاک شانس گوانیدین بر مبتنی هایمقابل، پروتکل

 Chomczynski etدهند )می افزایش را هاآلاینده زمانهم

al., 2010; Carpinetti et al., 2021با  (. استخراجCTAB 

 یباتترک اثرات کاهش برای پیرولیدون وینیل پلی پایه بر و

 افتب زیادی است اما به مقدار مفید ساکاریدهاپلی و فنلیپلی

 یلایزوپروپ یا اتانول اولیه و مراحل رسوب ماده عنوانبه گیاهی

 رایبنابراین ب؛ است نیازمند مدتطولانی الکل و سانتریفیوژ

 هایواکنش انجام منظوربه خوب کیفیت با RNA جداسازی

 کارآمد RNA-seq و PCR Real-Time مانند حساس،

 ,.Moazzam Jazi et al., 2015; Yoshino et al) نیستند

2020.) 

 روش بهینه شناسایی و معرفیهدف  با حاضر مطالعه

 اجرای برای گاوزبان اروپایی گیاه از RNA جداسازی

شد، به همین  انجام عملکردی ژنومیک در بعدی هایبرنامه

های مبتنی شامل روش RNA یجداساز روش منظور چندین

-RNXتجاری  کلروفرم و محلول-، فنلCTAB ،SDS بر

Plus قرار گرفت. فنل مورد ارزیابی- مبتنی بر گوانیدین 
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 هامواد و روش

 (رانیاز شرکت پاکان بذر )اصفهان، ا ییبذر گاوزبان اروپا

 بارمصرفیک یهایبذور در پتر یزنشد و جوانه یداریخر

 یهااهچهیمرطوب صورت گرفت. گ یکاغذ صاف یحاو لیاستر

محلول  یحاو کیدروپونیه یهابه ظرف ،یمتریسانت 6-5

( Hoagland and Arnon, 1950هوگلند ) مهین ییغذا

 16 ییدر اتاقک کشت با دوره روشنامداوم،  یهمراه با هواده

 ورمنظبه. افتیانتقال  گرادسانتی درجه 25±2 یساعت و دما

دائماً  آن pH ومحلول  حجمرشد،  طیشراداشتن نگهثابت 

با  ومیکادم ماریحفظ شد. ت 8/5در حدود  pHو  ینیبازب

-گمایس رکت)ش O2.4H2)3Cd(NOگرم  2/0افزودن 

 هوگلندمهیمحلول ن یحاو یتری( به ظروف چهار لچیآلدر

در محلول  2Cd+ کرومولاریم 162 ییانجام شد و غلظت نها

 یهاو برگ هاشهیاعمال شد. ر یبرگ 5-6 یهااهچهیبه گ

شدند  یبردارساعت پس از تنش نمونه 48 هااهچهیگ

(Sheikhzadeh et al., 2022; Aboutalebi et al., 

منجمد و در  عیما تروژنیها بلافاصله در ننمونه م(. تما2023

 شدند. ینگهدار گرادسانتیدرجه  -70 یدما

 

