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 چکیده

باشد. مرکبات جز کل با کیفیت بالا در پرتقال تامسون ناول میهای مختلف استخراج ایسه روشپژوهش حاضر به منظور مق
هزینه برای کارهای اجرایی و مولکولی حائز اهمیت گردد و یافتن روش مناسب و کممحسوب میهای استراتژیک در ایران یکی از میوه

کل از دو قسمت مختلف پوست )شامل فلاودو و آلبدو( و گوشت پرتقال تامسون  است. مواد گیاهی مورد استفاده برای استخراج 
گیری، در نیتروژن مایع به ها بعد از نمونهآوری شدند. میوهجمع 0393شهر، مازندران در سال ناول از ایستگاه تحقیقات باغبانی قائم

گراد نگهداری شدند. به منظور تجزیه و تحلیل مولکولی، درجه سانتی 31حالت فریز شده قرار گرفتند و تا زمان استفاده در منفی 
ستونی و وش شامل: تریازول، دنازیست غیرها به آزمایشگاه گروه باغبانی گرگان منتقل شدند. و برای مطالعه از سه رنمونه

و با استفاده از اسپکتوفتومتر  %0، بر روی ژل آگارز منظور نشان دادن کیفیت و کمیت کل ارزیابی گردید.  به استخراج  
ه تکرار و آزمون دانکن در سطح تعیین گردید. نتایج با استفاده از طرح کاملا تصادفی در س 231و  241، 231درآپ در طول موج نانو

مجزا و  03و  23مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت. نتایج وجود باندهای ریبوزومی  درصد و با استفاده از نرم افزار  5دار معنی
ها ه از این روشبا باندهای ریبوزومی شارپ بدست آمد. همچنین با استفاد دهد و یکپارچگی واضح روی ژل الکتروفورز نمایش می

استخراج شده بودند. و در نسبت  ها بدون آلودگی پروتئین در بیانگر این است که، نمونه 31/0 -94/0، بین 231/241نسبت جذب 
ها، در روش تریازول داده شد. در مقایسه با سایر روشساکارید و فنل نشان ها بدون آلودگی پلینمونه 1/2 -04/2، بین 231/241جذب 

طورکلی از دو بخش میوه پرتقال شد. به داری مشاهده شد. این روش به طور موفقیت آمیزی باعث جداسازی ختلاف معنیا
در روش تریازول به ترتیب در پوست پرتقال  استخراجی دارند و متوسط غلظت  بیشترین خلوص  2تا  9/0های جذب نمونه

)نانو گرم بر میکرو لیتر( داشتند. و کمترین غلظت در روش دنازسیت  05/352)نانو گرم بر میکرو لیتر( و گوشت پرتقال  91/379
 ها برای استخراجین)نانو گرم بر میکرو لیتر( در گوشت میوه محاسبه گردید. روش تریازول یکی از بهتر 01/243ستونی به میزان غیر

های مختلف )پوست و گوشت( پرتقال نشان در نمونه باشد. در ارتباط با این روش بیشترین غلظت و خلوص کل باکیفیت می 
 بیشتری بدست آمد.  های پوست )فلاودو و آلبدو( غلظت داد. به طور کلی در نمونه

 وست، گوشتاستخراج، اسید نوکلئیک، پرتقال، پها: کلیدواژه
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 مقدمه
میوه مرکبات در میان محصولات باغی با ارزش غذایی بالا، 

اشد بچه از نظر ترکیبات مغذی و نیز تجارت بین الملل دارا می

از  (.)

آنجاییکه مرکبات جز درختان چند ساله چوبی است، آلودگی و 

اشد بساکارید یکی از مشکلات معمول در استخراج میمقدار پلی

با  استخراج  (.)

