
 (1402)  524تا    503های  صفحه  4شماره    24مجله علوم و فنون باغبانی ایران جلد  

 مقاله پژوهشی 

 

 Cyclamen coum) یرانی ا  کلامنی س   از کینوکلئ  دی اس استخراج  یسازنهی به

Miller)   

Optimization of Nucleic Acid Extraction from Cyclamen coum Miller 
 

 محمدصادق  تمکین1،  مرضیه  قنبری  جهرم ی*1،   ام یر   موسوی2

ران یتهران، ا  ،یدانشگاه آزاد اسلام قات،یواحد علوم و تحق ،یو زراع یگروه علوم باغبان  -1  

ران یتهران، ا  ، یفناور ستی و ز  ک یژنت ی مهندس یپژوهشگاه مل -2   

 (ghanbari@srbiau.ac.ir: ) ک یمسئول، پست الکترون  سنده ی* نو      

 17/4/1402 ، تاریخ پذیرش: 3/5/1399تاریخ دریافت: 

 

 دهیچک
  ،فنولی ی پل  یمحتوا  و   یقو یستیز  ت یفعال ، اهی گ  ن ی. عصاره ااست  شده   شناخته  یی داروو هم    ی نتیز  اه یهم به عنوان گ  کلامنیس

  یهاآزمون  شتریب.  دشوار است  اه یگ  از  کینوکلئ  ی دهایاستخراج اس  ، بازدارنده   بات یترک  نیا  وجود  لیدل  به دارد.    بال   نیتانن و پروتئ

  تیاهم  ، ریپذتکرار  و  اعتماد  قابل   مناسب،استخراج    روش  کی   انتخاب  ،نیبنابرا  . شودیم  آغاز   RNA  و   DNAاستخراج    با   یستیز

  و  (Cyclamen coum Miller)   ی رانیا  کلامنیس  اه یگ  از  کینوکلئ  یدهایاساستخراج    یسازنهیبه  ، شیآزما   نیا  در   . دارد  یادیز

سه اندام برگ، گلبرگ و    از  ی اهیگ  ی هانمونه   یآورجمع  از  پس   . ارزیابی شد    ،گونه  نیا  در  مناسب  دارخانه  یهاژن  ان یب  امکان

  ،افتهیرییتغ  Trizol  یهاروش  RNAاستخراج    یبرا  و  SDS  و  CTAB  افتهیرییتغ  یهاروش   DNAاستخراج    یبرا  ،لیپوکوتیه

CTAB-LiCl  و RNX-Plus ، ت یو کم تیفیک . شد  ستفاده ا DNA  و RNA و   یاسپکتروفتومتر  ،الکتروفورز اهر از شده استخراج

PCR  تی فیک  دیی تا  برای  .شد   یبررس  DNA    18  یهاژن  قطعات  وجود  شدهاستخراجS  نیاکت  ،یبوزومیر  (ACT،)  نیتوبول  (TUB )  

  غلظت   نیکمتر  ،آمده   دستبه  جینتا  اساس  بر  . شد    یبررس  PCRکمک    با   دارخانه   ژن  عنوان  به  (EF-1a)  سازیفاکتور طویل  و

DNA  روش  در  CTAB  تیفیک  و   غلظت  .شد   مشاهده  افتهیرییتغ  DNA  روش    در  لیپوکوتیه  و  گلبرگ  ، برگ  ی هانمونهSDS  

  نشان   ، RNAاستخراج    در  RNX-Plus  و   CTAB-LiCl  ،افتهیرییتغ  Trizol  روش  سه  هسیمقا  .بود  CTAB  روش  از  بهتر  افتهیرییتغ

  نیبا استفاده از ا  بود.  هاروش  گرید  از  بهتر  شدهاستخراج    RNA  غلظت  و  هانوار  وضوح  لحاظ  از   افتهیرییتغ  Trizol  روش  که  داد

  ی جدا شده بدون آلودگ  RNA  یبال  تیفیبود که نشان دهنده ک  ریمتغ  10/2تا    01/2نانومتر از    A260/280پروتکل، نسبت جذب  

استخراج شده   RNAدهد یبود که نشان م  2/ 15و    99/1  نی نانومتر ب  A260/A230نسبت    ن،یاست. علاوه بر ا   ینیپروتئ  ای  فنولی

-RNXو    Trizol دو روش  در  تنها  یرانیا  کلامنیسبافت    سه از  شدهاستخراج    RNA  از  cDNA  ساختاست.    دی کارسا  یپل  بدون

Plus  یهانمونه   تیفیک  یبررس  یراب.  شد  انجام  تیموفق  با  RNA ،  از  استفاده   با دار  خانه  یهاژن  انیب  امکان  RT-PCR  شد  یابیارز.  

  کلامنیس  لیپوکوتیه  و گلبرگ    ، برگ  یهاهمه نمونه  در  18Sو    TUBدار،  خانه  یهاژن  نیب  در   که  داد  نشان   RT-PCR  جینتا

 . بودند برخوردار یبالتر تیفیو ک شتریاز وضوح باند ب یرانیا

 .دارخانه ژن ،DNAاستخراج  ،RNA، Trizol،  Cyclamen coumاستخراج  : یدیکل  هایواژه

 مقدمه 
  ن ینخست  ،نوکلئیک  هایاسید استخراج    و  است  زیستی  علومگوناگون    یهاپژوهش  در  روزافزونی  اهمیت  یدارا  مولکولی  دانش 

  مولکولی  کارهای   در  دستورزی  و  گیرینمونه  یبرا  کارآمد   استخراج    های روش  آگاهی از  .باشدیم   ها پژوهش  این  انجام  یبرا  گام

  گیاهانی   جمله  از  ،Primulaceae  رهیت  از  ینتیز  یاه یگ(  Cyclamen coum Miller)  ایرانی  سیکلامن  است.  مهم  بسیار  آزمایشگاه  در

  پلاسم غنی سیکلامن دارای ژرم   ایران  مناسب،  هوایی  و  آب  شرایط  خاطر  به  .(Alaey et al., 2005 )  اشدبمی  ایران  بومی  که  است
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  این   از  هاییمجموعه  ایجاد   وگوناگون   هایژنوتیپ   آوریجمع  امر  این  که، می باشد   سیکلامن   رویش  مهم  خاستگاه های  از  یکیو  

 (.Alaey et al., 2005)  است  گیاه   این  ینگهدار  مهم  مراحل  از  پلاسمژرم  بندیدسته  و   ارزیابی  بنابراین  . سازدمی  ممکن  را  گیاه

  ی گلده  به  قادر  فصل  نیا  در  یکم  اهانیگ  چون  و  شودیم  عرضه  بازار  به  زمستان  در  که  است  یاگلخانه  گیاه زینتی  کی  ،کلامنیس

  ی طولن   نسبت  به  دوره  کی   به  ازین  و   بوده  کند  اما   گسترده  کلامنیس  اه یگ  رشد  .ارزشمند است  یاقتصاد   گاهدید  از  نیبنابرا  ،هستند

  چه  اگر.  دارد  ژهیو  ینگهدار  به  ازی ن  ،ی دهگل  زمان  تا   رشد  مراحل  همه  در  اهیگ  نیا  .دارد  یشیزا  مرحله  به  ورود   و  یدهگل  یبرا

 عنوان   به  اهانیگ  نیا  شتریب  اما   ؛کاشت  باز  یفضا  در  توانیم   سرما  برابر  در  مقاومت   خاطر  به   را  اهیگ  نیا  یهانمونه   از  یبرخ

  کردند ترپهن یجام  با هاگلبرگ کردن تربزرگ و تررنگ پر بر یسع ابتدا یسیانگل  بهنژادگران  . پرورش می یابند ی گلدان  یاهانیگ

  نیا  چندگان   و   دوگان   انواع  بازار  در   اکنون  هم   . آمدند  وجود  به   اندازه  برابر  دو   با   یی هاگل  آلمان  و   انگلستان  در   1870سال  در   و

  .(Makari Khaje Dizj, 2016) است دسترس  در اهیگ

  ی گلده  برگ،  شکل  گل، رنگ  گل،  عطر  گرما،  به  تحمل خبندان، ی به  مقاومت مانند  یی هایژگ یو یدارا یوحش  یهاکلامنیس 

  و   اصلاح  یبرا  ها گونه  نیا  از  نیبنابرا  ،ندارند   وجود  یتجار  یها کلامنیس  در  که  هستندگر  ماری ب  به  مقاومت  و   زمستان  و  زییپا   در

  ، صنعت  و   باغبانی   در  اهیگ   نیا  تیاهم  به  توجه  با  (.Naderi, 2001)  شودیم  استفاده  یتجار  کلامنیس  در  ها یژگیو  نیا  بهبود

  در  RNA  استخراج    تیکم  و  تیفیک  که  ییآنجا  از  .است  یستیز  یپژوهش گوناگون  و  ژنوم  ییشناسا  راه  از  آن  یهایژگیو  بهبود

استخراج   گوناگون  یهاروش  یسازنهیبه  است،  مهم    اریبس  Northern blottingو      RT-PCR  مانند  یمولکول  یها  سنجش  تیموفق

 نظر  به  یضرور  ،برگ   وغده    گلبرگ،  مانند  ی اهیگ  گوناگون  یهابافت  از  عیسر  و  ساده  صورت  به  (RNA)  دیاسک یبونوکلئیر

  ها، فنولیپل   مانند   هیثانو  ی هاتیمتابول  دیتول  ،ها بافت  یبرخ  از   RNA  استخراج    محصول  نییپا  تیکم  و   تیفیک  علت   . رسدیم

  کینوکلئ  یهادیاس  با  شوندیم  تخریب  ها بافت  که  یزمان  در  که  باشدیم  هاآن  در  یاتر  یهاروغن  و  ها دراتیکربوه  ها،ن یگنیل

  ، نیبر ا  افزون  است.  دشوار  اریبس  ی اه یگ  یهابافت  یبرخ  از  RNA  استخراج    (.Dong and Dunstan, 1996)  شوند یم  بیترک

  از   یاه یگگوناگون    یهابافت  که  نیا  به  توجه  با   .شودیم  RNA  عیسر  بیتخر  موجب  ی اهیگ  یهابافت  در  بونوکلئازهایر  حضور

  همه   یبرا  استخراج    روش  کی  نیبنابرا  هستند،  متفاوت  گر مداخله  یهامیآنز  و  هیثانو  یهات یمتابول  گونه  نیا  یمحتوا  لحاظ

  (.Ghawana et al., 2011) ندارد  ییکارا  هابافت

ها مانند  سمیکروارگانیم   DNA  یمحتو  است  ممکن  شده  استخراج    یهانمونه  یاهیدهد که بافت گینشان م  ها پژوهش  شتریب 

ها  دیساکاریپل  و  تانن   دها، یها، ترپنوئفنولیپل  جمله  از  ییایم یش  مواد  رسوب  یمحتو  ای(  D´Angelo et al., 2007)  یباکتر  ا یقارچ  

(Huang et al., 2012)  توانند به عنوان مهار کننده  یکه م  باشندDNA  ریتکثطی  مراز  یپل  DNA  اگر چه  کنند  عمل  یاهیگ .

در  استخراج    زمینهدر    ها پژوهشاما    ،صورت گرفته استگوناگون  های گیاهان  بافتاز    DNA  استخراج    یبراهای بسیاری  روش

  ک ی در(. Alaey et al., 2005)  ه شده استئ، از سیکلامن اراDNA استخراج ی در مورد کم یها  گزارشسیکلامن ناچیز بوده و  

  دونیرولیپ   یآیپل  لینیویبا پل   اهانیگ  ریو سا  .persicum Mill.  Cبالغ    ی هاخالص از برگ  ی ژنوم  DNA  استخراج    ، پژوهش

(PVPP)  انجام شد  (Kasajimaa et al., 2013)ا اندازه  یسازخالص  ،استخراج  یهااز روش  یامجموعه   یبررس  نی. در    ی ریگو 

DNA  آوردن    دستبه  یبراها  نمونه  یسازآماده  همراه  بهDNA   شدهارائه    یدرخت  یهامن و گونه کلایبالغ س  یهاخالص از برگ 

  د یبافر جد  کی  ، آزمایش  نی ا  در.  باشد ینم  استخراج  قابل    یگر ید   روش  چیبا ه  شده  استخراج    DNAو مقدار    تیفیکه ک  است

تازه و بالغ    یهاگرم برگ  1از    را  DNAگرم  یلیم  20تواند  یم   که  شد  یگذارنام  و  ساخته  buffer PVPP  بنام   DNA  استخراج  

 Cesium chloride  لهیوس  هب  تیموفق  با  DNA  یسازخالص،  استخراجپس از  .(Kasajimaa et al., 2013کند )استخراج    کلامنیس

(CsCl)  یفیکو    یکم  لیو تحل  هیو تجز  شده  انجام  وژیفیسانتر  با الترا  DNA    یمبتن  لیو تحل  هینه بر اساس تجز  شده  استخراج 

اندازه    از  ش یب  را  DNA  تی و کم  تیفیک  UVرسد که جذب  یبه نظر م .با استفاده از الکتروفورز ژل انجام شد  بلکه،  UVبر جذب  

  ی واقع  مقدار  از  شیب  و  بودهن  یکاف   پیشین  یهادر گزارش   DNA  یهاو مقدار عصاره  تیفیکه ک شودیم  ینیبشی پ .  دهدیم  نشان

، گل  ا ی)کامل شیآزمامورد  یهابالغ گونه یهااز برگ بال  ریخالص در مقاد  DNA(. Kasajimaa et al., 2013) است شده گزارش

با    استخراج  باشد.  یم   CsClبا    هیو تصف  PVPPاست که شامل استفاده از بافر    افتی( قابل بازیکاج، گل رز و چا   ده،یارک  ،یداود

 ,.Kasajimaa et al)  دارد  وژیفیسانترالترا  کیبه    ازی ن  CsCl  هیندارد و تصف  یا  ژهیو  زاتیبه تجه  یازین  PVPPاستفاده از بافر  

2013) .  
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بوده و    یاتک رشته   RNAمولکول    رایز  ، باشدیدشوارتر م  ار یبس  DNAنسبت به    RNA  استخراج  دهد  یها نشان میبررس 

و    Gudenschwagera et al., 2012) گرددیم  آن  بیدارد که باعث تخر  RNase  م یآنز  تینسبت به گرما و فعال  یی بال  تیحساس

Liao et al., 2020).  ا بر  ترکگوناگون    یاه یگ  یهابافت  ،نیافزون  نوع  و  مقدار  نظر    دها،یساکاریپل  ،فنولییپل   یهابیاز 

گوناگون   ی هااندام  ای و    یاهیگ  نژادگانبسته به نوع    گوناگونی   ی هاروش  نیفرق دارند، بنابراهم    ها با نیو پروتئ  هیثانو  یهاتیمتابول

اکل وجود    RNA  استخراج    یبرا  یاهیگ   انات، یوس یت  ومینیدیگوآن  ،CTAB  ،SDS  اساس  بر  معمول  طور  بهها  روش   نیدارد. 

