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 چکیده
بافت  RNAجداسازی   بهاز  چوبی،  گیاهان  به  هایگل  ویژههای  خرما،  غلظتدرخت  داشتن  با دلیل  ترکیبات  های  از  لایی 

  ؛ بسیار مشکل است  (چرب  ترکیباتها و  ها، لیگنینتانن)  های ثانویهمتابولیتها،  پروتئیناف فیبری،  ساکاریدها، الی، پلیفنولیک

در   تولیدیها، کلافRNAاستخراج    یهااز روش  یبرخزیرا  آلادلیل  به  ی  دارند ناشناخته    یهایندهوجود  در    حلالیت کمی  و 

موارد تولیدیکلاف  بعضی  وجود    ینیژلات  های  دهنده  نشان  که  این    است  یدهاساکار  یپلهای  آلودگیهستند  کمپلکس  و 

بنابراین دستیابی به یک روش  .  استفاده کند  یرقابل غ   RNA-Seq  فن  مانند  یی کاربردها  یرا برا  RNAتواند  یم  RNAترکیبات با  

بتواند   مناسب که  مناسبی  RNAاستخراج  و کیفیت  از    با کمیت  تولید کند،  در  را  رو  این  از  است.  برخوردار  بالایی  اهمیت 

)شامل سه    RNA  روش استخراجهفت  ،  RNA-Seqجهت انجام مطالعات    با کیفیت  یRNA  منظور دستیابی بهمطالعه حاضر به

)ترایزول، و چهار بافر استخراج    (Neasy Mini Kitو    Column RNA Isolation Kit  ،Total RNA extraction mini kitکیت )

و  -فنول کلراید  لیتیم  از  ب  ( (TMPlus-RNXکلروفرم،  نوکلئیک  اسید  استخراج  روش  و  مقایسه  یکدیگر  گیاه گلا  این    های 

شدبهینـه  بهینه   . سـازی  جهت  در  گرفته  صورت  استخراج  تغییرات  پیش  RNAسازی  تیمار  از  استفاده  بافر شامل  روی    گرما 

آلودگی   حذف  سانتریفیوژ  دور  کاهش  بردن  به  و   باشدیم   DEPC  حذف   و   DNAاستخراج،  بین  از  و    ژنومی   DNAمنظور 

کمیت و کیفیت آن با استفاده از اسپکتروفتومتری و ،  RNAاستفاده شد و پس از استخراج    Kو پروتئیناز    DNaseاز    هاپروتئین

های استفاده  ها و روشبراساس نتایج این مطالعه مشخص شد که از بین کیتاز این رو    ژل الکتروفورز مورد بررسی قرار گرفت.

از کمیت    ،سازیتغییرات صورت گرفته در جهت بهینهو    Kو پروتئیناز    DNaseاز  از تیمارهای  ید بعد  ام کلرتییشده تنها روش ل

روی ژل آگارز و    18SrRNAو    28SrRNAوضوح باندهای  ( و  ng/µl  5/247استخراجی )  RNAبالایی از لحاظ غلظت  و کیفیت  

توان بنابراین بر اساس نتایج این مطالعه میبرخوردار بود.    A260/A230و    A260/A280های جذبی  همچنین بالا بودن نسبت

روش   کرد  انتخابیبیان  شده  سازی  استخراج   بـر  بهینه  بافت  RNAمشکلات  پلیاز  ترکیبـات  از  سرشـار  فنولیک،  های 

های استخراجی توسط RNA  و نمونه  فائق آمـده  چون گل خرما   ها و اسیدهای چربترکیبات فیبری، لیگنین ،  ساکاریدیپلی

 یابی ارسال شد. جهت توالی پژوهشگرانتوسط این ، RNA-Seqاین روش برای انجام مطالعات 

 .های مولکولیروش ،بافت چوبی الکتروفورز ژل آگارز، ، RNAاستخراج اسپکتروفتومتری،  کلیدی:   هایواژه
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 مقدمه 
شود. این  شده سلولی جدا و تصفیه می  همگن کل موجود در یک نمونه   RNA فرآیندی است که طی آن  RNAاستخراج  

ای دارد و یکی از پیشنیازهای ضروری  کاربرد ویژه  دیگریمتعدد    موارد  و  مهندسی ژنتیک ،بیوتکنولوژی روش آزمایشگاهی در

و   بلاتینگرن  دور، نcDNAساخت کتابخانه  ،  RT-PCR  یزآنال  یزآرایه،ر  یبریداسیون، ه RT-PCRو PCR چون  در فرآیندهایی هم

اساسی    سهاما    .(2019et al Karra ,.)  استها  دیگر روش قبیلنکته  استخراج،  RNA  کیفیت  از  آن  سرعت  میزان  در    و  باید 

مدنظر   استخراج  چالش  .(2015et al Rouholamin ,.)  باشد فرآیند  از  استخراج  یکی  فرایند  در  مهم  و    یفیتک   RNAهای 

 (. 2019et al Karra ,.) است  یاتیحی مولکول یشناسیستاز مطالعات ز یاریبس یبرااشد که بمی استخراجی RNA یکپارچگی