 RNA استخراج
 موردنیاز لیوسا ی، تمامRNase میاز اثر آنز یریشگیهدف پ با

اتوکلاو شدند.  قهیدق 45به مدت  RNAاستخراج  یبرا

 یهامحلول هیکردن ظروف و ته لیاستر یبرا نیهمچن

استفاده شد. در ابتدا  DEPCبا شده  ماریآب ت موردنیاز

 صورتبهکل هر بافت  RNA نه،یروش به افتنی منظوربه

دستورالعمل  5شاهد و تنش با استفاده از  یهامخلوط نمونه

 استخراج شد: ریمختلف ز

کلروفرم بر -بر فنل یبه روش مبتن RNA. استخراج 1

( انجام Deepa et al., 2014و همکاران ) پایاساس روش د

 به همراه یاهیاز نمونه گ گرمیلیم 100منظور،  نیا یشد. برا

در هاون پودر شد.  عیما تروژنیبا استفاده از ن PVPدرصد  2

 SDS ،100درصد  2استخراج )شامل  بافر تریلیلیم 2سپس 

 - EDTAمولار  یلیم Tris-HCl - pH 8 ،25مولار  یلیم

pH 8  درجه  65 یمرکاپتواتانول( با دما-درصد بتا 1و

د. ش دهیبه نمونه درون هاون اضافه و نمونه کوب گرادسانتی

 2 وبیبه دو ت یمساو طوربهدرون هاون  اتیوسپس محت

جم ( منتقل شدند. حلیترمیلی کی وبی)به هر ت یتریلیلیم

ها اضافه شد و پس از به نمونه یدیکلروفرم اس-فنل یساوم

اتاق قرار گرفت.  یدر دما قهیدق 10ورتکس، به مدت  هیثان 10

درجه  4 یدر دما قهیدق 10به مدت  g 15000ها در نمونه

ازه منتقل ت وبیبه ت ییرو عی. مادیگرد وژیفیسانتر گرادسانتی

 -حجم آن فنل 7/0مولار و  5 میحجم آن استات سد 3/0و 

 خی یماندن رو قهیدق 10اضافه شد. پس از  یدیکلروفرم اس

 وبیدر ت ییرو عیشد. ما وژیفیسانتر یقبل طیبا همان شرا

 یمولار و حجم مساو 3 میحجم استات سد 1/0با  دیجد

 1به مدت  هاوبیت یمخلوط و پس از سرماده زوپروپانولیا

 مدت به g 15000در  گرادسانتیدرجه  -20 یساعت در دما

 70حاصل با اتانول  RNA تیشدند. پل وژیفیسانتر قهیدق 10

ه شست وژیفیسانتر نیح قهیدق 5به مدت  g 7500درصد در 

 25در  قهیدق 10تا  5شد و پس از خشک شدن به مدت 

 حل شد. DEPCشده با  ماریآب ت تریکرولیم

 بر اساس CTABبر  یبه روش مبتن RNA. استخراج 2

 نیا ی( انجام شد. براYu et al., 2012و همکاران ) ویروش 

 عیما تروژنیدر حضور ن یاهینمونه گ گرمیلیم 100منظور، 

 وبیت کیپودر شد. پودر حاصل به  PVP درصد کیو 

 3بافر استخراج ) تریکرولیم 700 یحاو لیاستر وژیفیسانتر

 Tris-HCl - pH 8 ،2/0مولار  یلیم CTAB، 100درصد 

 PVPدرصد  EDTA- pH 8 ،5مولار  یلیم NaCl ،20مولار 

 گرادسانتیدرجه  65 یمرکاپتواتانول( با دما-درصد بتا 1و 

ورتکس شد و سپس در  قهیدق 1ها به مدت منتقل شد. نمونه

انکوبه شد تا  قهیدق 10به مدت  گرادسانتیدرجه  65 یدما

به   g 15000در  وژیفیشوند. پس از سانتر زیل ملاًها کاسلول

 انجام دیجد وبیت کیبه  ییرو عیانتقال ما قه،یدق 5مدت 

 1از کلروفرم، به مدت  یشد. سپس با افزودن حجم مساو

 یدر دما قهیدق 10به مدت   g 15000ورتکس و در  قهیدق

جم انتقال، ح دیجد وبیبه ت ییرو عیشد. ما وژیفیاتاق سانتر

 نشینیتهمولار اضافه شد. پس از  4 دیکلرا میتیآن ل یمساو

 g 15000در  ،گرادسانتیدرجه  4 یساعت در دما 4به مدت 

با  آرامیبه RNA تیشد و پل وژیفیسانتر قهیدق 10به مدت 

 25شسته و در هوا خشک شد. سپس در  %75اتانول 

 حل شد. DEPCشده با  ماریآب ت تریکرولیم

و  ویروش  بر اساس SDSبر  یمبتن RNA. استخراج 3

( انجام شد. بافر استخراج شامل Yu et al., 2012همکاران )

 Tris-HCl - pH 8 ،2/0مولار  یلیم SDS ،100درصد  3

درصد  5و  EDTA- pH 8مولار  یلیم NaCl ،20مولار 

PVP مراحل مشابه روش  هیبود. کلCTAB تفاوت  نیبود با ا

درجه  65 یدر دما ونیانکوباس قهیدق 10که پس از 

 به مخلوط اضافه شد. Tris-Phenolحجم برابر  ،گرادسانتی
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 نیدیبر گوان یبا استفاده از روش مبتن RNA. استخراج 4