  ت یفیبا ک  RNA  استخراج    مانع  ،اهانیدر گ  فنولییپل   یهابی ترک  باشند. وجودیاستوار م  ،فنل و کلروفرم  د،یدروکلرایه  نیدیگوان

که در    گردند یمتصل م  کی نوکلئ  ی دهایشده و به اس  دیاکس  نونیبه شکل کوئ  یآسان به    فنولی  ی هابیترک  رایز  گردد یبال م 

 Real-time  و  cDNA  ،PCR–RT  ساخت   یبرا  استفاده  رقابلیو غ   ابدییبه شدت کاهش م  RNA  تیو کم  تیفیک  آن،  جهینت

PCR  شودیم  (Liao et al., 2020)  .  استخراج    ریفراگروش  RNA  گران  معمول  طور  به  تیک  اما    باشد،یم   تیک  کاربرد  ،در دنیا 

  اهانیدر گ  RNA  استخراج    یبرا   روش  نیچه چند  اگر.  ردیقرار گ  یمورد بررس  دیبا  ژهیوصورت   به  یاهیهر گ  یاست و برا  متیق

  باشدینم خوبها آن شده در استخراج  RNAو عملکرد   تیفیک  امابال گزارش شده است،  دِی ساکاریو پل  فنلیپل  یهابیترک با

(Hu et al., 2012.)    استخراج  RNA  ک کم  تیفیبا  برا  تیو  ، Northern blottingژن،    ان یبمانند    یبعد  یهاپژوهش  ی بال 

  (.Gasic et al., 2004) باشد یم یضرور cDNAکتابخانه   جادیو ا mRNA ، qRT-PCR ، PCR ، RT-PCR یسازخالص

پل تانن  دها،یساکاریپل  یبال  یامحتو  را مهار کند و منجر به ضعف   RNA  یسازو خالص  استخراج  تواند  یها مفنلیها و 

  یی ایمیتوشیف ی های بررسبا توجه به اینکه  .(;Rajakani et al., 2013 Semagn et al., 2006)  گردد RNA استخراج عملکرد در 

و غده    (Kandylis, 2022)   گلبرگ  (،Turan et al., 2022)  برگ   در  فنولی   ی پل  یمحتوا   زانی بودن م  بال  انگر ی ب  کلامنیس  اه یگ

(Mahomoodally et al., 2021)،   یی هوا اندام  در  بال  تانن (Turan et al., 2022 Jaradat et al., 2017;)  ،برگ   در  بال   دیفلاوونوئ

 ,.Cornea-Cipcigan et al)   برگ  و  گلبرگ  در  بال  دیکارتنوئ،  (Mahomoodally et al., 2021و    Jaradat et al., 2017)  و گلبرگ

 خاطر  به  کلامنیس اهیدر گ کینوکلئ یدهایاس استخراج نی بنابرا ،است اهیگ نیا در (Alaey et al., 2005) بال نیو پروتئ (2022

  بالی   یگوناگون  و  کشور  یبوم   ارزشمند  گیاه  این  اهمیت  در نظر گرفتن    با.  دارد  یسازنه یبه  به  ازین  بازدارنده  باتیترک  نیا  وجود

  یهاپژوهش  در   استفاده  قابل  و کارآمد    یروش  هیبا هدف ارا  مرجع  یهاژن  انیب  و  کینوکلئ  یدها یاس  استخراج    یسازنه یبه  آن،

 . شد انجام ژن انیب   و یکیژنت ی ها سنجش ،یمولکول

 هاروش و مواد
 گوناگون سیکلامن هایبخشاز    DNA  تخراج  اس

  اه یگ  گوناگون  بخش های  شامل  ها،نمونه  .شد  استفاده  هیپوکوتیل   و  برگ  گلبرگ،  هاینمونه  از  ژنومی  DNAاستخراج    برای 

 همه  .شدند   یآورجمع  ،سوادکوه  شهرستان  میلج  یروستا  ی شمال  ی هاجنگل  از  1398  سال  اردیبهشت  در  که  بود،  کلامنیس

  و   علوم   واحد   اسلامی  آزاد  دانشگاه   یراز  آزمایشگاه   به  یخ  یدارا  کائوچویی  یخدان  درون  کدگذاری  و   بندیبسته  از  پس   ها،نمونه 

 استخراج   .گردید  نگهداری  سلسیوس  درجه  -80  فریزر  در  ژنومی  DNA  استخراج    انجام  زمان  تا  و  افتی  انتقال  ،تهران  تحقیقات

DNA  روش  دوانجام تغییرهایی در  با    ژنومی  CTAB  (Porebski et al., 1997    وDellaporta et al., 1983)  و  SDS  (McCouch, 

از    . (1)جدول    گرفت  انجام  ،(2002 روش  DNA  استخراج  پس  همه  ک  نانیاطم  یبراها  در    ، شده  استخراج    DNA  ت یفیاز 

انجام شد. برای بررسی بیشتر کیفیت یک درصد  )شرکت سیناکلون( با غلظت آگارزژل  یرو شده  استخراج  فرآوردهالکتروفورز 

 گیری شد. اندازه نانودراپدستگاه  توسط ها نمونه غلظت،   DNAو کمیت 

  SDSبا روش   DNAاستخراج  

  میلی  2 لوله یک به پودر  مایع در هاون چینی سررد و انتقالنیتروژن  گیاه، پودر کردن آن با    بافت از  گرممیلی 50توزین ( 1 

مولر+   یلیم EDTA  50مولر+   یلیم Tris- Hcl  100)  افتهی رییتغ  SDSبافر اسرررتخراج    تریل  یلیم  کی (2  شرررد.  انجام  لیتری

NaCl  100 تریکرولیما 100که از قبل گرم شرده به همراه   مولر(  یلیم SDS 10%  ورتکس شرد.   به طور کاملاضرافه و   لولهبه  

 ر س آرامی به  هانمونه یکبار دقیقه 3الی   2  هر و انکوبه ماری  بن در  سرلسریوسدرجه  65دقیقه در دمای   15به مدت    هانمونه( 3

دقیقه روی  20و سپس به مدت   ورتکس  کاملاً هامولر اضافه و نمونه 5پتاسیم استات   تریکرولیما 300 (4  .( شدندInvert) ته و
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. فاز رویی با دقت  دگردی  سرانتریفیوژ  سرلسریوسدرجه   4در دمای   13000دقیقه با دور  25ها به مدت  نمونه( 5  .ندیخ انکوبه شرد

( به صرورت هم حجم سرلسریوسدرجه    -20ایزوپروپانل سررد )(  6.  شرد داده  القانت  جدید  لیتریمیلی 5/1لوله جدا شرده و به دو 

سپس به مدت  (  7.  دگردی انکوبه  سلسیوسدرجه    -20ساعت در دمای  5/0-1به مدت  سر و ته کردنبار   4 اضافه شده و پس از

با    DNAرسروب سرفید رنگ ( 8  شرد.  ختهیر رونبی  رویی سرانتریفیوژ شرده و مایع  13000درجه با دور   4دقیقه در دمای   30

سانتریفیوژ کرده و شستشو داده شد.    13000درجه با دور  4دقیقه در دمای   15به مدت   میکرولیتر 700به میزان    %70اتانول 

مولر   یلیم Tris،  1مولر   یلیم TE  (10میکرولیتر بافر   50به میزان     (9 مایع رویی را دور ریخته و رسروب حاصرله خشرک شرد.

EDTA  ) و   شرردبه آن اضررافهDNA  منظور حذف آلودگی سررپس به    .دیحل گردRNA  آنزیمRNAse A  (Sigma Cat No. 

R6513  دقیقه انکوبه شررد. 30به مدت    سررلسرریوس  درجه 37در دمای  ها لوله  وگرم در میلی لیتر اسررتفاده میلی 10( با غلظت 

 .شددرصد بارگذاری   1بر روی ژل آگارز   DNAهای  ( نمونه10

 تغییریافته SDSبا روش   DNAاستخراج  

اضرافه   . تغییرات انجام شرده شراملشرد  آزمایش  توضری  داده شرد  1-1بند که در    SDSاین روش با ایجاد تغییراتی در روش  

اضرافه کردن ؛  بدین ترتیب انجام شرد 5بعد از مرحله . دو مرحله تکمیلی بود  SDSبه روش عادی  جدید نسربت  کردن دو مرحله 

دور در  10000دقیقه  10سرانتریفیوژ به مدت   و   5مرحله بعد از ( 1به   24میکرولیتر کلروفرم ایزوآمیل الکل )به نسربت  500

  ومیآموناسرتات  میکرولیتر   200حجم   در مرحله بعدجدا و به لوله جدید منتقل شرد.  با سرمپلر فاز مایع بالیی    انجام شرد.دقیقه 

 15ها به مدت  نمونهدر نهایت   .نددقیقه روی یخ انکوبه شرد 20و سرپس به مدت  ها اضرافه و به آهسرتگی سرر و ته به لوله مولر 2

  .دگردی سانتریفیوژ سلسیوسدرجه  4در دمای   13000دقیقه با دور  

   CTABبا روش   DNAاستخراج  

  میلی   2  لولره  یرک  بره  پودر  مرایع در هراون چینی سررررد و انتقرالگیراه، پودر کردن آن برا ازت    برافرت از  گرممیلی  50توزین   (1 

میلی مولر  NaCl  ،100 مولر CTAB،  4/1درصرررد   CTAB  (2برافر اسرررتخراج   میکرولیتر 700انتقرال   (2  شرررد. انجرام لیتری

Tris/HCl  ،20  میلی مولرEDTA  ،pH: 8.0   ).بن در  سررلسرریوسدرجه  65دقیقه در دمای   15به مدت   ها( لوله3انجام شررد 

اضرافه   ها از حمام آب گرم و سرپس( خارج کردن لوله4  .ته شردند  و  سرر  آرامی به هانمونه  یکبار دقیقه 3الی   2 هر  و  انکوبه  ماری

به ها کردن نمونهسرانتریفیوژ  ( 5به آن ( 1به   24)به نسربت   ایزوآمیل الکل کلروفرم  میکرولیتر  700کردن هم حجم آن معادل  

درجه    -20درصد سرد ) 95جدید و اضافه کردن اتانول   هایلولهرویی به انتقال مایع   (6. دور در دقیقه 13000دقیقه   10مدت  

ها در دمای اتاق تا  لولهو سرپس قرار دادن   ها تا زمانیو سرپس سرر و ته کردن آن  ها( به اندازه دو برابر حجم به آنسرلسریوس

DNA  .8هرا  دور در دقیقره و دور ریختن فراز محلول آن 10000در دقیقره   5هرا بره مردت  نمونره(  7  بره صرررورت غیر محلول درآیرد )

دقیقه  15ها به مدت لولهدر ته  DNAخشک کردن رسوب  ( 9  درصد سه بار شستشو گردید. 70حاصل از اتانول  DNAرسوب  

 10( با غلظت  Sigma Cat. No. R6513)   RNAse A( اضرافه کردن آنزیم10ها  به آن TEدر هوای آزاد سرپس اضرافه کردن بافر  

بر روی ژل   DNAهای (  نمونه11. دقیقه 30به مدت    سرلسریوس درجه 37در دمای  ها قرار دادن گرم در میلی لیتر به لولهمیلی

 .شددرصد بارگذاری  1آگارز 

 تغییریافته  CTABبا روش   DNAاستخراج  

مورد آزمایش قرار گرفت. تغییرات انجام شده   ،توضی  داده شد 3-1که در بند   CTABاین روش با ایجاد تغییراتی در روش  

میکرولیتر مرکاپتواتانول به هر   2و همچنین اضرافه کردن  (درصرد به بافر اسرتخراج 3با غلظت    PVPاضرافه کردن بافر  شرامل  

 انجام شد. سلسیوسدرجه  65ها در حمام آب گرم  و سپس قرار دادن لوله 3نمونه قبل از مرحله 

 cDNAو ساخت   های گوناگون سیکلامنبخشاز    RNAاستخراج  

 Trizol  (Linو RNX-PLUS ، CTAB-LiCl  یهابا استفاده از روش یرانیا کلامنیسگوناگون  ی هابافتاز   RNA استخراج  

and Chen, 2008  )  آغاز  از  پیش    . گرفت  قرار  استفاده   موردهای بعدی توضی  داده شده است،  که در بخش  یی رهاییتغ  انجام با

درجه   121دقیقه در مای    20ها دو مرتبه به مدت  کلیه وسایل تیوب، هاون، فالکون و تیب   RNaseحذف    برای  RNAاستخراج  

درصد    75های مورد استفاده از جمله اتانول  بار اتوکلاو شدند تا به طور کامل استریل شوند. همه محلول  2/1و فشار    سلسیوس
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با   تیمار شده  آب  نسبت  )   DEPCبا  تهیه شدند1000به    1به  روش  RNA    استخراجاز    پس  . (  تدر همه    DNaseبا    مار یها 

(Sinaclon Co. 1u/µl-MO5401  ) ی منظور حذف آلودگ  به  DNA    دار  خانه  ی هاژن   مریدر مرحله بعد با استفاده از پرا   .شد انجام

PCR  تیفیک  یبررس  ی. براشود  حاصل  نانیاطم  یژنوم  یانجام شده است تا از حذف آلودگ  RNA    ها در همه روش  شده  استخراج،  

صورت گرفت. برای بررسی   ،یک و نیم درصد   )شرکت سیناکلون( با غلظت  آگارزژل    یرو  شده  استخراج    فرآوردهالکتروفورز  

 ی بردارنسخه   میبا استفاده از آنز  cDNAساخت  .  شد  گیریاندازه  نانودراپ  توسط  ها نمونه   غلظت،  RNAبیشتر کیفیت و کمیت  

 .شدانجام  oligo (dT)15و آغازگر  M-MuLV (Roche, Mannheim, Germany)معکوس 

 LiCl-CTABبه روش    RNAاستخراج  

مایع در هاون  نیتروژن  با گرم از هر نمونه  میلی  50انجام شد.    (2004و همکاران )  Gasic  این روش با ایجاد تغییراتی در روش 

  Tris-HClمولر،    CTAB   (  NaCl  2بافر    . شد  ریخته  RNaseلیتری استریل عاری از    میلی   5/1  لوله  یک   درچینی سرد پودر و  