کیفیت برای تحقیقات مولکولی مختلف از قبیل ساخت کتابخانه 

نورترن بلات و هیبریداسیون یابی، ، بیان ژن، توالی

با کیفیت  باشد. از طرفی استخراج میکرواری با اهمیت می

و  ساکارید، ترکیبات فنلیاز پرتقال سخت است زیرا غنی از پلی

) سایر متابولیت ثانویه است

. لذا زمانیکه 

ساکارید و اکسیداسیون ترکیبات فنلی همراه با پلی رسوب 

گردد. می ای شدن و دیر حل شدن باشد سبب قهوه

ها در فرایند استخراج مولکولی باعث کاهش فنلهمچنین پلی

 (.)باشند می عملکرد و بازدارنده تکثیر 

 نسبت به  دهد استخراج ها نشان میاگرچه گزارش

ای، حساس به گرما تک رشته تر است زیرا مولکول سخت

)گردد باعث تخریب آن می و فعالیت آنزیم

مراحل  های مختلف استخراج در روش (.

باشند، که ممکن است در و عوامل شیمیایی متعددی دخیل می

 ار زیادیزمان استخراج باعث کاهش یا از دست دادن مقد

)با وزن مولکولی پائین شوند 

.) 

کارکرد مهمی در فرایند دهد شواهد نشان می

بیولوژیکی و متابولیکی شامل شناسایی بافت، زمان توسعه و 

(. پاسخ به استرس محیطی دارد )

ا و هبیولوژی مولکولی، بررسی سینگالدر نتیجه شناخت بهتر 

)های مسیر متایولیکی با اهمیت است مکانسیم

های توانستند روش طوریکه با بررسی استخراج به (.

، ()نوینی در کاهش بیماری مرکبات 

) های بیوسنتزیهای کلیدی تنش، مسیربیان ژن

ایجاد تغییرات در  (

و تولید ارقام مقاوم  تولید متابولیت ثانویه )

  (.)به شانکر مرکبات دست یابند 

روی  بر از روش  ایدر مطالعه

برگ، میوه، دانهال و کالوس پرتقال رقم اوسبک با داشتن 

مطلوب دست  به استخراج  22/4- 05/4بین  

در تحقیقی  (.;)یافتند 

ا دهی بدیگر از روش تریازول با اندکی تغییرات به همراه رسوب

های از اندام ، به طور موفقیت آمیزی برای جداسازی 

ریشه، ساقه، برگ، گل و میوه در پونسیروس به کار رفت و از 

)و ریل تایم استفاده شد  آن برای ساخت 

. همچنین گزارشی بر روی میوه نارنگی با استفاده از روش (

در  (.) تریازول به منظور بیان ژن ارائه گردید

آزمایشی بر روی پوست و رگبرگ لیموترش، با سه روش مختلف 

با داشتن کارایی،   -، روش پتاسیم استاتاستخراج 

هزینه بودن و عدم دخالت ترکیبات پر خطر فنلی پیشنهاد کم

  (.شد )

کل وجود دارد اما  ی استخراج های متفاوتی براروش

های کوچک مولکول را حفظ  توانند فقط برخی از آنها می

کرده و استخراج نمایند و اکثرا وقت زیاد، تکنیک پیچیده و 

های مقدار غلظت کمی دارند. هدف از این تحقیق مقایسه روش

کل با یکدیگر و انتخاب بهترین گزینه مختلف استخراج

ژنومی با در نظر گرفتن کمیت بیشتر و  راج برای استخ

 باشد.کیفیت مطلوب در پرتقال تامسون ناول می

 

 هامواد و روش

 مواد گیاهی

ال میوه از گیاهان پرتق به منظور استخراج اسید نوکلئیک، اندام

الب شهر، مازندران در قتامسون ناول از ایستگاه تحقیقات باغبانی قائم

آوری گردید. جمع 4321با سه تکرار در سال طرح کاملا تصادفی 

ها را در فویل پس از برداشت و جدا کردن پوست و گوشت، آن

( قرار 420بندی و بلافاصله در نیتروژن مایع )آلومینیومی بسته

گرفته و به آزمایشگاه باغبانی دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی 

 -16طولانی مدت در دمای گرگان منتقل شدند و برای نگهداری 

 گراد قرار داده شدند.درجه سانتی

های پوست و گوشت پرتقال کل از نمونه استخراج 

 تامسون ناول

وسایل مربوط به آزمایش از قبیل میکروتیوب و هاون را دو 

گراد اتوکلاو درجه سانتی 424دقیقه با دمای  26مرتبه، به مدت 

گراد آون درجه سانتی 266شدند، سپس سه ساعت در دمای 

های پوست گرم از نمونهمیلی 466قرار گرفتند. در ابتدای کار 
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)فلاودو و آلبدو( و گوشت پرتقال تامسون ناول به وسیله نیتروژن 