که  ه و چند سال یچوب  یاهانگ های از بافتبخصوص های کشاورزی محصول   ژنومی با کیفیت بالا از گیاهان وRNA استخراج 

پلی  حاوی )چوب(    هایی مانند لیگنینو بافتآلکالوئیدها    ساکاریدی، اسیدهای چرب، پلی،  و تانن  فنولیمقادیر بالای ترکیبات 

برای  می بزرگ  چالش  یک  همیشه  ترکیبات(.  2016et al Haeerizadeh ,.)  است  بوده  پژوهشگرانباشند  به ب  این  اتصال    ا 

هایی سبب تشکیل چنین کمپلکس  .شوند میبالا    یبا وزن مولکول  یی هاکمپلکس  سبب تشکیل  یکنوکلئ  یدهایها و اسینپروتئ

شدن   حل  قابل  که  می  RNAهای  رسوبغیر  طوری  به  بـهرسوبشود  مایل  نشـاندهنـده  رنگ  های  پلی آلودگی  قرمـز    های 

دارند    یلتما  یدیساکاریپلمثلا ترکیبات    (.Sabir, 2012)  هستند  ساکاریدیهای پلیژلاتینی بیانگر آلودگیهای  رسوب و    یفنول

ایجاد تداخل    یبعد  در مراحلبمانند و    یعصاره باق چهارم    یکدر    یندهرسوب کنند و به عنوان آلا  RNAها با  در حضور الکل 

  RNase  ،RNAهای  معرض هضم آنـزیم  در RNA با قرار دادن مولکول  ترکیبات فنولی    همچنین  (Bahador et al., 2014) کنند  

بـرای اولـین رشـته ،Time PCR-Real،PCR -RT  را  نامنا  cDNA  سنتز  ا  (.2012Sabir ,)  سازندسب  و غیره  ینکه سـاختار  با 

RNA  میزان حلالیتشان متفاوت    به  هـا بسـتهها و یـا مقـدار نسـبی آنمشابه است ولی ناخالصی  هـا تقریبـا در تمـام گونـه

بسـیار عوامـل  عمـل،  در  و  اسـتخراج    بوده  بر  مـی  RNA زیادی  ایـناثـر  از  بعضـی  درجـه    گذارنـد.  افـزایش  باعث  عوامل 

کاهنـد. از اینـرو، آگـاهی از نقـش  می شـوند ولـی در مقابـل برخـی ترکیبـات از خلـوص آنمـی ی اسـتخراجیRNAخلـوص 

اثـرات و  مـواد  آن   ایـن  احتمالی  و هزینـه  استخراج، میها در مراحل مختلف  آنتاگونیستی  وقـت  باعث صرفه جویی در  تواند 

 . (2016et al Haeerizadeh ,.) را بالا ببرد استخراج شـده و کیفیـت

توجه   هـا غالبـا بـاهای چوبی ارائه شده است، اما ایـن روشبافت  ازRNA هــای زیــادی بــرای اســتخراج ــاکنون روشت 

معمولاً   RNA  یجداساز  یبرا  ،مرسوم  یهاروش   یهمه   در  . (2016et al Haeerizadeh ,.)  کنندتغییر میبه شرایط و نوع بافت  

  ی ها ، دناتوره کننده حلال2(CTAB)  یدبروم  یومآمون  یلمت  ی تر  یلستا  یا  1( SDSسولفات )  یلدودس   یممانند سد  یندهاز مواد شو

استفاده   5مویدینیگوان  یزوتیوسیاناتا  ایهنمک  یا(،  4یوتریتولت  یو د  3مرکاپتواتانول  -βو کلروفرم(، عوامل کاهنده )  فنول)  یآل

روز کاری تنها    ها در مقیاس زیاد، انرژی بر و زمانبر هستند و در هـرروش   بیشـتر ایـن.  (Sadat, Montazeri & 2017)  دکننمی

با وجود تنوع بیولوژیکی و    (. از طرفی2007al et Le Provost ,.)  ستخراج نمودا  RNA  تـواناز تعـداد محـدودی نمونـه مـی

 (؛2016et al Javdan Asl ,.)  نیستدر دسترس  برای همه    RNAشیمیایی زیاد در گیاهان، تاکنون هیچ روش عمومی استخراج  

روش این  پلیزیرا  زیاد  مقادیر  وجود  مانند  مشکلاتی  با  آنزیم  هاساکارید ها  از  زیادی  سطوح   ،RNase،    ترکیبات مختلف  انواع 

و   )چوب(  هایی مانند لیگنینبافت  کم اسید نوکلئیک )مقدار زیاد آب( وغلظت    و  6ترپنوئیدها  الئورسین  و   هافنولی مانند تانن

فیبری آن  الیاف  تجزیه  که  می،  مواجه  است  )مشکل  طرفی،  Sadat, Montazeri & 2017باشند  از  و  و  گونه(  مختلف  های 

و    رای استفاده در مطالعات مولکولی دارندبرای  ب  DNAیا    و  RNA  طول استخراجهای متفاوت گیاهان، رفتار متفاوتی در  بافت

از   استخراج    پژوهشگرانبسیاری  برای  مناسب  روشی  یافتن  صرف  را  زیادی  زمان  نمایند  ا  RNAمجبورند  مدنظرشان  گیاه  ز 

(., 2016et al Haeerizadeh).  