( ناکلونیشرکت س RNX-Plusفنل )محلول استخراج -

 1000منظور،  نیا یمطابق دستورالعمل انجام شد. برا

 گرمیلیم 100به  RNX-Plusمحلول استخراج  تریکرولیم

. دیاضافه و ورتکس گرد عیپودر شده با ازت ما یاهینمونه گ

 200با  شگاهیآزما یدر دما ینگهدار قهیدق 5پس از 

 یرو قهیدق 5کلروفرم مخلوط شد. سپس، به مدت  تریکرولیم

 4در  قهیدق 15مدت  به g  16000قرار گرفتند و در  خی

به  ییرو عیشد. پس از انتقال ما وژیفیسانتر گرادسانتیدرجه 

سرد اضافه و  زوپروپانولیحجم آن اهم ،یتریلیلیم 5/1 وبیت

درجه  -20در  قهیدق 15شد. سپس به مدت  سروته آرامیبه

، به مدت  g 16000در  وژیفیقرار داده شد و سانتر گرادسانتی

 رونیب ییرو عیانجام شد. ما گرادسانتیدرجه  4در  قهیدق 15

جهت شستشو به  %75اتانول  تریکرولیم 1000شد و  ختهیر

 قهیقد 8، به مدت g 6500در  وژیفی. سانتردیاضافه گرد تیپل

 ییبالا عیانجام شد و پس از حذف ما گرادسانتیدرجه  4در 

 DEPCشده با  ماریآب ت تریکرولیم 25 ت،یو خشک شدن پل

 قرار گرفت. یماردر بن قهیدق 10اضافه و به مدت 

-RNXاستخراج به روش محلول  RNA. استخراج 5

Plus د بهبو منظوربهدر دستورالعمل آن  یراتییتغ جادیبا ا

در  یجادشدها راتیی، تغشدهاستخراج RNA تیو کم تیفیک

 80)استفاده از  هیبخش شامل: کاهش مقدار نمونه اول نیا

مقدار محلول )افزودن بافر  شی(، افزاهینمونه اول گرمیلیم

 زیبه هر نمونه( و ن تریکرولیم 1200 زانیبه م خراجاست

مدت  نیکلروفرم بود. همچن تریکرولیم 350استفاده از 

 شیافزا قهیدق 30به  قهیدق 15از  زوپروپانولیدر ا نشینیته

 500حذف و با  ییرو عیما وژیفی. پس از انجام سانترافتی

 یقبل طیمولار مجدد در شرا 4 دیکلرا میتیل تریکرولیم

 RNA وژیفیمرحله شستشو و سانتر نیشد. همچن وژیفیانترس

 انجام شد. دومرتبهبا اتانول 

 

 RNA یکپارچگیخلوص، بازده و  برآورد
ها در نمونه یجذب نور یریگبا اندازه RNA تیو کم خلوص

نانومتر با استفاده از دستگاه  280و  260، 230 هایموجطول

 ,ND1000, Thermo Scientific, Delawareنانودراپ )

USAیکپارچگیقرار گرفت.  یابی( مورد ارز RNA قیاز طر 

 ،درصد 2/1در الکتروفورز ژل آگارز  rRNA زیمتما یباندها

                                                                                                                                                           
1 RNA Integrity Number 

ور ن ریز یو آشکارساز دیبروما ومیدیبا ات یزیآمپس از رنگ

UV یبررس ( شدRodrigues et al., 2007.) 

 

 RT-PCRمعکوس  مرازیپل یارهیواکنش زنج انجام
RNA از روش مناسب مرحله قبل با استفاده از  آمدهدستبه

قرار  یابیمعکوس مورد ارز یسیرونو مرازیپل یارهیواکنش زنج

 DNase میبا آنز یژنوم DNA یگرفت. در ابتدا حذف آلودگ

І انجام گرفت. سپس ساخت  ناکلونیاز شرکت س شدهیهته

cDNA ساخت  تیبا استفاده از کcDNA توس شرکت پارس

مطابق دستورالعمل سازنده انجام شد.  تریکرولیم 20در حجم 

-Sژن  ریالگو جهت تکث عنوانبهحاصل  یها cDNAاز 

rRNA18 جلوروبهآغازگر  یبا توال (F) 

5'ATGATAACTCGACGGATC3'  و آغازگر

 '5' CTTGGATGTGGTAGCCGT3  (R)یبرگشت

 (.Masoomi-Aladizgeh et al., 2015استفاده شد )

 

 RNA یابییتوال
RNA گاوزبان  یهاشهیاز ر شدهاستخراجبالا  تیفیبا ک

 نیشد. همچن هیدر دو تکرار ته ومیکادم ماریشاهد و ت ییاروپا

 یبه نسبت برابر برا شهیبرگ و ر RNAنمونه مخلوط  کی

 و یسازاستفاده شد. آماده ییزبان اروپاژنوم مرجع گاو هیته

شرکت  Illumina Hiseq 2000کتابخانه توسط  یابییتوال

BGI شرکت سازنده انجام شد.  یهادستورالعمل( طبق نی)چ

RNA 50با طول  جهتییک یهاخوانش صورتبه شهیر یها 

دو  صورتبه شهیبرگ و ر RNAنمونه مخلوط  یباز و برا

 RNAصورت گرفت. مخلوط  یابییتوال 100با طول  یجهت

 یلاتو نییژنوم )تع هیاول دیتول منظوربهمختلف  یهابافت

ر د یاندک اریبس یکه اطلاعات ژنوم یاهانیگ ی( برادینوپد

(. Garg and Jain, 2013) شودیدسترس است استفاده م

خالص  RNA یهاو اندازه مولکول عیتوز ،یابییاز توال شیپ

شد که  یابیارز Bioanalyser Agilent 2100با استفاده از 

)به  10تا  1را در محدوده  RNA1 (RIN) یکپارچگیعدد 

یم دیها( تولنمونه نیترو سالم نیترشدهبیتخر یبرا بیترت

 یابیی(. پس از مرحله توالNadiya et al., 2015) کند

 CLC Bio Genomicsافزار ها با استفاده از نرمداده تیفیک

WorkBench 10.0.1 (CLC Bioبرر )شد. یس، دانمارک 
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ا ها بها، نرمال بودن توزیع دادهداده وتحلیلتجزیهاز  قبل

 رنوفیاسم-کولموگروف یااستفاده از آزمون تک نمونه

 یشآزما قرار گرفت. موردبررسی( SPSS ver. 22افزار )نرم

طرح  هیبر پا RNAاستخراج  یهاروش سهیبه مقا مربوط

 سهیو مقا انسیوار هیبا سه تکرار اجرا شد. تجز یکاملًا تصادف

 هشیبرگ و ر یبه روش آزمون چند دامنه دانکن برا نیانگیم

 SPSS ver. 22افزار جداگانه و با استفاده از نرم صورتبه

 .دیرسم گرد Excelافزار . نمودارها با نرمدیانجام گرد

 