( از قبل در حمام آب گرم به دمای  درصد PVP  2درصد و    CTAB  2(،   8pHمولر )میلی  EDTA  25(،   pH 8میلی مولر )  100

 درصد  2/0و مرکاپتواتانول  K (μg/ml 50)آنزیم پروتئیناز به همراه  CTABلیتر بافر یک میلی رسانده شد. سلسیوسدرجه  65

دقیقه در  10ند و سپس به مدت قرار گرفت سلسیوسدرجه  65دقیقه در حمام اب گرم  15ها به مدت ها اضافه شد. لولهبه لوله 

مولر   LiCl  4حجم    هم میلی لیتری مقدار    5/1دور در دقیقه سانتریفیوژ شدند. پس از انتقال  فاز رویی به لوله جدید    10000

در دمای    نگه داشته شدند. در مرحله بعد سانتریفیوژ  سلسیوسدرجه    4در دمای    ساعت  4ها به مدت  به هر لوله اضافه شد. نمونه

 ته لوله   دور در دقیقه انجام شد و پس از آن مایع رویی دور ریخته شد و به رسوب  12000دقیقه    30به مدت    سلسیوسدرجه    4

سپس    انکوبه شد.  سلسیوسدرجه    - 80ساعت در فریزر    2اضافه و به مدت    4به    1به نسبت    و ایزوپروپانول    مولر  2سدیم  استات  

که  در    ختهیرا دورر  ییمحلول رودور در دقیقه انجام شد.    12000دقیقه    20به مدت    سلسیوسدرجه    4سانتریفیوژ در دمای  

به    هالولهاضافه شد.    الیبه هر و   DEPCدرصد ساخته شده با آب    75اتانول    تریلیل یم  1شکل گرفت.    RNA  رسوبمرحله    نیا

 قه یدق  10  یبرا  سلسیوسدرجه    4  ی با دما  12000ها با دور  لوله.  شودجدا    لولهرسوب از ته  کم ورتکس شده تا    یلیخ  زانیم

اتانول   تریلیلیم  1  گرید  بارکیماند.    یباق  هالوله   یدر انتها  رسوب به صورت   RNAشد و    ختهیدور ر  ییفاز رو  .دیوژگردیفیسانتر

. سپس شودخشک  RNA  هاباز گذاشته رسوبدر مرحله بعد درب لوله  تکرار گشت. ییفاز رو ختن یمراحل تا دور ر هیاضافه و بق

  . شدحل  DEPCدر آب  RNAضربه زده تا  یها اضافه شد و به آراملولهبه  DEPCاز آب  تریکرولیم 25

 Trizolتغییر یافته  به روش    RNA استخراج  

  50به    Trizol  ترلییل یمیک  انجام شد.    Li and Chen, (2008) این روش با ایجاد تغییراتی در روش  در    RNA  استخراج   

 200  .شد  ونیاطاق با ورتکس سوسپانس  یدر دما  قهیدق  5حاصله به مدت    بی( ترک2شده اضافه شد.    پودر  هایاز نمونه   گرمیلیم

قرار  اطاق    یدر دما  قهیدق  15  یبرا  ها لوله  ورتکس شد.  هیثان   15  یبرا  ونیسوسپانسشد.    اضافه  لولهکلروفرم به هر    تریکرولیم

  قهیدق  15به مدت    سلسیوسدرجه    4  یدما  دور در دقیقه در  13000  دور  با  وژیفیسانتر  محلول رویی  کردن  جهت جدا . داده شد

 استخراج تا  قبلها افزوده و مراحل  الیکلروفرم به و تریکرولی م 200 گرید  بارکی منتقل شد.   دی جد لولهبه  یی رو ع یما  . شدانجام 

مولر )تهیه شده   2    استات آمونیوماز   تریکرولیم  250به همراه    زوپروپانولی از ا تریکرولیم  500.شدانجام    گریبار د  کی  ییفاز رو

به    RNAقطعات    بات؛یترک  نیدر حضور ا  نیاست، بنابرا  محلولریغ   زوپروپانولیدر ا  RNAاضافه شد.    لولهبه هر  (  DEPCبا آب  

سبب   نیعمل همچن  نیا.  ددا  لوله  یدر انتها  ایحالت گلوله  کی  لیتشک  وژ،یفیو در اثر سانتر  هکلاف درآمد   ای  ایصورت توده 

با آب    75اتانول    تریلیلیم  1 الکل شد.  -حذف محلول نمک اتانول سبب   لولهبه هر    DEPCدرصد ساخته شده   . اضافه شد 

. در واقع اتانول،  کندیدر خارج از محلول کمک م کینوکلئ هایدیدر محلول شده و به رسوب اس کینوکلئ هایدیاس زدایینمک

 زانیبه م  ها لوله  . کندیکمک م  RNAبه رسوب    و کند  میآب را از آن حذف    هایداده و مولکول  رییرا تغ  DNA  یونی  تیظرف

  وژ یفیسانتر  قهیدق  10  یبرا  سلسیوسدرجه    4  یبا دما  12000ها با دور  لوله .  شودجدا    رسوب از ته لولهکم ورتکس شده تا    یلیخ

اتانول اضافه و    تریلیلیم  1  گرید  بارکیماند.    یباق   هالوله   یدر انتها   رسوببه صورت    RNAشد و    ختهیدور ر  یی فاز رو  .دیگرد

 25. سپس  شودخشک    RNA  هاباز گذاشته رسوبدر مرحله بعد درب لوله   تکرار گشت.  ییفاز رو  ختنیمراحل تا دور ر  هیبق

   . شدحل  DEPCدر آب   RNAضربه زده تا   یها اضافه شد و به آراملولهبه  DEPCاز آب  تریکرولیم

 plus-RNXبه روش    RNA استخراج  
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( و بر اساس روش کار شرکت  .Sinaclon Co)  RNX-plusهای گوناگون سیکلامن با استفاده از کیت  از اندام  RNA  استخراج   

سرد     RNX  تریکرولیم  1000  شد.   ختهیر  یتریلیلیم2  های لولهدر    ی اهی گرم از بافت پودر شده گیلیم 50سیناکلون انجام شد.  

کلروفرم    تریکرولیم  200اتاق گذاشته شد.  ی در دما  قهیدق  5و سپس    هیثان  10به مدت    انجام ورتکس   . شدبه بافت پودر شده اضافه  

دور   12000با  فوژیها در سانترنمونه گذاشته شد. خی یرو قهیدق 5 .ها با دست سر و ته شدلوله هیثان 15. به مدت دیاضافه گرد

 یتر یل  یلیم  5/1لوله    کی را به دقت جدا و در    ییفاز رو  شد.  گذاشته  قهیدق  15به مدت    سلسیوسدرجه    4یدما  در  قهیدر دق

گذاشته  خی یرو قهیدق 15به مدت و  ته و  سر یبه آرامها لوله سرد اضافه گشت. زوپروپانولیا تریکرولیم 1000. انتقال داده شد 

دور    ییرو  عیسپس ما   گذاشته شد.  قهیدق  15  یبرا  سلسیوسدرجه    4  یر دماور در دقیقه دد  12000با    وژیفیسانتردر    شد.

  7500با    وژیفیردر سانتها  . نمونهبا دست ورتکس انجام شد  ی به آرام  و   اضافهها  به لوله  %75اتانول    تریکرولیم  100  شد.  ختهیر

دستمال   یو رو  ختهیرا دور ر  وبیکروتیداخل م  عیسپس ما  گذاشته شد.  قهیدق  8  یبرا  سلسیوسدرجه    4در  دور در دقیقه  

درجه    - 20در  و    ه اضاف  RNAبه رسوب    DEPCآب    تریکرولی م 25نهایت  در    . شوندتا به طور کامل خشک   برگردانده شد  لیاستر

   شد. یدارمدت نگه سلسیوس

  RNAها در سطح  بیان آن بررسی امکان و DNA هاینمونه  دار درهای خانهژنتکثیر 

 ،18S دارخانه یهاژن ( و شرناسراییPCRای پلیمراز )در واکنش زنجیره  DNAهای  نمونه  کاراییارزیابی  در مرحله بعد برای 

   گرفت. قرار یبررس مورد  هابا استفاده از آغازگرهای ویژه آن  PCR واکنش 1a-EF و  (TUB) نیبتاتوبول  (،ACT) نیاکت

  RNAهای  ی کارایی نمونهبررسر یبرا ی،رانیا  کلامنیسر  اهیگ گوناگون  یهابافتکل از   RNAاسرتخراج  در مرحله بعد پس از  

  یبردار نسررخه میبا اسررتفاده از آنز  cDNAانجام شررد. سرراخت   RT-PCRآزمون  دار های خانهو بیان ژن  RT-PCRدر واکنش  

قبل از انجام واکنش    .(1)جدول   صرورت گرفت  Oligo(dT)15( و آغازگر Roche, Mannheim, Germany) M-MuLVمعکوس 

 10 هادر همه نمونه  RT-PCRمورد اسررتفاده برای   RNAها انجام شررد. غلظت  در همه نمونه  RNAیکسرران سررازی غلظت   

 یبوزومیر یهاژنهای خانه دار با اسرتفاده از آغازگرهای اختصراصری  بیان ژن  cDNAمیکروگرم در نظر گرفته شرد. بعد از سراخت 

18Sنی، اکت (ACTبتاتوبول ،)نی (TUB  و )EF-1a مورد بررسی قرار گرفت. 
 

 .دارخانه یهاژن  انیب یالگو یبررس در استفاده مورد یآغازگرها یها  یژگیو  -1 جدول

Table 1. The properties of primers used in reference genes expression evaluation. 
 ژن نام

Gene 

name 

 یتوال

Sequence 
 آغازگر نام

Primer 

name 

 ریتکث قطعه طول

 شده 

Fragment 

length 
TUB 5´-GCTTTCAACACCTTCCTTCAG-3´ 

5´-GGGGCGTAGGAGGAAAGC-3´ 
F -Tub  

R -Tub  
باز  جفت 600  

600 bp 

ACT 5´-GACTCAAATTATGTTCGAGACATTCAAC-3´ 
5´-TCGCATTTCATGATGGAGTTGTAG-3 

F -Act  

R -Act  
باز جفت 501  

501 bp 

18S 5´-CGCGCAAATTACCCAATCCTGACA-3´ 
5´-TCCCGAAGGCCAACGTAAATAGGA-3´ 

F -18S  

R -18S  
باز  جفت 416  

416 bp 

EF-1a 5´-CGTGGATTCGTCGCATCTAAC-3´ 
5´-CCGCCTGTCAATCTTGGTCAT-3´ 

F - EF  

R - EF  
باز جفت 183  

183 bp 
 

دار با توجه به اندازه نوارها خانه  هایژن  یآغازگرها  برای  پلیمراز  ایاستفاده شده در واکنش زنجیره  ییو دما   یزمان   یبرنامه ها 

 شد.  می( تنظ2و استفاده از منابع مرتبط در جدول )
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 .دارخانه یها ژن یآغازگرها یبرا پلیمراز ایزنجیره واکنش در  شده استفاده ییدما  و ی زمان یها  برنامه  -2 جدول

Table 2. Time and temperature programs used in polymerase chain reaction for reference genes primers.  

 

 جینتا
 افته ی   رییتغ  SDS و  CTAB  روش  به   کلامنیس از  شده  استخراج   DNA  جینتا

  که  طور  همان   . شد  انجام  CTAB  و   SDS  افتهی  رییتغ یها روش  با   ی رانیا  کلامن یس  برگ   و  گلبرگ   نمونه  از  DNA  استخراج   

  افتهیرییتغ  SDS  روش  با   ی رانیا  کلامنیس  برگ   و  گلبرگ  نمونه  از  شده  استخراج    DNA  یهانوار   است،  شده  داده  نشان  1  شکل  در

ها نشان  تر از بقیه اندامدر هیپوکوتیل کم رنگ  کل  DNAنوارهای    بود.  ی برخوردارهتراز کیفیت ب  ،هاروشدیگر    با  سهیمقا  در

 .بودتر های گلبرگ و برگ به ترتیب پررنگدر نمونه DNA نوار داده شد. در حالیکه

 
  A  )DNA  .چاهک.  %1  آگارز  ژل  یرو  ایرانی  کلامنیس  گوناگون   ی هااندام   از  شده  استخراج    یژنوم  DNA  یالکتروفورز   یالگو    -1  شکل

 B  )DNA.  تغییریافته(  CTAB:  4تغییریافته،    SDS ،  2  :CTAB  ،3  :SDS:  1)  های مختلفبا روش  از گلبرگ  استخراج شده

از هیپوکوتیل    استخراج شده  C  )DNA  تغییریافته(  CTAB:  4تغییریافته،    SDS  ،2  :CTAB  ،3  :SDS:  1از برگ )  استخراج شده

 . تغییریافته( CTAB:  4تغییریافته،   SDS  ،2  :CTAB  ،3  :SDS:  1)مختلف    یهابا روش 
Fig. 1. Electrophoresis template of genomic DNA extracted from different organs of Iranian cyclamen on agarose 

(1%) gel. A) Extracted DNA from petal by different methods (1: SDS, 2: CTAB, 3: modified SDS, 4: 

modified CTAB). B) Extracted DNA from leaf by different method (1: SDS, 2: CTAB, 3: modified SDS, 

4: modified CTAB) C) Extracted DNA from hypocotyl by different method (1: SDS, 2: CTAB, 3: 

modified SDS, 4: modified CTAB). 
 