 

1-  Sodium Dodecyl Sulfate                     2-  Cation-active cetyltrimethylammonium bromide                  3-  Β-Mercaptoethanol       

4-  Dithiothritol                                          5-  Guanidinium thiocyanate                                                        6- Oleoresin terpenoids 

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A8%DB%8C%D9%88%D8%AA%DA%A9%D9%86%D9%88%D9%84%D9%88%DA%98%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%85%D9%87%D9%86%D8%AF%D8%B3%DB%8C_%DA%98%D9%86%D8%AA%DB%8C%DA%A9
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%88%D8%A7%DA%A9%D9%86%D8%B4_%D8%B2%D9%86%D8%AC%DB%8C%D8%B1%D9%87%E2%80%8C%D8%A7%DB%8C_%D9%BE%D9%84%DB%8C%D9%85%D8%B1%D8%A7%D8%B2
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است، به عنوان مثال از روش  شده  های مختلف گیاهان پیشنهاد  نومی کل در گونهژ  RNAهای متفاوتی برای استخراج  روش

Lim., 1992 & Wang & -Gomez & Gomez-Lopezو سویا )، ذرت  انبهاز گیاهانی مثل    RNAاستخراج    کلروفرم برای-فنول

Ghabrial, 2002)    و( آرابیدوپسیسWang & Ghabrial, 2002)برای جداسازی    سولفات  یلدودس  یم سد  -، روش فنولRNA    از

  ( 2005et al Tattersall ,.از برگ انگور )  RNAجهت جداسازی    کلراید لیتیم  تریس(،  2014et al Bahador ,.آویشن )گونه  سه  

Rheum australe   (., 2011et al Ghawana )  و  Arnebia euchroma  از گیاهـان دارویـی   RNA بـرای اسـتخراج  IHBTوش  ر  و

و مقایسه    نخل خرما های  گلژنومی از   RNA اما تا به حال گزارشی مبنی بر استفاده از چند روش استخراج  ؛استفاده شده است

 .استنشده ارائه است  پژوهشگرانکه هدف بعدی مطالعه این   RNA-Seqجهت انجام مطالعات استخراج و معرفی بهترین روش 

  یسهمطالعه قرار گرفت تا با مقا  موردنخل خرما    های گلاز    RNA  هفت دستورالعمل مختلف استخراجاز این رو در این مطالعه  

استخراج  یروش   ترینمناسب  بهبتوان    ها آن  ضمن  بتواند  ترکیبات  با    RNA  که  بیشتر،  کمیت  و  مطلوب  و  فنولکیفیت  ی 

 . یافت دست یید، نما  جوییصرفه نیز هاهزینه  و زمان در وهای ثانویه کمتری داشته متابولیت

 روشمواد و 
به صورت طرح کاملا تصادفی با سه تکرار مورد   های نخل خرما،گلبر روی    RNAهفت روش استخراج  اثر    پژوهشدر این  

ن میناب )استان های گرمسیری  خرما و میوهتحقیقاتی    ایستگاه  از  1399سال  های نخل خرما در  گل  مونهبررسی قرار گرفت. 

از برداشت در فویل آلومینیوم بسته نمونه.  آوری شدندجمعهرمزگان(   بندی و فوراً در فلاسک حاوی نیتروزن مایع )با  ها پس 

و پژوهشکده ژنتیک و زیست    زابل  دانشگاه پژوهشکده زیست فناوری کشاورزی    بهو    گرفته( قرار  سلسیوسدرجه    -196دمای  

هفت    .ه شدندقرار داد  سلسیوسدرجه    -80نگهداری طولانی مدت در دمای    جهتو    شدند  منتقلطبرستان    کشاورزی  فناوری

استخراج   این    RNAروش  شرکت)  RNeasy Mini Kit  کیتشامل:    پژوهش در   Column RNAکیت  (،   Qiagenساخت 

Isolation Kit    کیت  ،  آسیا(  نازیستد)ساخت شرکتTotal RNA extraction mini kit    بافر  (یکتا تجهیز)شرکت  ،RNX-

TMPlus )م کلراید و ی، بافر لیتکلروفرم-فنول،  )شرکت سیناژن®
TRIzol   .بود 

 RNAهای استخراج  روش

 RNA استخراج   هایده از کیتستفاا

شرکت یکتا   Total RNA extraction mini kit،  زیست آسیاشرکت دنا  Column RNA Isolation Kit  در این روش از کیت

 . شد مطابق با دستورالعمل شـرکت سـازنده اسـتفاده کیاژن  RNeasy Mini Kitو کیت تجهیز 

®استفاده از  
TRIzol   

سازنده  ب شرکت  دستور  اساس  بافت  ر  حاوی  میکروتیوب  بافر    1000  شده  همگنگرم(  میلی  100)به    ترایزولمیکرولیتر 

  5ها به مدت  . بعد از قرار دادن تیوپ شود  همگن  ت گیاهی کاملافا بتا    ندشد  مخلوطثانیه    5-10 ها به مدتمیکروتیوب   واضافه  