 نتایج و بحث

شد و  سهیمقا RNA یمطالعه، پنج روش جداساز نیدر ا

با  RNAو خلوص  تیهر پروتکل بر اساس کم تیموفق

 280و  230،260 هایموجطولدر  یجذب نور یریگاندازه

قرار گرفت که  موردبررسیها جذب آن یهانانومتر و نسبت

استخراج  یهاروش A260/A230 RNAغلظت و  ازنظر

ها نمونه RNA(. غلظت 1جدول ) اشتندد یداریاختلاف معن

( به دست آمد و طبق A260نانومتر ) 260جذب در  یابیبا ارز

 5/625 ±94/51 دیبا تول افتهیرییتغ RNX-Plusروش  ج،ینتا

از  بیبه ترت RNA تریکرولمی بر نانوگرم 8/1549 ±04/65 و

(. در مقابل 2جدول عملکرد را داشتند ) نیو برگ بالاتر شهیر

 3/346 ±88/11 و 3/28 ±42/5با  CTABبر  یتنروش مب

بازده را  نیو برگ کمتر شهیاز ر RNA تریکرولمی بر نانوگرم

 یبیترک لیم لیبه دل RNAکاهش بازده  نینشان داد که ا

CTAB یم یستیز یمرهایو پل کینوکلئ یدهایاس ریبا سا

 (.Wang et al., 2022باشد ) تواند

 RNAجهت استخراج  موردنیاز زمانمدت ازنظر

 نیشتریب قهیدق 282با  SDSو  CTABبر  یمبتن یهاروش

را به خود  زمانمدت نیترکوتاه RNX-Plusو روش 

 RNAاستخراج  یهاروش یاختصاص دادند. در تمام

نسبت به برگ کمتر  شهیحاصل از ر RNAغلظت  موردبررسی

فعال  یکیمتابول ازنظر معمولاً بااینکه شهیر یهابافت رایبود ز

رگ ب یهااز بافت شتریها بآن یآب سلول یهستند، اما محتوا

در هر گرم بافت  یکل کمتر RNAمقدار  جهیاست و در نت

 ی(. در بررسCarpinetti et al., 2021) شودیم جادیا

تحت  Psidium guajava اهیگ یهااز بافت RNAاستخراج 

کمتر  شهیحاصل از ر RNAغلظت  زین ومیو کادم یتنش شور

(. Carpinetti et al., 2021گزارش شده است ) یاز بافت برگ

 یهادر نسبت یداری، تفاوت معنRNAبرعکس غلظت 

A260/A280 RNA جود پنج روش استخراج و نیبرگ ب

بودند  2-98/1در محدوده  یهمگ ری( و مقاد1جدول داشت )ن

 یبرگ فاقد آلودگ RNA یهانمونه دهدیکه نشان م

 A260/A280 یهااما نسبت؛ (2جدول بودند ) ینیپروتئ

RNA بر  یدر روش مبتن 52/1 نیب شهیر یهاSDS  08/2تا 

 شهیر RNAبود و  ریمتغ افتهیرییتغ RNX-Plusدر روش 

 یآلودگ زانیم نیشتریب SDSبر  یبه روش مبتن شدهاستخراج

 برخلاف SDSبر  یمبتن را نشان داد. در روش ینیپروتئ

-کلروفرم، بتا-و فنل CTABبر  یمبتن یهاروش

که گزارش شده است  طورهمانمرکاپتواتانول استفاده نشد و 

 لیاز تشک یریجلوگ منظوربه PVPمرکاپتواتانول و -بتا

 یدهایو اس هانیبالا پروتئ یبا وزن مولکول یهاکمپلکس

 (.Xu et al., 2009) شودیاستفاده م کینوکلئ

نانومتر  230 یاسپکتروفتومتر وتحلیلتجزیه در

 باتیها و ترکفنل ها،دراتیاست که در آن کربوه موجیطول

 عنوانبه A260/A230معطر حداکثر جذب را دارند و نسبت 

توسط  RNA یسطح آلودگ یابیارز یبرا یشاخص

 Carpinetti et) شودیاستفاده م هافنلیو پل دهایساکاریپل

al., 2021نسبت  ریمقاد شدهانجام یریگ(. طبق اندازه

A260/A230 یبرا RNA ی( برا1شکل ) شهیبرگ و ر 

و  CTAB ،SDSکلروفرم، -بر فنل یمبتن یهاپروتکل

RNX-Plus  یهاروش ییعدم کارا انگریبود که ب 6/1کمتر از 

 و یدیساکاریپل یهایاز آلودگ یریدر جلوگ شدهاستفاده

، در روش حالباایناست.  ییروپاگاوزبان ا اهیگ یفنلیپل

RNX-Plus ریمقاد افتهیرییتغ A260/A230 RNA  برگ و

 راتییتغ دهدیآمد که نشان م به دست 2در حدود  شهیر

 یهایدر کاهش آلودگ یدر دستورالعمل اصل شدهاعمال

 یگردعبارتبه؛ کارآمد بوده است یفنلیو پل یدیساکاریپل

 افتهیرییتغ RNX-Plusنسبت بافر به نمونه در روش  شیافزا

به دست آوردن  ،یاهیگ یهامؤثر نمونه یشدگ زیموجب ل

و  یفنلیپل یهاندهیو کاهش غلظت آلا شتریب ییرو عیما

کل  RNAمقدار  شیکه منجر به افزا شودیم یدیساکاریپل

مکرر رسوب  یشستشو ن،ی. علاوه بر ادیگرد A260/A230و 

RNA به دست آوردن  یبرا یاتیح یهابا اتانول از روش

روش  نی( که در اWang et al., 2022بالا است ) تیفیک

 اترییتغ گری. از دافتی شیافزا دومرتبهبه  افتهیرییتغ