مایع درون هاون چینی دارای دمای پائین پودر نموده و به 

 لیتر سرد انتقال داده شدند. میلی 5/4های تیوب

 وش تریازولکل به ر استخراج 

لیتر محلول تریازول )شرکت ریراژن( به مقدار یک میلی

های مورد مطالعه اضافه گردید، سپس بعد از پنج دقیقه نمونه

میکرولیتر کلروفرم افزوده  266نگهداری در دمای محیط، مقدار 

های گیاهی کاملا ثانیه انجام گردید تا نمونه 45و ورتکس 

دقیقه در دمای  45ها به مدت ههموژنیزه شدند. در ادامه نمون

سانترفیوژ شدند. پس از 42666گراد با سرعت درجه سانتی 4

. الف(، فاز بالایی شفاف و 4شد)شکلسانترفیوژ سه فاز تشکیل 

است و با دقت به میکروتیوب جدید منتقل گردید.  حاوی 

 46ایزوپروپانول سرد اضافه و بعد از  به منظور رسوب

 42666دقیقه در سانترفیوژ  46دقیقه در دمای اتاق به مدت 

قرار داده و پس از آن پلیت سفید رنگ در انتهای تیوب مشاهده 

شد. سپس مایع روشناور دور ریخته و به میزان یک میلی لیتر 

ا هدرصد اضافه گردید. پس از ورتکس مختصر نمونه 15اتانول 

سانترفیوژ شدند. پس از سانترفیوژ 1566برای پنج دقیقه در 

مایع روشناور دور ریخته و به منظور حذف الکل و خشک شدن 

میکرو لیتر آب  56رسوب در دمای اتاق قرار داده و در ادامه 

، ها اضافه گردیدند. جهت حل شدن بهتر دبس به نمونه

گراد درجه سانتی 06 -55دقیقه در دمای  46ها به مدت نمونه

  -16به  قرار داده شدند. در نهایت جهت آنالیز بعدی 

 منتقل گردید.

کل با استفاده از کیت غیر ستونی  استخراج 

 دنازیست 

به نمونه پودر  لیتر بافر در این روش مقدار یک میلی

شده اضافه گردید و مخلوط حاصل به مدت یک دقیقه ورتکس 

و پنج دقیقه در دمای اتاق گذاشته شد، سپس میکروتیوب را 

-درجه سانتی 4در دمای  42666پنج دقیقه در سانترفیوژ 

میکرولیتر کلروفرم اضافه  266قرار داده شد و در ادامه  گراد

دقیقه در  45مجددا یکروتیوب، گردید و بعد از تکان شدید م

سانترفیوژ شد. در این مرحله سه فاز تشکیل شد 42666

. ب( که فاز بالایی به میکروتیوب جدید انتقال داده و به 4)شکل

و ایزوپروپانول سرد  میزان نیمی از حجم عصاره از بافر

 استفاده شد و ادامه مراحل مشابه روش تریازول انجام گردید.

 کل با استفاده از   استخراج

لیتر از محلولمطابق دستورالعمل مقدار یک میلی

های پودر شده، پوست و گوشت پرتقال سرد با نمونه 

ترکیب گردیدند و به مدت پنج دقیقه در دمای محیط قرار داده 

 با سرعتلیتر کلروفرم افزوده و میکرو 266شدند، سپس 

. پس از سانترفیوژ فاز نددقیقه سانترفیوژ گردید 45، 42666

. ج( و به تیوب جدید منتقل شدند و در 4بالایی خارج )شکل

نهایت ادامه کار مشابه روش تریازول ذکر شده در بالا صورت 

 گرفت.