تکان داده تا محتویات داخل آن ثانیه    15به مدت  را  ها  تیوپ   لیتر کلروفرم اضافه و سپسمیلی  200دقیقه در دمای محیط،  

درجه    4در دمای  دقیقه سانتریفیوژ )  15به مدت    ،در دمای محیطدقیقه    2-3ها به مدت  نمونه   دادن   قراراز  . بعد  ندشو  مخلوط

ایزوپروپانول سرد به آن اضافه  ( شدند. پس از آن فاز رویی جداسازی و هم حجم آن  دور در دقیقه  12000با سرعت    سلسیوس

دور در دقیقه در    12000دقیقه با سرعت    15به مدت    هانمونهشد و پس از آن  قرار داده    در دمای محیطدقیقه    10و به مدت  

درصد    75میلی لیتر اتانول    1  آن  به رسوب حاصله  رویی دور ریخته و. سپس مایع شناور  ندسانتریفیوژ شد  سلسیوسدرجه    4

دور در دقیقه در   7500دقیقه با سرعت    5تا رسوب از ته میکروتیوب جدا شود و سپس به مدت    شد  پیپتاضافه و به آرامی  

سانتریفیوژ شد. پس از سانتریفیوژ، مایع روشناور دور ریخته و به منظور خشک شدن رسوب به مدت   سلسیوسدرجه    4دمای  

دقیقه در    10و مخلوط حاصله را به مدت  حل    RNaseفاقد  آب  میکرولیتر    50رسوب در    سپسکم در دمای اتاق گذاشته شد.  

 . گرفتدرجه قرار  57دمای 
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  استفاده از لیتیم کلراید

میکرولیتر   1000بتدا بدین منظور اشد.  تخراج( اس2001)و همکاران   Channuntapipat طبق روشکل RNA در این روش 

لیتیم ، Mercaptoethanol،  Ethylene Diamine Tetraacetic Acid.  ،Safety Data Sheet  )شامل  کلرایدبافر 

Polyvinylpyrrolidon   و  Tris-Hydrochloride)  اضافه مخلوط    800  به  از  تریس  فنولمیکرولیتر  بافر  با  ،  Tris-HCl)  اشباع 

pH=8  به )نسبت  -کلروفرمهمراه  (  الکل  مرکاپتواتانول1:24ایزوآمیل  و  به  10)  (  )  میکرولیتر(  شده  پودر  نمونه   100هر 

در مرحله بعد  .  تکان داده شدبه مدت یک دقیقه    حاصلمخلوط  سپس  .  شداضافه    به ترتیب  لیتریمیلی  15گرم( در تیوب  میلی

تیوپ   به داخل چند تیوپ دو میلیمیلی  15محتویات داخل  را  درجه   4دقیقه در دمای    10لیتری منتقل و به مدت  لیتری 

  . شدمولار اضافه  4کلراید میحجم آن لیت به. مایع رویی جداسازی و  ندشد دور در دقیقه سانتریفیوژ 14000با سرعت  سلسیوس

نمونهاز  پس   دادن  مدت  قرار  به  فریز    2ها  در  مدت    نمونه  ،سلسیوسدرجه    -20ساعت  دمای  دقیقه    15به  درجه    4در 

به  4000)  سانتریفیوژ استریلمیکرول  400  رسوب حاصله  دور( شدند.  آب مقطر  اتانول  یتر   ، ( مقدار  درصد(   70سرد    800  به 

از سانتریفیوژ کردن  حل شد.    = pH  4/5  مولار با   سه  سدیممیکرولیتر استات  400یکرولیتر و  م ها، مایع رویی دور  تیوپ پس 

ج کردن مایع شناور رویی و  درصد سرد شستشو داده شد. در مرحله بعد پس از خار  70ریخته شده و رسوب حاصله با اتانول  

  -80  ربه فریزمدت  طولانی  استفاده  و برای  حل    RNaseفاقد  آب  میکرولیتر    40در    RNAها، رسوب حاوی  تیوپ   خشک شدن

  .شدمنتقل  سلسیوسه جدر

 

 لیتر بافر لیتیم کلراید. میلی25 مواد مورد استفاده در تهیه   -1جدول 
Table 1. Reagents for preparation of 25 ml of lithium chloride buffer. 

 میزان مورد نیاز 

Quantity 

 ستفادهد اغلظت مور

Concentraction 

 مواد لازم 

Reagents 
0.093 g 0.1 M – pH: 8 Ethylene Diamine Tetraacetic Acid (EDTA) 
0.105 g 0.1 M Licl 

0.25 ml %1 v/v Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) 
1.25 ml %5 v/v Polyvinyl Pyrrolidine (PVP) 
0.394 g 0.1 M – pH: 8 Tris-HCl 
0.5 ml 0.1 v/v Mercaptoethanol 

 

 کلروفرم -فنولاستفاده از  

گرم میلی  100بدین منظور ابتدا به    صورت گرفت.Wang  (2002  )  و  Ghabrial  بق روشکل ط  RNAوش استخراج  در این ر

کالیبره شده   فنولمیکرولیتر    300و  (  Mercaptoethanolو    NaCl  ،EDTA  ،SDS)میکرولیتر بافر استخراج    300گل پودر شده  