 های مورد آزمایش با روش  برگ  و  هیپوکوتیل  ، گلبرگ  نمونه  از شده  استخراج   DNA  نانودراپ  جینتا

 CTAB  و  SDS  افتهی   رییتغ  یهاروش  با  کلامنیس  گل  هیپوکوتیل  و  گلبرگ  ،برگ  نمونه  از  شده  استخراج    DNA  نانودراپ 
  یرانیا  کلامنیو گلبرگ س  هیپوکوتیل  ،برگ  یهانمونه  نینشان داده شده است، در ب  3  شماره  لهمان طور که در جدو  .شد  نجاما

  DNA استخراج . بوددر نمونه هیپوکوتیل  CTAB( مربوط به روش تریکرولینانوگرم در م 310 ن یانگی)م DNAغلظت  نیکمتر

( داشت بلکه از  1/2  یال  2دامنه    A260/280)نسبت    یینه تنها خلوص بالها  در همه نمونه  افتهی  رییتغ  SDS  روش  با استفاده از

روش    ن یاز ا  DNAغلظت    ن یانگیم  نیشتریب  و  برخوردار بود  زی( نتریکرولینانوگرم در هر م  1829)غلظت    یی عملکرد به نسبت بال 

 طویل شدن نهایی

Final elongation 
ه  خ ر ا  چ ه  

Cycles 
ن  د ش ل  ی و  ط

Extension 

ل  ا ص ت  ا
Annealing  

ت  ش ر س ا  و
Denaturation 

ت  ش ر س ا و ز  ا غ  آ
Initial 

denaturation 

ر  گ ز ا غ  آ
Primer 

4 min at 72 °C 36 30 sec at 72 °C 30 sec at 60 °C 45 sec at 94 

°C 
5 min at 94 °C F -Tub  

R -Tub  
4 min at 72 °C 36 1.45 sec at 72 

°C 
1 sec at 58 °C 1 sec at 94 °C 5 min at 94 °C F -Act  

R -Act  

4 min at 72 °C 36 1 sec at 72 °C 1 sec at 60 °C 30 sec at 94 

°C 
5 min at 94 °C F -18S 

R-18S  

4 min at 72 °C 36 30 sec at 72 °C 30 sec at 60 °C 45 sec at 94 

°C 
5 min at 94 °C F-EF-1a  

R-EF-1a  
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از غلظت و کیفیت بیشتری برخوردار بود. در هر دو   ،ها استخراج شده در نمونه گلبرگ نسبت به سایر اندام DNA  به دست آمد.

 های عادی به دست آمد.  با غلظت بالتری نسبت به روش  DNA ،تغییریافته SDSتغییریافته و   CTABروش 

 

  گلبرگ   ، برگ  از  گوناگون یهاروش  هب شده  استخراج    یژنوم  DNA  یهانمونه  در  نانودراپ  کمک  هب  ینور  جذب  ج ینتا  - 3  جدول

 . یرانیا کلامنیس لیپوکوتیه و

Table 3. Nanodrop results of extracted genomic DNA by different methods from leaf, petal and hypocotyl in 

Iranian cyclamen. 

 ف یرد

No. 

 نام روش 

Method name 
DNA  ها از انواع بافت شده استخراج 

Sample type 
 غلظت 

Concentration (ng/µl) 

A260 A280 260/280 260/230 

1 SDS 
 

 leaf 501.5 22.12 12.26 1.81 1.55 برگ

2 Modified SDS برگ leaf  1451.3 24.441 12.582 2.08 2.26 

3 CTAB برگ leaf 445.6 23.20 13.80 1.68 1.56 

4 Modified CTAB 
 

 leaf  1369.1 23.629 13.221 2.06 2.26برگ 

5 SDS  گلبرگPetal 566.9 28.50 15.83 1.80 1.81 

6 Modified SDS   گلبرگPetal  1829.7 28.544 12.621 2.08 2.1 

7 CTAB  گلبرگPetal 410.8 27.10 16.42 1.65 1.71 

8 Modified CTAB   گلبرگPetal  1611.3 31.156 16.921 2.04 2.13 

9 SDS  هیپوکوتیلhypocotyl 398.5 24.10 13.02 1.85 1.45 

10 Modified SDS   هیپوکوتیلhypocotyl  697.9 22.90 10.90 2.1 2.23 

11 CTAB  هیپوکوتیلhypocotyl 310.4 21.90 12.80 1.71 1.50 

12 Modified CTAB   هیپوکوتیلhypocotyl  565.7 25.34 12.06 2.12 2.09 

 

روش    در هر دو  پروتئینی  آلودگی  و    SDSمیزان  روشپایین  ،تغییریافته  CTABتغییریافته  از  مقدار  تر  و  بود  عادی  های 

در    A260/280  65/1نسبت  قرار گرفت. بیشترین میزان آلودگی پروتئینی با    1/2الی    7/1ها در دامنه قابل قبول  آن   260/280

 آمد.   دستبه  CTABنمونه گلبرگ استخراج شده با روش معمولی 

به  7/1تر از پایین CTABو   SDSهای عادی برگ و هیپوکوتیل به دست آمده از روش  DNAهای در نمونه  260/230نسبت  

به دست آمده از   DNA  .و ترکیبات آلی است  ، پلی ساکاریدهانمکمانند  هایی  وجود آلینده  بیانگر  دست آمد که این مقدار  

 260/230های کمتری بود به طوری که نسبت  دارای کیفیت بهتر و آلینده  ، های تغییر یافته و عادینمونه گلبرگ در همه روش

 . بود 7/1از ها بالتر در همه نمونه

 نیتوبول  ژن  ی برا کلامن یس  از شده  استخراج    DNA  پلیمراز  ایزنجیره  واکنش   

  برگ   و   گلبرگ  ،هیپوکوتیل  از  شده  استخراج    DNA  یهانمونه  در  نیتوبول  ژن  شناسایی   برای    پلیمراز  ایزنجیره  واکنش   جینتا

  ژن  به  مربوط  ریتکث  از  حاصل  یباز  جفت  600  یهانوار  ،دیده می شود    2  شکل   در  که  طور  همان.  بود  مثبت  یرانیا  کلامنیس
 باشد. یم  SDS و  CTAB های تغییریافتهروش با  ی رانیا کلامنیس یهانمونه  از شده استخراج  DNA نیتوبول

    10    9   8   7  6   5   4  3   2   1 
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های الکتروفورز  نمونه   .یرانیا   کلامنی س  گوناگون  یهااندام از    شده  استخراج    DNA  یهانمونه  در   TUB  دارخانه  ژن  از  یبخش  ریتکث    -2  شکل

شده از    استخراج  های  در نمونه   TUB  دارخانه ژن    از  یبخش   ریتکث،  (1)  یمنف  کنترلهای مختلف به ترتیب شامل؛  شده در چاهک 

  استخراج  های  در نمونه   TUB  دارخانهژن    از  یبخش  ریتکث.  (4هیپوکوتیل )  و  (3برگ )  ،(2)  در نمونه گلبرگ  افته ی  ر ییتغ  SDSروش  

  با روش   TUB  دارخانه ژن    از  یبخش  ریتکث  (.7( و هیپوکوتیل )6برگ )   ،(5تغییر یافته در نمونه گلبرگ )  CTABشده از روش  

SDS  ( 8در نمونه گلبرگ)،  ( 9برگ )  نشانگر وزن مولکولی .DNA  (10). 
  Fig. 2. Amplification of a segment of TUB housekeeping gene in DNA samples isolated from different organs of 

Iranian cyclamen on agarose (1%) gel. The samples electrophoresed in different wells include; Negative 

control (1), amplification of a part of the TUB housekeeping gene in the samples isolated from modified 

SDS method in petal (2), leaf (3) and hypocotyl (4) samples. Amplification of a segment of the TUB 

housekeeping gene in samples isolated from modified CTAB method in petal (5), leaf (6) and hypocotyl 

(7) samples. Amplification of a segment of TUB housekeeping gene by SDS method in petal sample (8), 

leaf (9). DNA molecular weight Marker (10). 
 

 ن یاکت  ژن  ی برا  کلامنیس یها نمونه  از شده  استخراج    DNA  پلیمراز  ای زنجیره  واکنش

  برگ   و  گلبرگ  ،هیپوکوتیل  نمونه  از  شده  استخراج    DNA  یهانمونه   در  نیاکت  ژن  یبرا  پلیمراز  ایزنجیره  واکنش  جینتا 

  مربوط  ریتکث  از  حاصل  یباز   جفت  501  یهانوار  . نشد  دهید  یاقطعه  چ یه  ،کنترل  به  مربوط  نمونه  در  و   بود  مثبت  یرانیا  کلامنیس

)شکل   باشدیم افتهی رییتغ  SDS و  CTAB شده استخراج  روش  با یرانیا کلامنیس نمونه از شده استخراج  DNA نیاکت ژن به

3). 

 18Sژن    یبرا  کلامنیس  نمونه   زاستخراج  شده ا  DNAای پلیمراز  واکنش زنجیره

  ی نوارها تشکیل    افتهی   رییتغ  SDSو    CTAB  در هر دو روش  یرانیا  کلامن یس  DNAهای  در نمونه  18Sژن    PCRمحصول  

  یهانمونه همه  در نیهمچن وکنترل مثبت نمونه در  18Sمربوط به ژن  ری. تکث(4در ژل الکتروفورز داد )شکل  یباز جفت 416

ژن  قطعه    از  نمونه  بودن  یعار  انگرینشان نداد که ب  یگونه نوار  چیگروه شاهد ه  یداده شد. کنترل منف  صی تشخاستخراج  شده  

18S است  . 

 

 

 

 

600 bp 
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های الکتروفورز شده در  نمونه   ی.رانیا  کلامنیس  گوناگون  یهااندام از  شده    استخراج    DNA  یهانمونه   در  ACT  ژن  از  یبخش  ریتکث  -3  شکل

  ر یتکثی،  منف  کنترل(  2،  (1Kb DNA Ladder, Fermentas)  ینشانگر وزن مولکول(  1های مختلف به ترتیب شامل؛  چاهک 

( و هیپوکوتیل 4برگ ) ،(3در نمونه گلبرگ ) افتهیرییتغ  SDSشده از روش  استخراج های در نمونه ACT دارخانه ژن  از یبخش

(  7برگ )  ،(6تغییر یافته در نمونه گلبرگ ) CTABشده از روش    استخراج  های  در نمونه  ACT  دارخانهژن    از   یبخش  ریتکث(.  5)

 (.  8و هیپوکوتیل )
Fig. 3. Amplification of a segment of ACT gene in DNA samples isolated from different organs of Iranian 

cyclamen. The samples electrophoresed in different wells include; 1) molecular weight marker (1Kb DNA 

Ladder, Fermentas), 2) negative control, amplification of a segment of the ACT housekeeping gene in the 

samples separated by modified SDS method in petal (3), leaf (4) and hypocotyl (5) samples. Amplification 

of a segment of the ACT housekeeping gene in samples isolated from modified CTAB method in petal 

(6), leaf (7) and hypocotyl (8) samples.  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

های الکتروفورز شده در  نمونه   ی.رانیا  کلامنی س  گوناگون  یهااندام از  شده    استخراج    DNA  یهانمونه  در  18S  ژن  از  یبخش  ریتکث  -4  شکل

 DNA)  کنترل مثبت  (2،  (1Kb DNA Ladder, Fermentas)  ینشانگر وزن مولکول(  1های مختلف به ترتیب شامل؛  چاهک 

در   افته ی  رییتغ   SDSروش    ازشده    استخراج  های  در نمونه   18S  دارخانهژن    از  یبخش  ریتکثی،  منف  کنترل  (18S  ،)3ژن    یدارا 

 CTABشده از روش    استخراج  های  در نمونه  18S  دارخانهژن    از  یبخش  ریتکث(.  6( و هیپوکوتیل )5برگ )  ،(4نمونه گلبرگ )

 (.9( و هیپوکوتیل )8برگ )  ،(7تغییر یافته در نمونه گلبرگ )
Fig. 4. Amplification of segment of 18S gene in DNA samples isolated from different organs of Iranian cyclamen. 

The samples electrophoresed in different wells include; 1) molecular weight marker (1Kb DNA Ladder, 

Fermentas), 2) positive control (DNA with 18S gene), 3) negative control, amplification of a segment of 

the 18S housekeeping gene in the samples isolated from the modified SDS method in the petal sample 

(4), leaf (5) and hypocotyl (6). Amplification of a segment of the 18S housekeeping gene in samples 

isolated from modified CTAB method in petal (7), leaf (8) and hypocotyl (9) samples. 

501 bp 

416 bp 
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 1a-EF  ژن  ی برا  کلامنیس یها نمونه  از شده  استخراج    DNA  پلیمراز  ای زنجیره  واکنش

  کلامن یس  برگ  و  گلبرگ  ،هیپوکوتیل  نمونه  از  شده  استخراج    DNA  در  EF-1a  ژن  یبرا  پلیمراز  ایزنجیره  واکنش  جینتا

-EF  ژن  ریتکث   از  حاصل  یباز   جفت  183  یهانوارتولید    .نشد  دهید  یاقطعه   چیه  کنترل  به  مربوط  نمونه  در  و  بود  مثبت  یرانیا

1a  در  DNA    استخراج    روش  در هر دو  ی رانیا  کلامنیس  های اندام  از  شده   استخراج  CTAB    وSDS  مشاهده شد    افتهی   رییتغ

 . (5)شکل 

 
های الکتروفورز شده  نمونه  ی. رانیا  کلامنیس  گوناگون  یهااندام از  شده    استخراج    DNA  یهانمونه  در  EF-1a  ژن  از  یبخش  ریکثت -5  شکل

ژن    از  یبخش  ریتکث(  3(،  EF-1aژن    یدارا   DNA)  کنترل مثبت  (2  ی،منف  کنترل(  1های مختلف به ترتیب شامل؛  در چاهک 

ژن    از  یبخش  ریتکث،  (100bp DNA Ladder)   ینشانگر وزن مولکول(  4در نمونه گلبرگ،    SDSمعمولی    با روش  EF-1a  دارخانه 

  ر یتکث(.  7( و هیپوکوتیل )6برگ )  ،(5در نمونه گلبرگ )  افته ی  رییتغ  SDSشده از روش    استخراج  های  در نمونه   EF-1a  دارخانه 

( و هیپوکوتیل  9برگ )  ،(8تغییر یافته در نمونه گلبرگ )  CTABشده از روش    استخراج  های  در نمونه  EF-1a  دارخانهژن    از  یبخش

(10 .) 
Fig. 5. Amplification of a segment of EF-1a gene in DNA samples isolated from different organs of Iranian 

cyclamen. The samples electrophoresed in different wells include; 1) Negative control, 2) Positive control 

(DNA with EF-1a gene), 3) Amplification of a segment of the housekeeping gene EF-1a by standard SDS 

method in the petal sample, 4) Molecular weight marker (100bp DNA Ladder), Amplification a segment 

of the housekeeping gene EF-1a in the samples isolated by the modified SDS method in the petal (5), leaf 

(6) and hypocotyl (7) samples. Amplification of a segment of the housekeeping gene EF-1a in samples 

isolated from modified CTAB method in petal (8), leaf (9) and hypocotyl (10) samples. 
 