 استخراجی بررسی کمیت و کیفیت 

های استخراج شده در اندام برای تعیین کیفیت 

گوشت پرتقال تامسون ناول از دستگاه الکتروفورز افقی، پوست و 

استفاده شد، مقدار پنج  درصد و بافر 4بر روی ژل آگارز 

به همراه دو میکرو لیتر بافر لودینگ مخلوط  میکرولیتر از 

به  16شدند و در چاهک تزریق گردیدند و الکتروفورز با ولتاژ 

اه ژل داک توسط دقیقه انجام شد. سپس در دستگ 46مدت 

مشاهده و  41و  21 ()های ریبوزومی باند اشعه 

 تصویر برداری انجام شد. همچنین برای بررسی خلوص

لیتر( با )نانوگرم در مایکرو ( و غلظت های )نسبت

های ساده و سریع، دستگاه استفاده از یکی از روش

با  لیتر یکرواسپکتوفتومتر نانودرآپ انجام گردید. سه م

، 206سمپلر به آرامی روی پلیت ریخته و بعد در طول موج 

 نانومتر اعداد جذب قرائت گردید. با قرارگیری  236، 216

 محاسبه شد.  در رابطه زیر غلظت 

 

 

 الف ب ج
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 ( 4رابطه 

 46استخراجی:  غلظت

تجزیه واریانس و آزمون مقایسه میانگین صفات با روش 

و با استفاده از نرم  65/6دانکن در سه تکرار با سطح احتمال 

 انجام شد. افزار 

 

 نتایج و بحث
ناشی از حساسیت بالای  تغییرات در کمیت و کیفیت 

 به فاکتورهای تغییر دهنده، آلودگی پروتئین و  

و وجود  منظور کاهش ها بهژنومی، حضور ریبونوکلئاز

اشد بفنل و متابولیت ثانویه میساکارید، پلیمقادیر بالای پلی

متشکل از ماکرو و های گیاهی در گونه (.)

 با دستیابی به روش مناسب استخراج هامیکرومولکول

همچنین  (.)کیفیت حائز اهمیت است 

رت به صو های مختلفها در بافتاستخراج مولکولی در یوکاریوت

 مشاهده . ()باشداختصاصی می

های ، روشطالعه نشان دادهای مورد مستخراج شده در نمونها

( واضح، بدون 2) فوق، وجود باندهای ریبوزومی که در شکل

تخریب و شکستگی است، در هر دو اندام پوست و گوشت شامل 

 41و  21بودند، درحالیکه روش تریازول وجود باندهای 

 (.2تری را نمایش داد )شکلریبوزومی با وضوح بیشتر و شارپ

استخراجی، بررسی  های مهم آنالیز مشخصهیکی از 

باشد، که به دلیل وجود می ()یکپارچگی 

بسیار مستعد تخریب شدن است. با مقایسه  ها،  

ضخامت و شدت )شارپی( باندهای بدست آمده روی ژل آگارز 

 های برد. وجود باندیوکاریوتی پیتوان به کیفیت می

به طور مجزا، بدون اسمیر و پررنگ روی  41و 21یبوزومی ر

دهنده یک استخراج با کیفیت مطلوب است. در ژل آگارز، نشان

ریبوزومی، حاکی  های تخریب شده برای حالیکه وجود باند

سلول و کیفیت پائین تخلیص  از تخریب احتمالی سایر 

دهد شان می(. نتایج مطالعات ناست )

ساعت و افزایش حجم کیت تریازول  24نگهداری نمونه بعد از 

تواند باعث افزایش غلظت و مصرفی در برابر حجم نمونه می

)کل شود  یکپارچگی 

در فاز آبی، پروتئین و  (. در مرحله جداسازی فازها، 

رد. در گیفرم در فاز آلی قرار میساکارید در فاز میانی و کلروپلی

هر صورت مخلوط شدن فازها با فاز بالایی، شفافیت نمونه کاهش 

یافته و آلودگی حاصل مانع استفاده از آن برای مراحل تحقیق 

 . )بعدی خواهد شد 
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نتایج به دست آمده آنالیز اسپکتوفتومتری با استفاده از 