ایزو آمیل الکل   میکرولیتر  6و    میکرولیتر کلروفرم  144چندین تکان آرام به تیوپ ها  از  ( اضافه شد. پس    8-7  =pH)  TEر  فبا با

در دقیقه    4به مدت  و بعد از آن  نگهداری  درجه(    20)منفی  دقیقه در فریزر    5به مدت  ها  و تیوپ  ( 1:24  اضافه نموده )نسبت

مایع رویی شفاف به یک میکروتیوب جدید    شدند. بعد از تشکیل سه فاز، (  دور در دقیقه  13000سانتریفیوژ )درجه    4دمای  

مدت  و به   اضافه    pH=5  مولار با   3استات سدیم    آنحجم    برابر  1برابر حجم مایع رویی اتانول مطلق سرد و    5/1-2منتقل و  

فریز  یک بیرون.  قرار گرفتند  رساعت داخل  از  دور در    13000دقیقه در    16به مدت  ها سانتریفیوژ )ها، نمونه آن  آوردن  پس 

به رسوب درصد    70میلی لیتر اتانول  1کردن اضافه  و  روییمایع   حذف ( شدند. در مرحله بعد سلسیوسدرجه  4دقیقه و دمای 

.  دش  انجام  سلسیوسدرجه    4دمای    دردور در دقیقه    13000دقیقه یا    4به مدت  و در ادامه سانتریفیوژ  ها  میکروتیوب حاصله  

با   آخرین مرحله  و  در  رویی  مایع شناور  دادن  ریختن  هودمیکروتیوب قرار  زیر  کاملا    ، ها در  و تبخیر  اتانول  نهایت   گردید    در 

 . شد  حل RNAseفاقد  آب میکرولیتر   20-40را در RNAرسوب حاوی 
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 کلروفرم. -فنوللیتر بافر استخراج به روش میلی 50مواد مورد استفاده در تهیه   -2جدول 

 Table 2. Reagents for preparation of 50 ml of extraction buffer by phenol-chloroform method. 

 میزان مورد نیاز 

Quantity 
 غلظت مورد استفاده

Concentraction 
 مواد لازم 

Reagents 
0.186 g 0.1 M – pH: 8 Ethylene Diamine Tetraacetic Acid (EDTA) 

0.292 g 0.1 M NaCl 

0.5 ml %1 v/v Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) 
0.5 ml 0.1 v/v Mercaptoethanol 

 

 TMPlus-RNXاستفاده از  

  200سرد و    TMPlus-RNXمیکرولیتر بافر  1000  به میکروتیوب حاوی بافت هموژنیزه شدهبر اساس دستور شرکت سازنده  

. بعد از قرار ت گیاهی کاملا هموژنیزه شودبافتا    ندثانیه ورتکس شد  5  -10ا به مدتهمیکروتیوب   ورم اضافه  میکرولیتر کلروف

  5ها به مدت  در مرحله بعد نمونه   ند.دته ش  ثانیه سر و  15ها به مدت  دقیقه در دمای محیط، تیوپ   5ها به مدت  دادن تیوپ 

( شدند. پس  دور در دقیقه  هزار  12000سانتریفیوژ )  درجه  4در دمای    دقیقه  15دقیقه روی یخ قرار داده شد و سپس به مدت  

نمونه به    شد. دقیقه روی یخ قرار داده    15ایزوپروپانول سرد به آن اضافه و به مدت    از آن فاز رویی جداسازی و هم حجم آن

رویی دور ریخته و به  سانتریفیوژ شد. سپس مایع شناور    سلسیوسدرجه    4دور در دقیقه در    12000دقیقه با سرعت    15مدت  

دقیقه با    8تا رسوب از ته میکروتیوب جدا شود و سپس به مدت    شد  پیپتاضافه و به آرامی    درصد  75میلی لیتر اتانول    1  آن

دمای    7500سرعت   به    سلسیوسدرجه    4دور در دقیقه در  و  ریخته  روشناور دور  مایع  از سانتریفیوژ،  سانتریفیوژ شد. پس 

 حل شد.  RNaseفاقد  میکرولیتر آب  50رسوب در  سپسمنظور خشک شدن رسوب به مدت کم در دمای اتاق گذاشته شد.  

 RNAدر    حذف آلودگی  برای  Kپروتئیناز  و   seNADتیمار  

RNAپروتئینی و  است دارای آلودگی  شده ممکن  ی کل استخراج   DNA.حذف  از این رو به منظور    باشد DNA  و پروتئین

،  TMPlus-RNXهای  برای روش  (های سازندهشرکت طبق دستورالعمل  )  Kو پروتئیناز    seaDNاز آنزیم    ،شده  استخراج RNAاز  

®کلروفرم، بافر لیتیم کلراید و -فنول
TRIzolشد.  استفاده 

 استخراجی RNAبررسی کیفیت و کمیت 

و کمیت   کیفیت  تعیین  بهRNA برای  شد.  استفاده  اسپکتروفتومتر  و  آگارز  ژل  الکتروفورز  روش  دو  از  منظور استخراجی 