  ی رانی ا  کلامن یس  نمونه  از  شده  استخراج  RNA  تیفیک

  RNX-Plus  و  CTAB-LiCl، تغییریافته   Trizol  روش سه با  ی رانیا کلامنیس گلبرگ  از شدهاستخراج  RNA یسنج تیفیک

  RNA  استخراج  اگرچه  .  ندداشت  ی رانیا  کلامنیس  یهابافت  از  RNA  استخراج    ییتوانا  روش  سه  هر  بیبه تقر  . (6  )شکل   شد  نجاما

و کمترین   تغییریافته    Trizol  روش  مربوط به  RNAبهترین وضوح باند    به طور کلی  کارایی خوبی نداشت. CTAB-LiClبا روش  

   . بود CTAB-LiClوضوح مربوط به روش 
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  یرو   بر  یرانیا  کلامنیس  گوناگون  یهااندام   از  IIIو    I  ،IIدر سه تکرار    (S28  وS18)  شده  استخراج    کل  RNA  یالکتروفورز   یالگو   -6  شکل

  ، RNX-plus روش به استخراج شده برگ CTAB-LiCl ،2) RNA به روش استخراج شده برگ I : 1) RNA. %5/1 آگارز ژل

3)  RNA    به روش    استخراج شدهبرگTrizol  تغییریافته  .II   :1  )RNA  به روش  استخراج شده  گلبرگ  CTAB-LiCl  ،2 )

RNA  به روش    استخراج شده  گلبرگRNX-plus،  3  )RNA  به روش    استخراج شده  گلبرگTrizol  تغییریافته  .III   :1  )RNA  

شده  هیپوکوتیل روش  استخراج  شده  هیپوکوتیل  CTAB-LiCl  ،2  )RNA  به  روش    استخراج   RNX-plus،  3  )RNAبه 

 تغییریافته   Trizolبه روش    استخراج شده  هیپوکوتیل
Fig. 6. Electrophoresis template of RNA (18S and 28S) in three replicates I, II and III extracted from different 

organs of Iranian cyclamen on agarose (1.5%) gel. I: 1) Extracted RNA from leaf by CTAB-LiCl method, 

2) Extracted RNA from leaf by RNX-plus method, 3) Extracted RNA from leaf by modified Trizol 

method. II: 1) Extracted RNA from petal by CTAB-LiCl method, 2) Extracted RNA from petal by RNX-

plus method, 3) Extracted RNA from petal by modified Trizol method. III: 1) Extracted RNA from 

hypocotyl by CTAB-LiCl method, 2) Extracted RNA from hypocotyl by RNX-plus method, 3) Extracted 

RNA from hypocotyl by modified Trizol method. 

 

 

 کلامن یس  گل  برگ  و  هیپوکوتیل  ، گلبرگ  نمونه  از شده  استخراج   RNA  نانودراپ  جینتا

-RNXو    CTAB-LiClتغییر یافته،    Trizol  روش  سهبا    یران یا  کلامنیس  گیاهاز    شدهاستخراج     کل  RNA  یسنجتیکم  جینتا

Plus    کمترین غلظت    ارائه شده است.  4در جدولRNA  ( مربوط به روش    97/43کل استخراج شده ،)نانوگرم در میکرولیتر

CTAB-LiCl  و بهترین کیفیت ( تریکرولینانوگرم در م 1655غلظت  نیانگی)ماز هیپوکوتیل بود. بیشترین غلظتRNA   کل، از

  در همهکل    RNAمقدار    Trizolیافته و نمونه برگ سیکلامن ایرانی به دست آمد. به طور کلی، در روش    تغییر  Trizolروش  

با    برگکل   RNAاستخراج   برخوردار بود.    RNX-Plusروش    با   سهیمقا  در  بیشتریغلظت به نسبت  از    ی رانیا  کلامنیس  هایاندام
  ز ین  یی( داشت بلکه از عملکرد به نسبت بال1/2یال2دامنه    A260/280)نسبت    یی نه تنها خلوص بال   Trizolاستفاده از روش  

     برخوردار بود.
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  و   گلبرگ  ،برگ  از  گوناگون  یهاروش   بهاستخراج    کل   RNA  یهانمونه  در  نانودراپ  کمک  هب  ینور  جذب  ج ینتا  -4  جدول

 .کلامنیس هیپوکوتیل

Table 4. Nanodrop results of extracted genomic RNA by different methods from leaf, petal and hypocotyl in 

Iranian cyclamen. 

 

  cDNA  ساخت  جینتا

با    RNX-Plus  و  Trizol  روش  دو  با  یرانیا  کلامنیس  هیپوکوتیلبرگ، گلبرگ و    از  شده  استخراج    RNA  از  cDNA  ساخت

مناسب و کافی نبود در    CTAB-LiClشده از روش    استخراج    RNAاز آنجایی که مقدار و کیفیت    .(5)جدول    شد  انجامموفقیت  

  روش اما    بود   خوب  RNX-Plusو      Trizol  روش  دو   هر  در  cDNA  ساخت  ، . به طور کلینشد  این مرحله از آزمایش استفاده  

Trizol بود. برخوردار یبهتر عملکرد از افتهیرییتغ 
 

از   گوناگون  یهاروش  بهاستخراج شده    RNAشده از    ساخته  cDNA    یهانانودراپ در نمونه  کمک  به  نور جذب  جینتا -5  جدول

 کلامنیسگل  لیپوکوتیه  وگلبرگ  ،برگ

Table 5. Nanodrop results of cDNA made from extracted RNA by different methods from leaf, petal and hypocotyl 

in Iranian cyclamen. 

 ردیف 

N

o 

 شده  استخراج  نمونه 

Sample type 

 نام روش 

Method 

name 

 غلظت 

Concentration 

(ng/µl) 

A260 A280 260/28

0 

260/23

0 

1  

RNA برگ گل 

Petal RNA 

 

Trizol 1387.7 19.464 9.269 2.10 2.15 

2 RNX 1191.3 28.528 13.79

3 

2.11 2.22 

3 CTAB-LiCl 101.2 21.544 10.88

1 

1.98 2.02 

4  

RNA   برگ 

Leaf RNA  

Trizol 1655.7 26.262 13.06

6 

2.01 2.11 

5 RNX 1508.9 33.162 15.90 2.19 2.12 

6 CTAB-LiCl 53.9 28.91 15.14 1.91 2.03 

7  

RNA هیپوکوتیل 

Hypocotyl 

RNA  

Trizol 1245.6 14.237 6.812 2.09 1.99 

8 RNX 1069.1 19.487 9.269 1.99 1.98 

9 CTAB-LiCl 43.97 18.197 8.234 2.21 1.99 

رد

 ف ی

No

. 

    استخراج نمونه 

 شده 

Sample 

type 

 روش  نام 

Metho

d name 

 غلظت 

Concentrati

on 
(ng/µl) 

A260 A280 
260/2

80 

260/2

30 

1 
RNA  
 گلبرگ

Petal 

RNA 

RN

X 
972.2 

13.2

56 

6.27

5 
1.54 1.64 

2 
Triz

ol 
1187.1 

12.6

15 

6.97

3 
2.1 2.19 

3 
RNA  
 برگ 

Leaf 

RNA 

RN

X 
1031.8 

34.9

31 

21.2

02 
2.11 2.15 

4 
Triz

ol 
1246.6 

18.3

95 

8.70

5 
2.11 2.22 
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  و    6/1246  مقدار  با  افتهی  رییتغ  Trizol  یهاروشدر    بی دست آمده به ترت  به  cDNAمقدار    یافته های پژوهش،  اساس  بر 

 ی دارا  ،نمونه برگ  در  تریکرول یم  بر  نانوگرم  8/1031  مقدار  با  RNX-Plus  روشدر برگ و گلبرگ و    تریکرولیم  بر  نانوگرم  1/1187

  طول   دردست آمده    به  ینور  جذب  یهانسبت  ،کل   RNA  از  cDNA  ساخت  جینتا  اساس  بر   .بودند  cDNA  غلظت  نیشتریب

  و  ینیپروتئ  یآلودگ بودن  نیپائ دهنده  نشان بیترت به نانومتر (2/2تا 95/1) A260/230 و  (11/2تا 89/1) A260/280 یهاموج

  دو  با یرانیا کلامنیس از شده استخراج  RNA از حاصل cDNA  به  مربوط  یهانوار   باشند.یم ی دیساکاریپل  و فنولییپل یآلودگ

  به روش دو  هر در cDNA  ساخت . (7)شکل  است مشاهده قابل در ژل الکتروفورز  ریاسم صورت به  RNX-Plus و  Trizol  روش

  برخوردار  یبهتر  تیفیک  از   نانودراپ  از  آمده  دستبه  جینتا  ن یهمچن  و  نوار  نظر  از  افتهی  رییتغ    Trizol  روشاما    شد  انجام  یخوب

 بود.

 
  1 شماره چاهک. %5/1 آگارز ژل یرو بر یرانیا  منکلایس گوناگون یهااندام  از  شده ساخت cDNA محصول یالکتروفورز   یالگو -7 شکل

  استخراج    RNA  از   cDNA  ساخت  ( 4  و  3  ،افتهیرییتغ    Trizol  روش  به   برگ  از  شده  استخراج    RNA  از   cDNA  ساخت  (2  و

 (. 1Kb DNA Ladder Mix, Fermantas)  یملکول  وزن  نشانگر  (RNX-Plus،  5  روش  به  برگ  از  شده

Fig. 7. Electrophoresis template of cDNA product from different organs of Iranian cyclamen on agarose (1.5%) 

gel. Well no. 1 and 2: cDNA product of extracted RNA from leaf by modified Trizol method. Well no. 3 

and 4: cDNA product of extracted RNA from leaf by RNX-Plus method. Well no. 5: 1Kb DNA Ladder. 

 

 PCR-RTبا استفاده از آزمون   ی رانی ا  کلامن یس  اهیگ  در  ن یاکت  ژن  انیبامکان   یبررس

 مورد   یها  قطعه  و   انجام  مرازیپل  یارهیزنج  واکنش   ،نیاکت   ژن  یهاآغازگر  از  استفاده  با   cDNA  زیآمتیموفق  ساخت  از  پس 

  وجود ،شودیم  دهید 8 شکل در که همان طور  .شد یگذار بار درصد 1 آگارز ژل یبررو الکتروفورز با باز جفت 501 ولطبه نظر

 لیپوکوتیهبرگ، گلبرگ و    در  شده  هساخت  cDNA  خوب  تیفیک  کننده   دییتا  مربوطه  نیاکت  ژن  یهاقطعه  به  مربوط  یهانوار

  باشد.یم

 

 

5 RNA  
 ل یپوکوتیه

Hypocot

yl RNA 

Triz

ol 
919.7 

10.0

09 

4.77

7 
1.81 1.85 

6 RN

X 
853.4 

11.5

92 

5.73

5 
1.65 1.86 

5       4       3      2       1   

9  8  7  6  5  4  3  2  1  
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  ی هاروش  کمک هب یرانیا کلامن یس گوناگون یهااندام  از شده استخراج  RNA  از استفاده با نیاکت ژن  cDNA از یبخش ریتکث -8 شکل

شده   ساخت نیاکت ژن  2)  cDNA  ، (1Kb DNA Ladder Mix, Fermantas) یمولکول وزن نشانگر (1 شماره چاهک. مختلف

حاصل    RNAشده از    ساخت  نیاکت  ژن  cDNA  (4  ،)آب(  یمنف  کنترل  (3  ،لیپوکوتیه. در  RNX-Plus  روش  حاصل از  RNAاز  

  cDNA  (6  گلبرگ،  در.RNX-Plus  حاصل از روش  RNAشده از    ساخت  نیاکت  ژن  cDNA(  5  ،. در برگRNX-Plus  از روش

حاصل   RNAشده از    ساخت  نیاکت  ژن  cDNA(  7در برگ،    افتهیرییتغ    Trizolحاصل از روش    RNAشده از    ساخت  نیاکت  ژن

در   افتهیرییتغ    Trizolحاصل از روش    RNAشده از    ساخت   نیاکت  ژن  cDNA(  8  ،لیپوکوتیهدر    افتهیرییتغ    Trizolاز روش  

 .در برگ  افتهیرییتغ    Trizolحاصل از روش    RNAشده از    ساخت  ن یاکت  ژن  cDNA(  9گلبرگ،  
Fig. 8. Amplification of a cDNA segment of ACT by using extracted RNA from different organs of Iranian 

cyclamen. Well no. 1: 1Kb DNA Ladder. Well no. 2: cDNA product of ACT by using extracted RNA 

from hypocotyl by RNX-Plus method. Well no. 3: Negative control. Well no. 4: cDNA product of ACT 

by using extracted RNA from leaf by RNX-Plus method. Well no. 5: cDNA product of ACT by using 

extracted RNA from petal by RNX-Plus method. Well no. 6: cDNA product of ACT by using extracted 

RNA from leaf by modified Trizol method. Well no. 7: cDNA product of ACT by using extracted RNA 

from hypocotyl by modified Trizol method. Well no. 8: cDNA product of ACT by using extracted RNA 

from petal by modified Trizol method. Well no. 9: Positive control. 
 

 PCR-RTاستفاده از آزمون    با   ی رانی ا  کلامن یس  اهیگ در  18S  ژن  انیبامکان   یبررس

 مورد   قطعات  و  انجام  مرازیپل  یارهیزنج  واکنش  ،18S  شده  ذکر  یهاآغازگر  از  استفاده   با  cDNA  زیآمتیموفق  ساخت  از  پس 

 ژن  یهاقطعه   به  مربوط  ی هانوار  تک  وجود  ،9  شکلدر    .شد  دهید  درصد  1  آگارز  ژل  الکتروفورز  با  باز  جفت  416  طول  به  دید

18S  خوب  تیفیک  کننده  دییتا  cDNA  یبال  تیفیک  انگریب  نیهمچن  و   شده  هساخت  RNA    از برگ، گلبرگ و    شده  استخراج

 .است یرانیا کلامنیس لیپوکوتیه

  
  کمک   هب  یرانیا کلامنیس  گوناگون  یهااندام   از شده  استخراج    RNA  از  استفاده با  18S  ژن  (cDNA)  رونوشت  از  یبخش  ریتکث  -9  شکل

  18S  ژن   2  )cDNA  ،(1Kb DNA Ladder Mix, Fermantas)  یمولکول  وزن  نشانگر  ( 1  شماره  چاهک  .مختلف  یهاروش 

-RNX  حاصل از روش  RNAشده از    ساخت  18S  ژن  cDNA(  3  ،. در برگRNX-Plus  حاصل از روش  RNAشده از    ساخت

Plus4  ،. در گلبرگ  )cDNA   18  ژنS  شده از    ساختRNA  حاصل از روش  RNX-Plus  5  ،لیپوکوتی ه. در )cDNA   18  ژنS 

حاصل از روش   RNAشده از    ساخت  18S  ژن   cDNA(  6در برگ،    افتهیرییتغ    Trizolحاصل از روش    RNAشده از    ساخت

Trizol    7  برگ،گل در    افته یرییتغ  )cDNA  18  ژنS  شده از    ساختRNA    حاصل از روشTrizol    لیپوکوتیهدر    افتهیرییتغ . 
Fig. 9. Amplification of a cDNA segment of 18S by using extracted RNA from different organs of Iranian 

cyclamen. Well no. 1: 1Kb DNA Ladder. Well no. 2: cDNA product of 18S by using extracted RNA from 
leaf by RNX-Plus method. Well no. 3: cDNA product of 18S by using extracted RNA from petal by RNX-
Plus method. Well no. 4: cDNA product of 18S by using extracted RNA from hypocotyl by RNX-Plus 
method. Well no. 5: cDNA product of 18S by using extracted RNA from leaf by modified Trizol method. 
Well no. 6: cDNA product of 18S by using extracted RNA from petal by modified Trizol method. Well 
no. 7: cDNA product of 18S by using extracted RNA from hypocotyl by modified Trizol method. 