 میتیبا ل RNAرسوب  یانجام مرحله شستشو کاررفتهبه

با  دراتیکربوه یبود که طبق مطالعات متعدد آلودگ دیکلرا

 ابدییکاهش م سوبدر مرحله ر دیکلرا میتیاستفاده از ل

(Rubio-Piña and Zapata-Pérez, 2011; Nadiya et 
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al., 2015; Vidović and Ćuković, 2020ی(. در پژوهش 

 یدهایساکاریتوانست پل دیکلرا میتیل یبافر استخراج حاو

 Aegiceras اهیدر گ کینوکلئ یدهایبا اس تنیدهدرهم

corniculatum ( را حذف کندRubio-Piña et al., 2011 .)

در  ینینشته زمانمدت زیکلروفرم و ن زانیم شیافزا

 ریو سا هافنلیها در حذف پلنقش آن لیبه دل زوپروپانولیا

(. Laksana and Chanprame, 2015مؤثر بود ) هایناخالص

و  A260/A280 یهالازم به ذکر است که غلظت و نسبت

A260/A230 یبرا یخوب یهالزوماً شاخص RNA  مناسب

 زین بیتخر ازنظر دیبا RNAو  ستندین RT-PCR یبرا

 شود. یبررس

 

 
مختلف استخراج های روشاستفاده از با اروپایی از ریشه و برگ گاوزبان  شدهاستخراجکل  RNA . تجزیه واریانس غلظت و خلوص1جدول 
RNA 

Table 1. Analysis of variance of concentration and purity of total RNA extracted from the borage root and leaf tissues 

using different RNA isolation methods 

 منابع تغییر
S.O.V 

درجه 
 آزادی

df 

 RNA غلظت
RNA concentration 

A260/A280 A260/A230 

 rootریشه  leaf برگ  rootریشه  leaf برگ  rootریشه  leaf برگ 

 استخراج روش

Isolation Method 
4 **681056.63 **184278.02 ns0.007 ns0.131 *0.347 **0.986 

 خطا
Error 

10 7273.08 2165.887 0.005 0.055 0.085 0.084 

ns ،* 1و  %5دار در سطح احتمال معنی و %5در سطح احتمال  دارغیر معنی به ترتیب **و% 
ns, * and ** are non-significant at the probability level of 0.05 and significant at the probability level of 0.05 and 0.01, respectively 
 

 

 

 مختلفهای روشاستفاده از با اروپایی از ریشه و برگ گاوزبان  شدهاستخراجکل  RNA . مقایسه میانگین کیفیت و کمیت2جدول 

 RNA استخراج
Table 2. Comparison of the mean of quality and quantity of total RNA extracted from root and leaf borage using 

different RNA isolation methods 

A260/A280 
 RNA غلظت

RNA concentration 
)1-lµ(ng  بافت Tissue 

 زمان
Time 
(min) 

 روش
Method 

ab1.8±0.14  d80.26±9.6  ریشه Root 
125 

 کلروفرم-فنل

Phenol-chloroform a1.98±0.08  d632.07±25.11  برگ Leaf 

ab1.79±0.12  d28.3±5.42  ریشه Root 
282 CTAB 

a2.02±0.06  e346.30±11.88  برگ Leaf 

b1.52±0.21  b432.22±21.51  ریشه Root 
282 SDS 

a2.05±0.02  c939.43±12.55  برگ Leaf 

ab1.85±0.1 c268.77±18.07  ریشه Root 
73 RNX-Plus 

a1.98±0.05  b1238.2±43.13  برگ Leaf 

a2.10±0.01  a625.5±51.94  ریشه Root 
111 

 RNX-Plus ییریافتهتغ 

Modified RNX-Plus a2.08±0.01  a1549.8±65.04  برگ Leaf 

 مقایسه داری با هم ندارند.اختلاف معنی %5ایی دانکن در سطح احتمال هایی با حروف مشترک در هر ستون بر اساس آزمون چند دامنهمیانگین

 .شد آنالیز جدا صورتبه بافت هر استخراج هایروش RNA کیفیت و کمیت میانگین
The means with common letters in each column are not significantly different based on Duncan's multiple range test at 

the 5% probability level. Comparison of the average quality and quantity of RNA of extraction methods for each tissue 

was analyzed separately. 
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استخراج های روشاستفاده از با اروپایی از ریشه و برگ گاوزبان  شدهاستخراجکل  A260/A230 RNA. مقایسه میانگین 1 شکل

 مختلف

Fig. 1. Comparison of the A260/A230 of total RNA extracted from the borage root and leaf using different 

extraction methods 

 