کیفیت   آگارز  RNA بررسی  ژل  از  شده  از    1استخراج  میکرولیتر  پنج  مقدار  منظور  بدین  شد.  استفاده  دو    RNA درصد  با 

دقیقه انجام شد.    30مدت  به  ولت    90الکتروفورز با ولتاژ    و  شدمیکرولیتر بافر بارگذاری مخلوط شد و در داخل چاهک تزریق  

برای  مشاهده و تصویر برداری انجام شد. همچنین    RNAبه وسیله پرتو فرابنفش باند    1سپس توسط دستگاه ژل داکیومنتیشن 

کالیبره    RNaseفاقد  آب  میکرولیت    100. ابتدا دستگاه با استفاده از  شد  استفادهاز روش اسپکتروفتومتری    RNAبررسی غلظت  

ژنومی ریخته    RNAمیکرولیتر از    2میکرولیتر آب مقطر استریل و    98کردن دستگاه، داخل کووت به نسبتشد. پس از کالیبره

  تعیینمورد آزمایش قرار گرفت و چگالی نوری    A260/A230و    A260/A280طول موج  آرامی مخلوط شد و در    و با سمپلر به

 .  ( ,Montazeri & Sadat 2017)شد 

 ها داده   آماری  واکاوی

  احتمال   سطح  در LSD  آزمون  با  ها میانگین  مقایسه  و  شدند  تجزیه  تکرار  سه  با   تصادفی  کاملاً  طرح  قالب  در  حاصل  هایداده

 .شد استفاده  هاشکل رسم  و آماری هایتجزیه  برای ترتیببه Excel افزار نرم و 9 نسخه SAS افزار نرم از. شد  انجام درصد یک

 

 
 

1-  Gel Documentation 
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 نتایج  

 استخراجی  RNAنتایج کیفیت  

استفاده درصد    یکژل آگارز    از  های مورد استفاده،با روش  گل خرما  از بافت  شده  استخراج  RNAبه منظور بررسی کیفیت  

  استخراج شده بررسی شد.   RNAکیفیت باندهای    با شاخص مارکر   روشاز هر    های به دست آمده باند  وضوحبا مقایسه    شد و 

قطعه مراحل    RNAهای  شکستگی  طی  بهدر  که  می  استخراج  دیده  ژل  روی  در  دنباله  برای صورت  معیاری  عنوان  به    شود 

شود و  خرد شده مانع از مشاهده واضح باندها می  هایRNA زیرا وجود    گردد تلقی می  RNA های  تر برای نمونهکیفیت پایین

اندازهبه این نوع mRNA دلیل متفاوت بودن  نبوده و بهها بهRNA ها،  بر روی ژل قابل مشاهده  اسمیر در بین وضوح  صورت 

  5S ،5.8S ،28S از قبیل rRNAمولکول  4های یوکاریوتی حاوی ریبوزوم. شوندهای ریبوزومی دیده میRNAباندهای مربوط به  

از بین    ،باشد می  ( 40s)  مربوط به زیر واحد کوچک  18S( و نوع  60sهستند که سه نوع اول متعلق به زیر واحد بزرگ )  18Sو  

  یب وضوح و بدون تخر  به  s  18و    s  28مربوط    یمجزا  یوجود باندها  کلراید،  لیتیمروش    نتایج  در  فقطهای مورداستفاده،  روش

و وجود    s  18نسبت به باند    s  28همچنین دو برابر بودن ضخامت باند    .مشاهده شد  یکپارچهصورت سالم و  و به  یو شکستگ

   (. 1بود )شکل   روش این در شدهاستخراج RNA حاکی از بالا بودن کیفیت نیز اسمیر بین دو باند 

 

از بافت گل نخل خرما رو  RNA  تیفیاز ک  ییهانمونه  -1شکل    م یتی)روش ل  1)مارکر(، چاهک    Mژل آگارز. چاهک    یاستخراج شده 

چاهک  دیکلرا چاهک  -فنول)روش    2(،  ترا  3کلروفرم(،  چاهک  زول ی)روش  چاهک  RNX-Plus)روش    4(،    تی)ک  5(، 

 )مارکر(.   M  هک(، چاستیدناز  تی)ک  7(، چاهککتاژنی  تی)ک  6(،چاهک  اژنیک
Fig. 1. Quality of RNA extracted from flower of date palm on agarose gel. Well: M (Marker), 2 (LiCl), 3 

(Phenol/chloroform), 4 (Qiagen), 5(Yektatajhiz), 6 (RNX-Plus), 7 (TRIzol), 8 (Denazist), M (Marker) . 