501 bp 

416 bp 
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 PCR-RTاستفاده از آزمون    با  یرانیا کلامنیس  اهیگ  در  در 1a-EF  ژن  انیبامکان   یبررس

 یرانیا  کلامنیس  برگ  و  گلبرگ  نمونه  از  شده  ساخته cDNA  یهانمونه   در  EF-1a  ژن  یبرا   پلیمراز  ایزنجیره  واکنش  جینتا 

  183 یهانوار  است، شده داده  نشان 10 شکل در که همان طور  .نشد  دهید یاقطعه چیه کنترل به مربوط نمونه در و بود مثبت

 . است یرانیا کلامنیس لیپوکوتیهگلبرگ و  برگ،  از شده ساخته  cDNA  از EF-1a  ژن به مربوط  ریتکث از حاصل یباز جفت

 

 
  هب  یرانیا  کلامنیسر   گوناگون  ی هااندام  از  شرده  اسرتخراج   RNA   از  اسرتفاده  با  EF-1a  ژن (cDNA)  رونوشرت  از  یبخشر   ریتکث -10  شرکل

در    افتهیرییتغ    Trizolحاصرل از روش   RNAشرده از    سراخت  EF-1a  ژن cDNA  (1  شرماره  چاهک.  مختلف  یهاروش  کمک

  EF-1a  ژن cDNA  (3  ،در گلبرگ  افتهیرییتغ    Trizolحاصرل از روش    RNAشرده از    سراخت  EF-1a ژن cDNA  (2  ،برگ
 RNAشررده از    سرراخت  EF-1a ژن cDNA  (4  ،لیپوکوتیهدر    افتهیرییتغ    Trizolحاصررل از روش   RNAشررده از    سرراخت

. در  RNX-Plus  حاصرررل از روش  RNAشرررده از    سررراخت  EF-1a  ژن cDNA  (5  ،. در برگRNX-Plus  حاصرررل از روش

  (8  ،)آب( یمنف  کنترل( 7  ،لیپوکوتیه. در  RNX-Plus  حاصرل از روش  RNAشرده از    سراخت  EF-1a ژن cDNA  (6،گلبرگ

 (.1Kb DNA Ladder Mix, Fermantas)  یمولکول  وزن  نشانگر

Fig. 10. Amplification of a cDNA segment of EF-1a by using extracted RNA from different organs of Iranian 

cyclamen. Well no. 1: cDNA product of EF-1a by using extracted RNA from leaf by modified Trizol 

method. Well no. 2: cDNA product of EF-1a by using extracted RNA from petal by modified Trizol 

method. Well no. 3: cDNA product of EF-1a by using extracted RNA from hypocotyl by modified 

Trizol method. Well no. 4: cDNA product of EF-1a by using extracted RNA from leaf by RNX-Plus 

method. Well no. 5: cDNA product of EF-1a by using extracted RNA from petal by RNX-Plus method. 

Well no. 6: cDNA product of EF-1a by using extracted RNA from hypocotyl by RNX-Plus method. 

Well no. 7: Negative control. Well no. 8: 1Kb DNA Ladder. 
 

 PCR-RTاستفاده از آزمون    با یرانیا کلامنیس  اهیگ  در  در  نی توبول  ژن  انیبامکان    یبررس 

 و  انجام  نیتوبول  ژن  یبرا   مرازیپل  یارهیزنج  واکنش   شده  گفته  یهاآغازگر  از  استفاده  با   cDNA  زیآمتیموفق  هساخت  از  پس 

  به   مربوط  یهانوار  تک  وجود  11  شکل   در  .شد   ده ی د  درصد  1  آگارز   ژل  الکتروفورز  با   باز   جفت  600  طول   به  نظر   مورد  قطعات 

از    از  شده   استخراج    RNA  ی بال  تیفیک  انگریب  نیهمچن  و   شده   هساخت  cDNA  خوب  تیفی ک  کننده   دیی تا  نیتوبول  ژن  قطعه

 .است یرانیا کلامنیس لیپوکوتیهگلبرگ و   برگ،

8      7      6      5     4     3     2       1    
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  ه ب  کلامن یس  گوناگون  ی هااندام  از  شده   استخراج    RNA   از  استفاده  با   نیتوبول ژن  ( cDNA)  رونوشت  از  ی بخش  ریتکث  - 11  شکل

 ,1Kb DNA Ladder Mix)  یمولکول  وزن  نشانگر  (2  ،یمنف  کنترل  (1  شماره  چاهک  .مختلف  یهاروش   کمک

Fermanta)،  3)  cDNA  شده از    ساخت  نیتوبول  ژنRNA    حاصل از روشTrizol    4  ،در برگ  افتهیرییتغ)  cDNA  

  RNAشده از   ساخت  نیتوبول  ژن  cDNA  ( 5  ،. در برگRNX-Plus  حاصل از روش RNAشده از    ساخت  نیتوبول  ژن

-RNX  حاصل از روش  RNAشده از    ساخت  نیتوبول  ژن  cDNA  (6  ، در گلبرگ  افتهیرییتغ    Trizolحاصل از روش  

Plus7 ، . در گلبرگ) cDNA شده از  ساخت نیتوبول ژنRNA  حاصل از روشTrizol  لیپوکوتیهدر   افتهیرییتغ. 

Fig. 11. Amplification of a cDNA segment of TUB by using extracted RNA from different organs of Iranian 

cyclamen. Well no. 1: Negative control. Well no. 2: 1Kb DNA Ladder. Well no. 3: cDNA product of 

TUB by using extracted RNA from leaf by modified Trizol method. Well no. 4: cDNA product of TUB 

by using extracted RNA from leaf by RNX-Plus method. Well no. 5: cDNA product of TUB by using 

extracted RNA from petal by modified Trizol method. Well no. 6: cDNA product of TUB by using 

extracted RNA from petal by RNX-Plus method. Well no. 7: cDNA product of TUB by using extracted 

RNA from hypocotyl by modified Trizol method. 
 

 ی ریگ جهی نت و بحث
  مناسب   روش  آوردن  دستبه  و  باشد یم  کیژنت  یمهندس  یهاپژوهش  یاجرا   در  مرحله  نینخست  ،کینوکلئ  یدهایاساستخراج   

  و  بال  تیفیک با  یرانیا کلامنیس اه یگ  از کینوکلئ یدهایاس  استخراج  یسازنهیبه ، پژوهش نی ا در .دارد  تیاهم ،استخراج  یبرا

  SDSروش    با   یرانیا  کلامنیشده از نمونه گلبرگ س  استخراج    DNA  یهانوار  . شد  انجام  دارخانه  ی هاژن  انیب  یابیارز  نیهمچن

نسبت آن  تر و غلظت  در هیپوکوتیل کم رنگ  DNAنوار    بود.  ی برخوردارهتراز کیفیت ب  ، هاروشدیگر    با  سهیدر مقا  افتهیرییتغ

  شده   دهید  تفاوت  بود.  یبهترو کیفیت    عملکرد  یدارا  افتهیرییتغ  SDS  روشبه دست آمده در    DNAا کمتر بود.  هبه بقیه اندام

 که داد نشان  نانودراپ  استفاده از  با  ی رانیا  کلامنیس  از  SDS و   CTAB تغییریافته  ی هاروش  نی ب  شده   استخراج    DNA  زانیم  در

 ( تریکرولیم  در  نانوگرم  981  نیانگی)م  DNA  غلظت  نیکمتر  ،نیرایا  کلامنیس  گلبرگ  و  برگ  ،هیپوکوتیل  یهانمونه   نیب  در

  یی بال  خلوص  تنها   نه  افتهی   رییتغ  SDS  از  استفاده   با  DNA  استخراج    بود. و نمونه هیپوکوتیل  تغییریافته    CTAB  روش  به  مربوط

نسبت  عملکرد  از  بلکه  داشت  (1/2  یال  2  دامنه  A260/280  )نسبت   ز ین  (تریکرولیم  هر  در  نانوگرم  1829  )غلظت  ییبال  به 

  انیب  تیفیک  و  مقدار  نییتع  در  هاپژوهش  از  یاریبس  آمد.  دست  به  روش  نیا  از  DNA  غلظت  نیانگیم  نیشتریب  .بود  برخوردار

  DNA یریگاندازه در UV  دهد یم  نشان ها یبررس  اما آمد، دست  به UV جذب با   بال تیفیک با  DNA ی ادیز مقدار  که کنند یم

روش    DNA  ی هاعصاره  ی فیک  و   ی کم  لیتحل  و   هیتجز  .ستین  قیدق  ،کلامنیس  شدهاستخراج    نمونه  در  موجود از  هم  باید 

چرا که استفاده از   .بررسی شود  ،ژل  الکتروفورز  مانند  گرید  یهاروش  از  استفاده   باو هم    شود  انجام   UVاسپکتروفتومتر و جذب  

  ،DNAبه تنهایی کافی و دقیق نیست. گاهی در کنار محتوی    شده  استخراج    نمونه  در  موجود  DNA  یریگدر اندازه  UVجذب  

تواند باعث کاهش کارایی  ماند که میها در عصاره باقی میو نمک  فنولیساکاریدها، ترکیبات  هایی ناشی از پروتئین، پلی  آلودگی

DNA  شدن  خرد  احتمال  باشد   مشخص  نوار  در  ریاسم  حالت   که  ی هنگام   های مولکولی شود.در آزمون  DNA  استخراج فرایند    در 

استخراج    گوناگون  یهاروش  .رود   کاره  ب  مرازپلی  ایزنجیره  واکنش  ندیفرا  در  یمناسب  یالگو  رشته  عنوان  به  تواند ینم  و  دارد  وجود

600 bp 
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  مواد  به  آن  یآلودگ  و  بوده  یاقتصاد  و  ساده   ع،یسر  که  گردد  انتخاب  یروش  و  شوند  نهیبه  و  ش یآزما  دی با  کینوکلئ  یدهایاس

  و   لیپید  پروتئین،   ، RNA  از  ناشی   آلودگی  نبود  مانند  عواملی  با  DNA  کیفیت  ،معمول  طور  به  .باشد  کم   استفاده  مورد  ییایمیش

  برشی   هایآنزیم  و  پلیمراز  ایزنجیره  واکنش   در  (Taq DNA polymerase)  پلیمراز  تک   آنزیم   برای  که  ساختارهایی   گرید

 (.D´Angelo et al., 2007) شوندمی سنجیده ، کندمی ایجاد مزاحمت

  اعمال تغییراتی   با  CTAB  روشاز    برگ  بافت  از  DNA  استخراج    به منظور  م، یمرگل  ژنوتیپ  7  یکیژنت  تنوع  یبررس  در 

(Murray and Thompson, 1980)  شد  استفاده   (Kameswari et al., 2014.)  ی گرفتگ   اثر  در  هابرگ  و  ها گلبرگ  عیسر  یپژمردگ  

  چه  اگر  یبررس  نیا  در   CTAB  روش  . شودیم  DNA    استخراجکیفیت در    کاهش   موجب  ینتیز  اهان یگ  در  آب  کاهش   و   یآوند

  سطوح   یدارا  که  یاهانیگ  از  DNA  استخراج    یبرا  را  CTAB  روش  های بررس  در  اما  داشت  DNA  استخراج    یبرا  خوبی  ییتوانا

   .کردند ی معرف  هستند،  یدیساکاریپل  و  فنولییپل  باتیترک از ییبال

  استخراج کل    RNAغلظت    نیکمتر  که  داد  نشان  ،یرانیا  کلامنیس  از  شده  استخراج    RNA  یسنجتیکم  و   تیفیک  جینتا 

 ی برا  شده   استفاده    Trizol  روش  بود.  لیپوکوتیهاز اندام    CTAB-LiCl( مربوط به روش  تریکرولینانوگرم در م  97/43شده )

 استخراج   داشت.  RNX-Plus  روش  با  سهیمقا  در  یبهتر  به نسبت  غلظت   یرانیا  کلامنیس  ی هانمونه  از  کل  RNA  استخراج  

RNA روش  از  استفاده   با  برگ کل  Trizol    نسبت  یی بال  خلوص  تنها  نه(  A260/280  1/2  یال  2  دامنه) به    عملکرد  از  بلکه  داشت

 تیموفق  با RNX و  Trizol  روش دو با یرانیا کلامنیس از شدهاستخراج  RNA از cDNA ساخت بود. برخوردار زین ییبال نسبت

  کتابخانه  در  ها ژن   همه  انیب  از  نانیاطم  یبرا  بال  تیکم  و  تیفیک  با   RNA  آوردن  دست  به  دهد یم  نشان  هایبررس  شد.   انجام

cDNA  است  یالزام  (Gasic et al., 2004    وGhawana et al., 2011).  نگاری  انگشت  مانند  مولکولی  ژنتیک  آنالیز  ،نیهمچن 

DNA،  به نیاز  ،رهیغ   و یابی توالی  DNA دارد بال کیفیت و  مولکولی وزن با (Lutz et al., 2011).  