 RNA یالکتروفورز ژل آگارز باندها وتحلیلتجزیهطبق 

 RNX-Plusو  RNX-Plus یهابه روش شدهاستخراج

 یو آلودگ ریواضح و فاقد اسم شهیاز برگ و ر افتهیرییتغ

DNA ( 2شکل بودند-a, b .)حالبااین ،RNA یها 

-و فنل  CTAB یهابه روش شهیاز برگ و ر شدهاستخراج

 لیبه دل احتمالاً بودند که  DNAر و باند یاسم یکلروفرم دارا

 RNA بیها موجب تخرروش نیا برزمانو  یروند طولان

وضوح  ازنظرکه  هرچند SDSبر  یروش مبتن نیشدند. همچن

 ±55/12برگ و غلظت کل ) یبوزومیر RNA یباندها

 یمناسب طیبرگ( شرا RNA تریکرولمی در نانوگرم 43/939

 یدیساکاریو پل یفنلیپل یهایحذف آلودگ ازلحاظ یدارد ول

(A260/A230 15/1و  19/1 بیبه ترت شهیبرگ و ر ،)

در  ی( و وجود خردشدگ52/1 شهیر A260/A280) ینیپروتئ

RNA لازم را نداشته و  طیشرا شهیرRNA یبرا یاستحصال 

ها، وشر نیا نیاز ب نیبنابرا؛ نیستمناسب  یمطالعات مولکول

 تیفیبا ک RNAدر استخراج  افتهیرییتغ RNX-Plusروش 

ه کارآمد بود ییگاوزبان اروپا شهیمطلوب از برگ و ر تیو کم

( Wang et al., 2022است. در مطالعه وانگ و همکاران )

به روش  Lilium davidii شهیاز برگ و ر RNAاستخراج 

TRIZol با روش  سهیدر مقاCTAB و باند  ریفاقد اسم

DNA  گزارش شد. در مقابل روشCTAB  در استخراج

RNA تر از روش موفق یفرنگاز برگ توتTRIZol  گزارش

 (.Yu et al., 2012شده است )

 نییو تع یجداساز تنهانهها در نمونه هاندهیآلا وجود

 تیبلکه ممکن است با فعال کند،یرا مختل م RNA تیکم

معکوس در ساخت  پتازیمانند ترانسکر ها،میاز آنز یبرخ

cDNA میو آنز DNA در  مرازیپلPCR جادیتداخل ا زین 

 ،لدر مرحله استخراج مانند اتانول، فن مورداستفادهکند. مواد 

 هجیو در نت هامیآنز نیبر ا یاثر مهار یها داراکلروفرم و نمک

 یمواد حالباایناست. گزارش شده  هاکیتکن نیاختلال در ا

رسوب  RNAبا  توانندیم زین دهایساکاریو پل هافنلیمانند پل

 ,Wilsonبگذارند ) تأثیر دستیپایین یکنند و بر کاربردها

1997; Opel et al., 2010نییتع یراستا برا نی(. در ا 

 یهانمونه تیفیک ،یکاربرد مولکول یها برانمونه تیفیک

RNA که به روش  شهیدو بافت برگ و رRNX-Plus 

مورد  زین RT-PCR قیاستخراج شدند از طر افتهیرییتغ

برگ و  شدهیابیارز(. دو نمونه c-2شکل قرار گرفتند ) یابیارز

 169با طول  S-18rRNAژن  ریباند حاصل از تکث شهیر

 یراها بمناسب آن تیفیک انگریجفت باز را نشان دادند که ب

 یکه گفته شد در برخ طورهمان. استژن  انیمطالعات ب

 TRIZol ن،یدیگوان یهابر نمک یمبتن یهامطالعات، روش

از  یغن یهااز گونه RNAاستخراج  یبرا یتجار یهاتیو ک

 Deepa et al., 2014; Liuمؤثر نبوده ) هیثانو یهاتیمتابول

et al., 2018; Carpinetti et al., 2021از  ی( و در بعض

( TRIZolفنل )-نیدیحاصل از روش گوان RNAها پژوهش

 Rodríguez-Serranoژن کارا بود ) انیب لیپروفا یدر بررس
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et al., 2009; Yang et al., 2021تفاوت  لیبدل نی( که ا

مختلف است.  یاهیگ یهادر گونه ییایمیوشیب باتیترک

فنل -نیدیمشخص شده است که روش گوان نیهمچن

و  یتوپلاسمیس RNAشامل  RNAمجموعه  نیبزرگتر

فراهم  cDNAرا جهت ساخت کتابخانه کامل  یاهسته

 یروننتیا ینواح یهابه خوانش یابیباعث دست نیکه ا کندیم

 Sultan et) شودیم یاهسته یهارونوشت یابییپس از توال

al., 2014.) 
 