 

 استخراجی RNAنتایج کمیت 

های جذبی  استخراجی و نسبت  RNAاز لحاظ غلظت    ، مورد استفادههای  روش  نشان داد بین  ها تایج تجزیه واریانس دادهن

مشخص شد که بین    (2 شکل)بر اساس نتایج مقایسه میانگین . درصد وجود دارد یک داری در سطح اختلاف آماری معنی ها آن 

میزان اسید نوکلئیک استخراج    و  وجود داشت   یداریمعن  اختلاف  استخراجی  RNAاز لحاظ غلظت    ،مورد استفاده  یهاروش

بود، به طوری که بیشترین غلظت   متغیـرمیکرولیتر  نانوگرم در هر    250تا  19از    برده شده  شده بسته به روش اسـتخراج بکـار

 کلراید و کمترین هم مربوط به روش ترایزول بود.تیم یاستخراجی مربوط به روش ل
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  دارند،   ف مشترککه حداقل یک حری  یهان ستو  های مورد استفاده.استخراجی توسط روش   RNAمقایسه میانگین میزان غلظت    -2شکل  

 ندارند. با هم  داری  ، اختلاف معنیاحتمال یک درصددر سطح  

Fig. 2. Comparison of the average of concentration extracted RNA by the methods used. In each column, the 

averages that have the same letters are not significantly different at the 1%  probability level. 
 

از لحاظ    ی هاروش  بین(،  4و    3های  شکل)   یانگینم  یسهمقا  نتایجاساس    بر   شده  محاسبه  جذب  هاینسبت مورد استفاده 
  بین   A260/A280  موج  طول  در  شده  برده  بکـار  اسـتخراج  روش   به  بسته  جذب  میزان  این  وشد    مشاهده  یدار  یمعن  اختلاف

نانومتر   A260در طول موج  RNA   نسبت مقدار جذب.  بود  متغیر  1/2-49/1  بین  هم  A260/A230  موج  طول  در  و  92/1  تا  2/1

 نانومتر  A230طول موج  به    نانومتر  A260طول موج  و نسبت جذب در    8/1-2در محدوده    A280وج  به مقدار جذب در طول م

به دست  RNA کیفیت    نوکلئیک صورت گرفته و های  که جذب بیشتر توسط اسیدمطلب است  نشان دهنده این    2-2/2هم در  

 و   A260/A280  موج  طول  دو   هر  در  شده  جذب  نسبت  بهترین  شده،  استفاده  هایروش  بین  از  بر این اساس  .است  مناسبآمده  

A260/A230  استخراج  روش  در   RNAموج  طول  جذب  نسبت  هاروش  سایر  در  و  شد   مشاهده  کلرایدلیتیم  با  A260/A230  و 

A260/A280 بود قبول قابل  حد کمتر از. 

 
هایی که حداقل یک حرف  ستون های مورد استفاده.توسط روش  A260/A280نوری در طول موج  جذب مقایسه میانگین نسبت  -3شکل 

 داری با هم ندارند. مشترک دارند، در سطح احتمال یک درصد، اختلاف معنی 

Fig. 3. Comparison of the average of optical absorption ratio A260/A280 calculated by the methods used. In each 

column, the averages that have the same letters are not significantly different at the 1%  probability level. 
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هایی که حداقل یک حرف  ستون های مورد استفاده.توسط روش  A260/A230نوری در طول موج  جذب مقایسه میانگین نسبت  -4شکل 

 داری با هم ندارند. مشترک دارند، در سطح احتمال یک درصد، اختلاف معنی 

Fig. 4. Comparison of the average of optical absorption ratio A260/A230 calculated by the methods used. In each 

column, the averages that have the same letters are not significantly different at the 1%  probability level. 

 

 بحث 
جملهب استخراجی  RNA  کیفیت  از  روش  چند  نسبت  :ا  نور  محاسبه  جذب  طول های  و   A260/A280موج  های  در 

A260/A230    وجود بررسی  پلیآلودگی)جهت  پلیفنولهای  متابولیتی،  و  پروتئینی  ثانویهساکاریدی،  وضوحهای  و  باندهای    ( 

از این رو   .( 2016et al., 1993; Javdan Asl et alChang ,.شود ) ارزیابی می  روی ژل آگارز  18SrRNAو    28SrRNA  یمجزا

کیفیت مطلوب و  نشان دهنده    2-2/2  ر محدودهد  A260/A230و نسبت    8/1-2در محدوده    A260/A280نسبت  گرفتن    رقرا

کمتر از مقدار فوق   A260/A230اما اگر نسبت جذب    (.2017Montazeri & Sadat ,)  به دست آمده است RNA  خلوص لازم

طور    به  8/1کمتر از    A260/A280بودن نسبت جذب    ترپایینی است و  فنولو پلیی  ساکاریدآلودگی به پلیدهنده  باشد نشان

 (.  2016et alJavdan Asl ,.)  باشد کلی نشان دهنده آلودگی پروتئین در طی مراحل استخراج می

از  د ابتــدا  مطالعــه  ایــن  بافرهاکیــتبرخی  ر  و   RNeasy Mini Kit  ،Column RNA  کیتهمچون    تجــاری  یها 

Isolation Kit  ،extraction mini kitTotal RNA     و بافرTMPlus-RNX    و®TRIzol   هـای استفاده شد ولی با وجـود گـزارش  

ا  بافتمختلف، در مورد    یاهاندر گ   RNAبرای اسـتخراج    هایتک  ینافراوان مبنی بر کارا بودن     ، پژوهش   ینمورد مطالعه در 

 این   که  بود  تیره  ایقهوه  رنگ  به  و   زیاد  غیرعادی  طور  به  آمدهمقدار رسـوب بـه دسـت    هااجرای آن   ینبوده و ط  یزآم  یتموفق