که با    بودند  برخوردار  تریبه  کمیت و  کیفیت از  افتهی  ریی تغ  SDS  روش   با  استخراجی  DNA  دادند   نشان نتایج  که  طور  همان 

(  SDS)  سولفات  لیدودس  م یسد  مثل   ی ونی  یهاندهیشو  از  استفاده   رسدیبه نظر م   .نبود  همسو(  2015)  همکاران  و   Alaey  جینتا

  یسازخالص  به  منجر  دارند،  DNAمتصل شونده به    یهانی و پروتئ  یسلول  یهانیپروتئ  بیتخرکه در    یی خاطر قدرت بال  به

  شیباعث افزا  SDS  یعاد روش  به  ومیاضافه کردن استات آمون  یاز طرف  ها شده است.روش   هینسبت به بق  DNA  فراورده  شتریب

  DNA.  (Singh et al., 2018)   است  شده  هابازدارنده  گرید   و  ها تانن  ، ینیپروتئ  ، یفنول  ی پل  باتیترک   هیتجز  شیافزا  و   DNA  خلوص

  که  پژوهشگران  گری د  نتایج  با   که  نداشتند  ی مناسب  تیفیک  ، SDS  پایه   بافر  به  نسبت  CTAB  بافرهای  از  حاصل   شده  استخراج

  کردند؛   گزارش  آفتابگردان  گل  بالغ  هایبرگگیاه سیکلامن و    از  DNA  استخراج  در  کارآمد  روشی  عنوان  به  را  CTAB  روش

  خرد  یبرا  گیاهان  از  بال  کیفیت  با  DNA    استخراج  هایروش  در    .(Li et al., 2007و    Alaey et al., 2005)  ستین  همراستا

  هضم  یا   و   کردن   خشکر    سرد   مایع،   نیتروژن  های روش  از  یکی  معمول  طور  به  ،هسته  و   یا  اختهی  دیواره  تخریب  و   ها نهونم  کردن

  اخیرا   که  (Chakraborti et al., 2006و    Arbi et al., 2009  ،Biswas and Biswas, 2011 )  گیردمی  قرار  استفاده  مورد  آنزیمی

 Agbagwa et)  شود  محدود  هاروش این    کاربرد  ،هزینهکم  روشی  جایگزینیِ  با  که  است  آن  بر  سعی  هزینه  در  جوییصرفه   یبرا

al., 2012) . 

 ترکیبات   بهتر  بردن  نی ب  از  در  شده  پودر  نمونه  به  نسبت  استخراج    بافر  حجم  میزان  افزایش  دادند  نشان  هاپژوهش 

 است   بهتر  ترخالص  DNAاستخراج    یبرا  دش  گزارش  همچنین  (،Agbagwa et al., 2012)  کندمی  کمک  محلول  از  ساکاریدیپلی

 . (Puchooa, 2004)  شود  گرفته  نظر  در  (w/v1:4)  وزنی/حجمی  نسبت  به  بال،  فنولی  ترکیبات  دارای  گیاهی   نمونه  به  بافر  نسبت

از   PVP  ؛(Zhang and Stewart, 2000)  کندمی  کمک  بسیار  نوکلئیک  اسیدهای  از  ساکاریدهاپلی  شدن  جدا  به  PVP  که  آنجا  از

پل  یدروژنیه  یوندهایپ   راه مواد  از    هاآن   استخراج  امکان  و  نموده  جادیا  کمپلکس  یفنولیبا  م  DNAرا    د ینمایفراهم 

(Kodkhodaei, 2003 .)افزودن ،بنابراین PVP پایه محلول به CTAB کیفیت افزایش در DNA  است کارا بسیار شده استخراج .

 موجود  EDTA  آن  یبرا  که   شود  محافظت   ینوکلئاز  های آنزیم  تخریب  از  باید   DNA  استخراج،  از  پس   و  استخراج    مراحل  همه  در

  شدن  غیرفعال  سبب  کنند،می  کنش  نوکلئازی  هایآنزیم   کوفاکتور  عنوان  به  که  منیزیمی  هاییون   به  اتصال  با  استخراج   بافر  در

 . (Richard and Rogers, 1993) شوند می  نوکلئازها همه
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ها بهتر بود.  تغییر یافته از بقیه روش   Trizolبه دست آمده از روش    RNAکیفیت و غلظت    ،بر اساس نتایج به دست آمده  

های پروتئینی شد.  سازی بیشتر و کاهش آلودگیاضافه کردن استات آمونیوم به ایزوپروپانول در مرحله شستشو منجر به خالص

 استخراج  RNAافزایش کیفیت و کمیت   های پروتئینی در مرحله شستشو وآلودگی بهبود رفع  بیانگر  ها نیز نتایج دیگر پژوهش

 . (Zhao et al., 2012و    Osterburg et al., 1975)  استفاده شده استاز استات آمونیوم    هادر آن  هایی است کهشده در روش

  بردن  نیب  از  یبرا  گوناگونی  ی هاروش  هاپژوهش  در  است.  دشوار  و   سخت  اریبس  یاه یگ  یها بافت  یبرخ  از  RNA  استخراج  

  وه یش  به  هاآن   بردن  نیاز ب  ها،یناخالص  بردن  نیاز ب  یهاروش  نیبهتر  از  یکی  .است  گرفته  صورت  استخراج    ندیآفر یط  یناخالص

  و   باشدیم  العادهفوق   یسطح  جذب  با  یقو  جاذب  نوع  کی  که   فعال  زغال از  یبررس  کی  در  برای نمونه،    باشد.یم  یسطح  جذب

  و   ها زهیرنگ  مانند  یی هابیترک   جذب   ویژگی  فعال  زغال   .است  شده   استفاده   ؛شودینم  حل  یاشده  شناخته  حلال  چیه  در

 ذرات  همراه  به  هایآلودگ  و  شوند یم  متصل  فعال   زغال  به  هافنلیپل  جمله  از  هیثانو  یهابیترک.  دارد  را  بزرگ  ی آل  یهامولکول 

   (.Rajakani et al., 2013)  گردندیم بردن نیاز ب وژیفیسانتر دور نینخست از پس  کامل طور به فعال زغال

  مانند   یسنت  یهاروش  با  هیثانو  یهاتیمتابول  ریسا  و  فنلیپل  د،ی ساکاریپل  وجود  لیدله  ب  دهدیم  نشان  هایبررس  یبرخ 

CTAB    به  توانینم  RNA  از  بال   عملکرد  و  خوب  تیفی ک  با  RNA   مقدار  در   اختلاف  ل یدل  ازیکی    .افتی  دست   کل  RNA  

  رنگدانه   و  فنولی  باتیترک  د،ی ساکاریپل  یبال  ریمقاد  یدارا  که  یاهانیگ  در  RNA  استخراج    .است  یاهیگ  گونه  نوع  یاستحصال

  ی برا   معمول  طور  به  و  هستند  کننده  خسته  و  یطولن  اغلب  RNA  استخراج    یبرا  جیرا  یهاروش   است.  مشکل  اریبس  ،هستند

  و   تیفیک که ییآنجا از(. Jahormi and Azadi, 2013) دارند  ینییپا تیفیکو دارای بافت حساس ( recalcitrant) سخت اهانیگ

  یهاروش   یسازنهیبه  است،  تیاهم  یدارا  اریبس  RT-PCR  مانند   یمولکول  یها  سنجش  تی موفقدر    RNA  استخراج    تیکم

  در پژوهشی،  . رسدیم دید به یضرور گلبرگ مانند  یاهیگ سخت یهابافت از عیسر و ساده صورت به RNA استخراج  گوناگون

Jahormi   وAzadi   (2013 )استخراج   یسازنه یبه یبرا یپژوهش در RNA  رز  د،یسف  یاطلس بنفشه، ینتیز گل چهار گلبرگاز 

  غلظت  نیکمتر  با   RNA  استخراج    یبرا  نمونه  نیترسخت   رز  گل   گلبرگ   ها نمونه  نیب  درکردند که    گزارش  زنبق  و  یمحمد

RNA  (تریکرولیم  در  نانوگرم  500  نیانگی م  )استخراج  .  بود  RNA  استخراج    روش  دو  از  تنها  رز  گل  گلبرگ  از  RNA  دست  به 

 ن ی شتریب.  بود(  دیکلرا  ومیتیل  نمک  کردن  اضافه  با)  Trizol  چهارم  افتهیرییتغ  روش  به  مربوط  شده  استخراج    نمونه  نیبهتر  که  آمد

  نانوگرم   1100)    بنفشه  گل  از  بیترت  به  آن  از  پس  و  یاطلس  گل  گلبرگ  از(  تریکرولیم  در  نانوگرم  2200)  ا  RNA  غلظت  نیانگیم

 .(Jahormi and Azadi, 2013)  آمد دست به( تریکرولیم در نانوگرم 650)  زنبق و( تریکرولیم در

 و  انجام  مرازیپل  یارهیزنج  واکنش   مرجع  ژن  ی هاآغازگر  از  استفاده   با  cDNA  زیآمتیموفق  ساخت  از  پس در این پژوهش   

  تیفیک  کننده  دییتا  مربوطه  یهاژن  یهاقطعه  به  مربوط  یهانوار  وجود  . شد  ده ید  آگارز  ژل  یرو  بر  الکتروفورز  با  نظر  مورد  قطعات

  ی برا  پلیمراز  ایزنجیره  واکنش  جینتا  باشد.یم  شده  استخراج    RNA  یبال  تیفیک  انگریب  انیپا   در  و  شده  هساخت  cDNA  خوب

 در   یرانیا  کلامنیس  برگ  و  گلبرگ  نمونه  از  شده  هساخت  cDNA  و  DNA  یهانمونه   در  نیتوبول  و  18S  ژن  ،EF-1a  ،نیاکت  ژن

  بیان  سط دار در بافت گلبرگ دیده شد.  خانه  هایو بیشترین بیان ژن   cDNAبیشترین غلظت    .بود  مثبت  بیبه تقر  هاروش   همه

  زیادی  یگوناگون  آزمایشگاهی  شرایط  در  است  ممکن  نیز  و  باشد  متفاوت  هااختهی   یا  و  هابافت  میان  در  است  ممکن  مرجع  یهاژن 

  قابل   بطور  دارخانه  یهاژن   رونوشت  سطوح  و  دارد  وجود  محدودیت  یسازنرمال  یبرا  ها آن   از  استفاده  در  بنابراین  ،باشد  داشته

 ک ی  از  توانیم  منظور  نیا  به  دنیرس  یبرا  کند. یم   رییتغ  اهیگ  ینمو  مراحل  و   یستیز  یهاتنش  وگوناگون    طیشرا  در  یاملاحظه

  دروژناز یده  فسفات  - 3  د یسرآلدهیگل  ن، یاکت  - بتا  هاژن  ،ریاخ  ی هادهه  طول  در  نمود.   استفاده  ژن  نیچند   ای   و  منفرد  ژن

(GAPDH،)  18Sr RNA   26  وS rRNA ،  Ubiquitin C ،  alpha tubulins،  به  شوندهنوار  نیپروتئ   و   آلفا  یسیرونو  فاکتور  TATA  

  یبرا  ی پژوهش  در  اند. شده  یابیارز  ه یزآرایر  نیچنهم  و   Real time PCR  ند یفرآ  یبرا  مناسب  مرجع  یهاژن  عنوان  به   باکس 

  ، 18SrRNA، UBQ، ACT ، ACT1، TUB :ریز ژن 7 یشور  تنش  ریز برنجگوناگون  رقم سه در مرجع ژن نیترمناسب  ییشناسا

CYC  و  EF-1a  جز  به  شدند.  انتخاب  شودیم  استفاده  اهانیگ  در  دارخانه   ژن  عنوان  به  معمولً  که  CYC  مقدار  که  M   شاخص(  

 را  خود  ثبات  که  داشتند  را  5/1  آستانه  ریز  ریمقاد   گرید  دارخانه  یهاژن همه    داشت  88/1  با  برابر  ژن(  یبرا  یداری پا  نیانگیم

 مرجع   ژن  نیبهتر  عنوان  به   و  داشته  یداریپا   انیب  EF-1a  ژن  مطالعات  اساس  بر  (.Biswas and Biswas, 2011)  کردند   اثبات

  ، SiACT ،  SiUBQ6 ،  SiTUB،  Si18S،  rRNA،  SiEF1a  دی کاند  ژن  ده   کنجد،  اه یگ  در  دارخانه  ژن  انتخاب  منظوربه  . باشدیم
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SiCYP،  SiHistone،  SiDNAJ ،  SiAPT  و  SiGAPDH  ن یا  به  و  نمودند  یبررسگوناگون    یهاتنش  و   هابافت  شامل  نمونه  32  در  را  

 نیا  انیب  زانیم  (.Wei et al., 2013)   کنند  استفاده  کنجد  در   دارخانه   ژن  عنوان  به  توانیم  را  دی کاند  ژن  ده  که  دندیرس   جهینت

 مرجع  ژن  چند  ا ی  ک ی  دی با  ، ی بافت  و  نژادگان  نوع  هر  یبرا  و   است  متفاوت   ؛مختلف  یهااندام  و   هابافت  ان یم  در  مرجع  یهاژن 

  منبع   به  ،یوتکنولوژیب  و  کیژنت  یمهندس  یهاشیوه   یاجرا   در   تیموفق  .(Rahnama et al., 2018)  شود  انتخاب  دقت  به  مناسب

DNA   داردیناخالص  هرگونه  بدون  و   خوب  غلظت  با بستگی   وسیله  ه ب  DNA  استخراج    یبرا  ی متفاوت   های روش   تاکنون  .، 

  RNA  استخراج    یبرا  RNX  مانند   یتجار  یهاتیک  از  استفاده  و  یدست  استخراج    هاآن   نیمهمتر  که  است  شده  ارائه  پژوهشگران

  د یتولتواند  می  هیپوکوتیل  یاه بافت  از  RNA  و   DNA  استخراج    محصول  ن ییپا  تیکم  و   تیفیک  علت   حال   ن یا  با   باشد. یم

  که  یزمان  در  که  باشد  یاتر   یهاروغن  و  هادراتیکربوه  ها،نیگنیل  ها،فنولیپل   مانند  هابافت  نیا  درزیاد    هیثانو  یهاتیمتابول

 موجب   هیپوکوتیل  یهابافت  در  بونوکلئازهایر  حضور  نیافزون بر ا  ،شوندیم  بیترک  کینوکلئ  یهادیاس  با  شوند یم  زیل  هابافت

 جادیا  و  یسازهمسانه  گام های  نی نخست  از  یکی  ،تیفیک  با  DNA  جدا کردن  و  خالص سازی  .شودیم  RNA  عیسر  بیتخر

ترین زمان ممکن و  در کوتاه  ت،یفیک  با  و   ی کاف  یهانمونه  به دست آمدن  ،DNA  استخراج    در.  رود یم  شمار  به   ی ژنوم  هکتابخان

 ی شتریب  مراحلتعداد    ، CTAB  تغییریافته  هایروشخیلی از    .است  مهمبسیار    (ساعت  8  به طور معمول)  یکار  روز  کی  درحداقل  

و بافرهای شستشو در   CTAB محلول  نمودن  آماده   برد. از طرفیزمان می  روز  2  حداقل   DNAو   RNA  استخراج  فرایند    و   دارند

و نیز روش    DNA  استخراج  برای    SDSعادی و تغییر یافته    دارد. در حالیکه در روش  ازین  یبالتر  ههزین  و   زمان   بهها  این روش

Trizol    استخراج  برای  RNA  استخراج   یبرا  موجود  یهاروش  گری د  که  شودیم  شنهاد یپ   ، بازه زمانی کمتری نیاز است. بنابراین 

   .شود ی ابیارز یرانیا کلامنیس اه یگ یبرا کینوکلئ یدهایاس

                              References                                                                                                                                   منابع

Agbagwa, I. O., S. Datta, P. G. Patil, P. Singh and N. Nadarajan. (2012). A protocol for highquality genomic DNA 

extraction from legumes. Genetic Molecular Research, 11, 4632–4639. 