 

 
( روش 4کلروفرم، -( روش فنلCTAB ،3( روش مبتنی بر SDS ،2( روش مبتنی بر 1( برگ: a) از شدهاستخراج RNA. 2شکل 

RNX-Plus ،5 روش )RNX-Plus تغییریافته( ،b :ریشه )روش مبتنی بر 1 )SDS ،2 روش مبتنی بر )CTAB ،3روش فنل )-

 18S-rRNAبا استفاده از آغازگر  RT-PCRنتایج واکنش  (c، )تغییریافته RNX-Plus( روش RNX-Plus ،5( روش 4کلروفرم، 

 ( ریشه2( برگ، 1: تغییریافته RNX-Plusروش  cDNAروی 
Fig. 2. RNA Extracted from (a) Leaf: 1) SDS-based method, 2) CTAB-based method, 3) Phenol-chloroform 

method, 4) RNX-Plus method, 5) Modified RNX-Plus method, (b) Root: 1) SDS-based method, 2) CTAB-based 

method, 3) Phenol-chloroform method, 4) RNX-Plus method, 5) Modified RNX-Plus method, (c) RT-PCR 

reaction results using 18S-rRNA primer on cDNA of modified RNX-Plus method: 1) leaf, 2) root. 

 

 

 RNAبازده  ای، غلظت 3جدول  یهاافتهیمطابق 

را  هکاررفتبهروش  ییکارا زریوآنالایاز دستگاه با آمدهدستبه

از  تریکرولیدر م RNA نانوگرم 333 ±15که  دهدینشان م

 RNA نانوگرم 463 ±43و  ومیتحت تنش کادم شهیبافت ر

 آمد. کاهش غلظت به دستشاهد  شهیاز بافت ر تریکرولیدر م

RNA د شاهبا نمونه  سهیتحت تنش در مقا شهیر نمونه یبرا

 ومیکادم رایبود، ز انتظارقابل جهینت نیمشاهده شد که ا

 مرگ جهیدر نت کینوکلئ یدهایاس بیباعث تخر تواندیم

ود ها شسلول ییایمیش یدر محتوا رییتغ نیو همچن یسلول

(Shivakrishna et al., 2018 .)حاصل از  یهاافتهی

 نیشتریبود که ب ریمتغ 05/9تا  3/6 نیب RNA یکپارچگی

به  آن مربوط نیشاهد و کمتر شهیمربوط به ر یکپارچگیعدد 

بافت  برخلافبود.  شهیبرگ و ر RNAنمونه مخلوط 

 RIN > 9 یبالا دارا تیفیبا ک RNAکه در آن  پستانداران

. ستیهمواره ممکن ن اهیگ RNA یبرا ریمقاد نیاست، ا

 ،5.8S) گرید rRNAواحد  ریز یادیتعداد ز یدارا اهانیگ

16S، 18S، 23S  28وSیتوزولیس یها( از بخش، 

 یدگیچیاز پ یهستند که درجات یتوکندریو م کیکلروپلاست

 ریز یاضاف یهاکیپ رایز کنند،یم جادیا RINرا در خواندن 

. علاوه شوندیاشتباه گرفته م rRNA بیبا تخر rRNAواحد 

 rRNA یحاو رسبزیغ یهابافت برخلافبافت سبز  ن،یبر ا

؛ شودیم یریگاندازه ترنییپا RIN ریو مقاد است یاضاف یها

 هاشهیدر ر RIN ریمقاد رودیکه انتظار م طورهمان نیبنابرا

( و 28Sو  18S) یتوزولیس rRNA شتریب یفراوان لیبه دل

( 23Sو  5.8S ،16Sکلروپلاست ) یهابوزومیر عدم وجود

مانند  ی(. مطالعات مولکولGaafar et al., 2021) ستا شتریب
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RNA-Seq یهامعمولاً از نمونه RNA  با حداقلRIN > 7 

، حالبااین. کنندیاستفاده م یتوال تیفیاز ک نانیاطم یبرا

 یحاو یهانمونه یبرا یکه قبلاً بحث شد، حت طورهمان

ممکن است  RINبالا،  یکپارچگیو  تیفیبا ک لیکلروف

 گرید یموارد پارامترها نیمحاسبه نشود و در ا یدرستبه

 ,.Sheng et alلحاظ شوند ) دیبا زیغلظت نمونه ن ازجمله

2017.) 

فشرده  طوربهکه  است FASTQبه فرمت  یابییتوال جینتا

 نیو بنابرا کندیم رهیهر باز ذخ یرا برا یفیک ازیامت کی

نادرست استفاده  یهایکردن توال لتریف یاز آن برا توانیم

متر از ک یفیک ازیامت نیانگیبا م یهایتوال طورمعمولبهکرد. 

 وندشیگذاشته م کنار پتومیترنسکر وتحلیلتجزیهاز  30

(Wilhelm et al., 2010; Endrullat et al., 2016 .)