دستگاه نانودراپ نشان داد در هر دو اندام میوه پرتقال، کیفیت 

( بین 216/206)هایت طول موجاستخراجی در نسب 

 دهنده عدم وجود پروتئین ومتر است که نشاننانو 16/4 -23/4

متر، بیانگر عدم نانو 6/2 -44/2بین  (236/206های نسبت

(. 4استخراج شده بود )جدول ساکاریدها در وجود پلی

دهد که روش های حاصل از نانودرآپ نشان میهمچنین داده

استخراجی را در بین  استخراج تریازول بالاترین کیفیت 

استخراج شده حاکی  سه روش دارد. و از انجاییکه غلظت 

نانوگرم بر  26/312از آن بود که بیشترین آن در نمونه پوست 

نانوگرم بر  256/321لیتر و کمترین در نمونه گوشت میکرو

ها، به های نمونهلیتر محاسبه گردید. در نتیجه بین غلظتمیکرو

بولیت اولیه و ثانویه، در پوست میوه روش دلیل تفاوت متا

ونی ستتریازول مقدار بیشتری بدست آمد و روش دنازیست غیر

کل استخراج شده گزارش شد  دارای کمترین مقدار 

مناسبی برای ادامه کار  (. هر چند هر سه روش 4)جدول

دارند ولی روش کیت تریازول با داشتن کیفیت  و ساخت 

بالا انتخاب و برای مراحل بعدی تحقیق مورد  بهتر و کمیت

آر سیمحصول پی 3شکل گرفته شد و مطابق استفاده قرار 

ید کیفیت ساخت ءروش تریازول موژنومی  بدست آمده از 

 ای در ژن رفرنس اکتین است.اندیسی

 1/4-2در محدوده  206/ 216زمانیکه چگالی نوری

ژنومی از کیفیت  و نیز  باشد، نشانگر خلوص بالای 

توان در کارهای بعدی استفاده نمود. خوبی برخوردار است و می

نشان دهنده این است که،  1/4های کمتر از درحالیکه نسبت

منظور حذف آلودگی، ها آلودگی پروتئینی دارد و بهنمونه

ها در و انکوبه کردن نمونه استفاده بیشتر از آنزیم پروتئیناز 

، 2تر از باشد و همچنین نسبت بالای بیشموثر می طول شب

استفاده  است و باید از آنزیم  دهنده آلودگی نشان

طوریکه نتایج آزمایش بر . به()شود 

روی گیاه ریواس و گل عسلی نشان داد با استفاده از 

 و در برخی موارد غلظت  ، خلوصآنزیم

در  . اگرچه کمیت ()افزایش یافت 

روز در منفی  36های تازه سنجد تلخ نسبت به نمونه نمونه

علت افزایش مدت فریز شده بیشتر گزارش شد که به 16

انع های گیاهی و مزمان، باعث اکسید شدن ترکیبات فنلی بافت

)شود با کیفیت خوب می جداسازی 

.) 
نشانگر  2 -2/2، محدوده 236/206در نسبت جذب 

تر آن باشد. و مقدار پایینمی ( خلوص 

دهنده وجود فنول، کربوهیدرات و ترکیبات آروماتیک در نشان

-ها میاستخراج شده است. برای رفع آلودگی این نمونه 

( یا شستشوی مجدد ستون ) توان با استفاده از

به از بین بردن ناخالصی کمک کرد، اگرچه منجر به از دست 

شوددادن مقداری نمونه اسید نوکلئیک می

.)  
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 گیری نتیجه
کل در  در این آزمایش روش تریازول برای استخراج 

یت بهترین کیف های پوست و گوشت پرتقال تامسون ناولنمونه

ا هایسه با سایر روشترین در مقهزینهو کمیت و همچنین کم

های پوست و گوشت میوه پرتقال و در بین نمونه محسوب گردید

طوریکه میزان آن داری مشاهده شد بهتامسون ناول تفاوت معنی

 های پوست بیشتر از گوشت میوه نشان داده شد. در نمونه

 

 گزاریسپاس
از تمامی اساتید که در انجام این پژوهش بدین وسیله 

 گردد.همکاری و مساعدت داشتند تشکر و قدردانی می

 

 



 2                                                   4462، بهار 4شماره  40گیاهی، جلد  تولیدات

 



 ... RNA استخراج مختلف روش سه مقایسه :و همکاران احمدی                                                               46

 