Alaey, M., Naderi R., Vezvaei, A. and Khalighi, A. (2005). Comparing study between four different methods of 

genomic DNA extraction from Cyclamen persicum. International Journal of Agriculture and Biology, 6, 

882 -884. 

Alaey, M., Naderi, R., Khalighi, A., Vazawai, V. & Salami, S. A., (2015). Investigating the effective components 

in the quantity and quality of genomic DNA extracted from cyclamen species in Iran. Research and 

Construction in Agriculture and Horticulture, 73, 11-16. (In persion). 

Arbi, G., B. Naceur, M. Chokri & Mohamed, B. (2009). A simple, rapid and efficient method for the extraction 

of genomic DNA from Allium roseum L. (Alliaceae). African Journal of Biotechnology, 8, 4020-4024. 

Biswas, K. & Biswas, R. (2011). A modified method to isolate genomic DNA from plants without liquid nitrogen. 

Current Science, 100, 1622–1624. 

Chakraborti, D., A. Sarkar, S. Gupta & Das, S. (2006). Small- and large-scale genomic DNA isolation protocol 

for chickpea (Cicer arietinum L.), suitable for molecular marker and transgenic analyses. African Journal 

of Biotechnology, 5, 585-589. 

Cornea-Cipcigan, M., Bunea, A., Bouari, C. M., Pamfil, D., Páll, E., Urcan, A. C., & Mărgăoan, R. (2022). 

Anthocyanins and carotenoids characterization in flowers and leaves of cyclamen genotypes linked with 

bioactivities using multivariate analysis techniques. Antioxidants, 11(6), 1126. 

d’Angelo, F., Santillo, A., Sevi, A., & Albenzio, M. (2007). A simple salting-out method for DNA extraction from 

milk somatic cells: investigation into the goat CSN1S1 gene. Journal of Dairy Science, 90(7), 3550-3552. 

Dellaporta, S. L., Wood, J., & Hicks, J. B. (1983). A plant DNA minipreparation: version II. Plant Molecular 

Biology Reporter, 1, 19-21. 

Dong, J. Z., & Dunstan, D. I. (1996). A reliable method for extraction of RNA from various conifer tissues. Plant 

Cell Reports, 15, 516-521. 

Gasic, K., Hernandez, A., & Korban, S. S. (2004). RNA extraction from different apple tissues rich in polyphenols 

and polysaccharides for cDNA library construction. Plant Molecular Biology Reporter, 22, 437-438. 

Ghawana S, A. PaulHitesh, H. Kumar, A. Kumar, H. Singh, P. K. Bhardwaj, A. Rani, R. S. Singh, J. Raizada, K. 

Singh and S. Kumar. (2011). An RNA isolation system for plant tissues rich in secondary metabolites. 

BMC Research Notes, 4, 85. 
Gudenschwagera, O., González-Agüeroab, M., Defilippi, B.G. (2012). A general method for high-quality RNA 

isolation from metabolite-rich fruits. South African Journal of Botany, 83, 186-192. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

l-
ir

sh
s.

ir
 o

n 
20

25
-1

2-
05

 ]
 

                            20 / 23

http://journal-irshs.ir/article-1-468-fa.html


 (1402)  524تا    503  یهاصفحه  4شماره    24جلد  جله علوم و فنون باغبانی ایران  م

523 

Hu, C., C. Honda, M. Kita, Z. Zhang, T. Tsuda & Moriguchi, T. A. (2012). Simple protocol for RNA isolation 

from fruit trees containing high levels of polysaccharides and polyphenol compounds. Plant Molecular 

Biology Reporter, 20, 69. 

Huang Y. C., W. L. Huang, C. Y. Hong, H. S. Lur & Chang, M. C.  (2012). Comprehensive analysis of 

differentially expressed rice actin depolymerizing factor gene family and heterologous overexpression of 

OsADF3 confers Arabidopsis thaliana drought tolerance. Rice, 5, 33. 

Jahormi, M.G. and P. Azadi. (2013). Optimization of RNA extraction from petal tissue with the aim of 

investigating the expression of effective genes in flower color change. The First National Congress of 

Flowers and Ornamental. www.civilica.com/paper-Isop01:264 (In persion). 
Jaradat, N. A., Al-Masri, M., Hussen, F., Zaid, A. N., Ali, I., Tammam, A., ... & Rajabi, A. (2017). Preliminary 

phytochemical and biological screening of Cyclamen coum a member of Palestinian flora. Pharmaceutical 

Sciences, 23(3), 231-237. 

Kameswari, P. L., Girwani, A., & Rani, K. R. (2014). Genetic diversity in tuberose (Polianthes tuberosa L.) using 

morphological and ISSR markers. Electronic Journal of Plant Breeding, 5(1), 52-57. 

Kandylis, P. (2022). Phytochemicals and antioxidant properties of edible flowers. Applied Sciences, 12(19), 99 

Kasajima, I., Sasaki, K., Tanaka, Y., Terakawa, T., & Ohtsubo, N. (2013). Large-scale extraction of pure DNA 

from mature leaves of Cyclamen persicum Mill. and other recalcitrant plants with alkaline 

polyvinylpolypyrrolidone (PVPP). Scientia Horticulturae, 164, 65-72. 

Kodkhodaei, S. (2003). A simple and low-cost method for isolating nucleic acids from plants containing high 

polysaccharide and polyphenolic substances: optimization of the DNA extraction method in almonds. 

Proceedings of the 3rd Iranian Biotechnology Congress. (In persion). 

Li, J. T., J. Yang, D. C. Chen, X. L. Zhang & Tang, Z. S. (2007). An optimized mini-preparation method to obtain 

high-quality genomic DNA from mature leaves of sunflower. Genetics and Molecular Research, 6, 1064-

1071. 

Li, Y., & Chen, X. J. (2008). Comparison of methods for RNA extraction from papaya fruit. Subtropical 

Agriculutre Research, 4(3), 229-232. 

Liao, X., Li, H., Khan, A., Zhao, Y., Hou, W., Tang, X., Akhtar, A., & Zhou, R. (2020). A simple and rapid 

method for isolating high-quality RNA from kenaf containing high polysaccharide and polyphenol 

contents. bioRxiv preprint. https://doi.org/10.1101/2020.07.06.189506 

Lutz, K., W. Wang, A. Zdepski & Michael, T. P. (2011). Isolation and analysis of high-quality nuclear DNA with 

reduced organellar DNA for plant genome sequencing and resequencing. BMC Biotechnology, 11, 54.-13 
Mahomoodally, M. F., Picot-Allain, M. C. N., Zengin, G., Llorent-Martínez, E. J., Stefanucci, A., Ak, G., ... & 

Mollica, A. (2021). Chemical profiles and biological potential of tuber extracts from Cyclamen coum Mill. 

Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, 33, 102008. 

Makari Khaje Dizj, A. (2016). The Type of Explant and Culture Medium in the in vitro Propagation of Iranian 

Cyclamen, Cyclamen persicum. PhD Thesis. (In persion). 

McCouch, S.R. (2002) A Brief Introduction to Rice DNA Technology, (http://www.ricelab.plbr.cornell.edu) 

Murray, H. G. & Thompson, W. F. (1980). Rapid isolation of high molecular weight DNA. Nucleic Acids 

Research, 8, 4321-4325. 

Naderi, R. (2001). Investigating Nutritional Treatments and Gibberellic Acid Hormone, Temperature and 

Chemical Treatments on the Quantitative and Qualitative Characteristics of Cut Flowers in Four Iranian 

Cyclamen Genotypes. PhD Thesis. 128 pages. (In persion). 

Osterburg, H.G., Allen, J.K. & Finch, C.E. (1975). The use of ammonium acetate in the precipitation of 

ribonucleic acid. Biochemical Journal, 147, 367–368. 

Porebski, S., Bailey, L.G., Baum & B.R. (1997) Modification of a CTAB DNA extraction protocol for plants 

containing high polysaccharide and polyphenol components. Plant Molecular Biology Reporter, 15, 8-15. 

Puchooa, D. (2004). A simple, rapid and efficient method for the extraction of genomic DNA from lychee (Litchi 

chinensis Sonn.). African Journal of Biotechnology, 3, 253–255. 

Rahnama H., Ma'ali Amiri, R., Salehijozani. (2018). Plant genetic engineering and selective markers. Publications 

of the Agricultural Biotechnology Research Institute of Iran. pp.406. (In persion). 

Rajakani, R., Narnoliya, L., Sangwan, N. S., Sangwan, R. S., & Gupta, V. (2013). Activated charcoal-mediated 

RNA extraction method for Azadirachta indica and plants highly rich in polyphenolics, polysaccharides 

and other complex secondary compounds. BMC Research Notes, 6, 1-10. 

Reichardt, M. J., & Rogers, S. J. (1993). Plant DNA isolation using CTAB. Current Protocols in Molecular 

Biology. USA: John Wiley and Sons, Supplement, 22. 

Semagn, K., Bjørnstad, Å., & Ndjiondjop, M. N. (2006). An overview of molecular marker methods for plants. 

African Journal of Biotechnology, 5(25). 
Singh, U. A., Kumari, M., & Iyengar, S. (2018). Method for improving the quality of genomic DNA obtained 

from minute quantities of tissue and blood samples using Chelex 100 resin. Biological Procedures Online, 

20(1), 1-8. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

l-
ir

sh
s.

ir
 o

n 
20

25
-1

2-
05

 ]
 

                            21 / 23

http://www.civilica.com/paper-Isop01:264
https://doi.org/10.1101/2020.07.06.189506
http://journal-irshs.ir/article-1-468-fa.html


 تمکین و همکاران 

524 

Turan, M., Secme, M., & Mammadov, R. (2022). Antioxidant and anti-proliferative activities of different parts of 

Cyclamen cilicium. Balıkesir Üniversitesi Fen Bilimleri Enstitüsü Dergisi, 24(2), 436-447. 

Wei, L., Miao, H., Zhao, R., Han, X., Zhang, T., & Zhang, H. (2013). Identification and testing of reference genes 

for Sesame gene expression analysis by quantitative real-time PCR. Planta, 237, 873-889. 

Zhang, J., & Stewart, J. M. (2000). Economical and rapid method for extracting cotton genomic DNA. Journal of 

Cotton Science, 4(3), 193-201. 

Zhao, L., Ding, Q., Zeng, J., Wang, F. R., Zhang, J., Fan, S. J., & He, X. Q. (2012). An improved CTAB–

ammonium acetate method for total RNA isolation from cotton. Phytochemical Analysis, 23(6), 647-650. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

l-
ir

sh
s.

ir
 o

n 
20

25
-1

2-
05

 ]
 

                            22 / 23

http://journal-irshs.ir/article-1-468-fa.html


 (1402)  524تا    503  یهاصفحه  4شماره    24جلد  جله علوم و فنون باغبانی ایران  م

525 

Iranian Journal of Horticultural Science and Technology 24 (4): 503-524 (2023) 

Research article 

  

Optimization of Nucleic Acid Extraction from Cyclamen coum Miller 

 
Mohammad Sadegh Tamkin1, Marzieh Ghanbari Jahromi1*, Amir Mousavi2 

1Department of Horticultural Sciences and Agronomy, Science and Research Branch, Islamic Azad University, 

Tehran, Iran 
2National Institute of Genetic Engineering and Biotechnology, Tehran, Iran 

Corresponding Author, Email: (ghanbari@srbiau.ac.ir) 

 
Most molecular genetic tests begin by extracting DNA and RNA. To achieve this, obtaining a 

suitable, reliable, and repeatable extraction method is of great importance. In this regard, 

optimization of the extraction of nucleic acids from the Iranian cyclamen plant (Cyclamen 

coum Miller) and the introduction and expression of housekeeping genes was performed. After 

collecting plant samples from the three organs of leaf, petal and hypocotyl, modified CTAB 

and SDS methods were used for DNA isolation and modified Trizol, CTAB-LiCl and RNX-

Plus methods were used for RNA isolation. The quality of isolated DNA and RNA was checked 

by electrophoresis and their concentration was measured with nanodrop. The presence of 18S 

ribosomal, actin (ACT), tubulin (TUB) and elongation factor (EF-1a) gene fragments was 

investigated using polymerase chain reaction (PCR). Based on the results, the lowest DNA 

concentration was related to the CTAB method. The DNA concentration and quality of Iranian 

cyclamen leaf, petal and hypocotyl samples were higher in the modified SDS method than in 

the CTAB method. The isolation of DNA using the modified SDS method not only had a high 

purity but also had relatively high performance. According to quality analysis of the RNA 

isolated from leaf, petal, and hypocotyl samples using Trizol, CTAB-LiCl, and RNX-Plus 

protocols, all three strategies may be used to isolate RNA from Iranian cyclamen tissues. 

However, the Trizol method is superior to other methods in terms of high band resolution and 

RNA concentration. The production of cDNA from RNA isolated from three Iranian cyclamen 

tissues was successfully performed only by Trizol and RNX-Plus methods. Based on the 

results, cDNA made from RNA isolated by Trizol method had better quality. To check the 

efficiency of RNA samples in RT-PCR reaction and the expression of housekeeping genes, 

RT-PCR test was performed. Based on the results, the presence of the bands related to the 

housekeeping genes fragment in the electrophoresis stage confirmed the good quality of the 

produced cDNA and also indicated the high quality of the isolated RNA from the Trizol and 

RNX-Plus methods. RT-PCR results showed that the expression of actin, EF-1a, 18S and 

tubulin gene was positive in most Iranian cyclamen organs. Among housekeeping genes, 

tubulin and 18S genes, had higher band resolution and higher quality in all samples and tissues. 
Keywords: Nucleic acid, RNA extraction, Phenol-Chloroform, RNX, Tarizol, CTAB. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

l-
ir

sh
s.

ir
 o

n 
20

25
-1

2-
05

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            23 / 23

mailto:ghanbari@srbiau.ac.ir
http://journal-irshs.ir/article-1-468-fa.html
http://www.tcpdf.org