یمحاسبه م Phred ازیها بر اساس امتخوانش یتوال تیفیک

خوانش بازها در  یبا احتمال خطا یتمیلگار ازنظرکه  شود

ر بالات یفیک ازیامت یمرتبط است. به عبارت یابییتوال

 Moazzam Jazi) استکمتر  یابییتوال یدهنده خطانشان

et al., 201550خوانش با طول  ونیلیم 44حدود  دی(. تول 

 نیشتریباز با ب 100با طول  یخوانش جفت ونیلیم 105باز و 

از دقت خوانش بازها است که  یحاک 64برابر با  Phred ازیامت

 یبرا شدهاستخراج RNA یبالا تیفیک دهندهنشان تواندیم

 (.3شکل باشد ) یابییوالکتابخانه و ت یسازآماده
 

 
 RNA یابیگاوزبان اروپایی توسط دستگاه بایوآنالایزر پیش از توالی RNA. میانگین عدد یکپارچگی و غلظت 3جدول 

Table 3. The mean of integrity number and RNA concentration of borage by the Bioanalyzer before RNA sequencing 

 RNAغلظت 
RNA concentration 

 )1-µl.(ng 

 RNAعدد یکپارچگی 

RNA Integrity Number 
 (RIN) 

 بافت

Tissue 
 نمونه

Sample 

463±43 9.05±0.05 
 ریشه

Root 

 شاهد

Control 

333±15 8.6±0.3 
 ریشه

Root 

 کادمیوم تنش
Cadmium stress 

1122.445 6.3 
 ریشه و برگ

Root and leaf 

 کادمیوم شاهد و تنش
Control and Cadmium stress 

 

 

 
 شهی( رbشاهد، ) اهیگ شهی( رa؛ )Illumina HiSeq 2000 یابییحاصل از توال ییگاوزبان اروپا یهاخوانش نمونه یفیک عی. توز3شکل 

 و برگ شهیر RNA( مخلوط c) وم،یدر معرض تنش کادم اهیگ

Fig. 3. Read quality distributions of borage root samples from Illumina HiSeq 2000 sequencing (a) Root of control 

plant, (b) Root of plant exposed to cadmium stress, (c) Mixture of root and leaf RNA 
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 زین شهیمخلوط برگ و ر RNA یابییتوال یفیک جینتا

 ما در جی، مطلوب بود. مطابق با نتا 3/6 برابر با RIN  رغمیعل

 RNAتعداد دوازده نمونه  Psidium guajava اهیمطالعه گ

شد که  یابییتوال Illuminaپلتفرم  یبر رو RIN < 7برگ با 

 ,.Carpinetti et al) مدآ به دستبالا  تیفیبا ک یهاخوانش

دو  تیفیبودن ک کسانیمناسب و  یلبه دل نی(. همچن2021

در  ییگاوزبان اروپا شهیر RNA یابییمجموعه داده توال

 انیب توانیم ومیبدون تنش )شاهد( و تحت تنش کادم طیشرا

 هافتیرییشده با استفاده از روش تغاستخراج RNAکرد که 

مطالعات حساس  یبوده و برا قبولقابل یشنهادیپ

 اهیگ نیا RNA-seq زیو آنال RT-PCR ازجمله یدستنییپا

نش پسته تحت ت پتومیترنسکر یابییمناسب است. در توال

ر ب یمبتن یافتهبهبودبه روش  شدهاستخراج RNA یشور

CTAB حاصل گزارش  یهایتوال یرا برا 38 یفیک ازیامت

 RNA تیفیک از،یامت زانیم نیا بر اساسکردند و 

مناسب  یابییساخت کتابخانه و توال یرا برا آمدهدستبه

 (.Moazzam Jazi et al., 2015عنوان کردند )

 RNX-Plusپژوهش حاضر بافر استخراج آماده  در

و راحت بود.  عیانجام مراحل پروتکل سر ازنظر موردبررسی

گزارش  زی( نJohnson et al., 2012جانسون و همکاران )

 یهاو پروتکل یموجود تجار یهاتیکردند که استفاده از ک

 یروش برا نیکارآمدتر شوند،یاجرا م یراحتبهکه  یبیترک

هنگام کار  NGS منظوربهکل  RNA زیآمتیموفق یازجداس

ند. مطالعه نشده، هست قبلاً که  ییهاگونه ایبافت  دیبا انواع جد

شان ن پتومیترنسکر صدششاز  شیب یدر بررس نیعلاوه بر ا

و خلوص آن  RNA یکپارچگی یسازنهیدادند که به

(A260/A230اندازه رونوشت )شده را بهبود  دمانیچ یها

 (.Johnson et al., 2012) بخشدیم

 

 نهایی گیرینتیجه

 نیازییشپ ییبالا از گاوزبان اروپا تیفیبا ک RNA یجداساز

 یهاسمیو روشن کردن مکان پتومیانجام مطالعات ترنسکر یبرا

 وسنتزیو ب محیطییستز یهاپاسخ به تنش یمولکول

اضر در مطالعه ح شدهینهبهاست. پروتکل  هیثانو یهاتیمتابول

 مؤثرو  عیساده، سر ی( روشافتهیرییتغ RNX-Plus)روش 

و برگ گاوزبان  شهیرکل از بافت  RNA یجداساز یبرا

و  هافنلیپل دها،یساکاریبا سطوح مختلف پل ییاروپا

 دیلراک میتیاتانول و ل هیته جزبهو  است هیثانو یهاتیمتابول

از استخراج ندارد.  شیبافر پ یسازبه مراحل آماده یازین

 RNA یجداساز یروش برا نیمشخص شد که ا نیهمچن

گاوزبان که در معرض انواع مختلف  اهیگ یهااز بافت کپارچهی

بر  یریتأث چیباشند، بدون ه ومیتنش کادم خصوصبهها تنش

 .تمناسب اس دست،نییپا یمولکول یشناسستیز یکاربردها
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