 Javdan)   اسـت  RNAو عدم خالص بودن    RNAی مخلوط شـده بـا فنولو ترکیبات    کربوهیدرات  حضـور پـروتئین،  نده دهنشان

, 2016et alHaeerizadeh ., 2016 & et al Aslآن در آب مشـکل   شدن  حل  ای بود کهمعمولا به گونهای حاصله  (. رسوب قهوه  

توان به رسـوب  را می  RNAاین کیفیت پائین  بود.  تاثیر  هم بی  جهت حذف پروتئین  Kاعمال تیمارهای پروتئیناز    و حتی  بود

دهنـد، نسـبت  واکـنش مـی  RNAبرگشـت ناپـذیر بـا    طـورـی کـه بـهفنول  ساکاریدها و اکسیداسـیون ترکیبـاتپلی  زمـانهم

 . (2016et al Haeerizadeh ,) داد

م کلراید  یروش لیتارایه شده مربوط    های روشبین  در    جذبی  بیشترین نسبت  بر اساس نتایج این مطالعه مشخص شد که

دهنده  نبود که این امر نشا  8/1و    2به ترتیب بالای    A260/A280و    A260/A230به طوری که در این روش نسبت جذب    بود

این روش سه فاز کاملاً    (. طی کاربرد4و    3های  شکل)  باشدکارآمد بودن این روش در جداسازی فازها در زمان استخراج می

از تجمع  فاز اول، مایع رو شناور محتوی اسید نوکلئیک )فاز شفاف(، فاز دوم رسوب حاصل  از یکدیگر مشاهده شد که  مجزا 
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پروتئین انتها قرار دارد شامل  ها، رنگدانهکربوهیدرات،  بقایای سلولی و فاز سوم که در  ایزوآمیل-فنولها و سایر  الکل کلروفرم 

از انجام درست بقیه  شناور شفافیت این فاز کمتر شده و آلودگی  است. درصورت اختلاط این فازها با فاز رو های حاصل مانع 

 . شوندمی پژوهشمراحل 

هر قدر میزان بافت    گرم بافت استفاده شد زیرامیلی  100(  2016)و همکاران    Haerizadeh  همانند گزارش  پژوهش در این   

-به  پژوهش از طرفی در این    تر خواهد بود. ها مشکلدر نتیجه حذف آن  ها بیشتر وبرداشتی بیشر باشد به همان میزان آلودگی

افزایش   از تیمار پیش   حلالیتمنظور  گرمای در بافر استخراج مشخص شد که اعمال تیمار پیشاستفاده و    گرمابافر استخراج 

و همکاران   Chang  ی چونپژوهشگران  گزارش   هایشود که با یافتهها میسلول   و تجزیه دیواره  بافر  برای افزایش حلالیتسبب  

(1993  ،)Kolosava    همکاران همکاران    Haerizadeh  و  (2004)و  دارد.هم(  2016)و  این    خوانی  در  طرفی  جهت    پژوهش از 

  (2016و همکاران )  Haeerizadehو    (2004و همکاران )  Kolosovaساکاریدی طبق روش ارایه شده توسط  کاهش ترکیبات پلی

ای و در چند مرحله استفاده شد.  دوره  درصد( به صورت  70درصد )بجای اتانول    100اتانول    و  مولار  3  استاتترکیب سدیماز  

این    همچنین یافت    سانتریفیوژسرعت دور    پژوهش در  تا حدی کاهش  استخراج  اولیه  زمانیدر مراحل  تا  فاز   این مرحله  که 

دلیل جـرم مولکـولی    به  DNA پروتئین و  طی کاهش دور سانتریفیوژ ممکن است که    .شدرویی شفاف مشاهده شود، تکرار  

، در سطح  ()البته بسته نوع بافت  شفاف   فاز آبی کـاملاکنند که در این حالت    تر رسوبدر فاز پائینRNA بیشـتر نسـبت بـه

 .(Haerizadeh et al., 2008) باشـد می RNAحاوی  فقط شود که رویی محلول موجود در تیوب مشاهده می

استخراجی گیاه دارویی بومادران را با استفاده از سه روش RNA ( کیفیت  2016و همکاران )  Javdan Aslدر مطالعه ای  

استخراجی    RNAغلظت  کیفیت و  ها نشان داد که بیشترین  و نتایج آنبررسی    TMPlus-RNXکلروفرم و  -فنوللیتیم کلراید،  

جداسازی شده مربوط به    RNAبود و کمترین غلظت و کیفیت   TMPlus-RNX  کلروفرم و سپس روش-فنولمربوط به روش  

این    بود.  لیتیم کلرایدروش   نتایج  این مطالعه نشان داد که روش  یافته  پژوهشگرانبر خلاف  بهترین   لیتیم کلرایدهای  دارای 

های جذبی  و نسبت(  ng/µl  5 /247و بیشترین غلظت )  18SrRNAو    28SrRNAباندهای مجزای    از لحاظ وضوح  RNAکیفیت  

مطالعه  A260/A230و    A260/A280موج  های  طول در   این  نتایج  تایید  در  همکاران    Tattersall  بود.  منظور  2005)و  به   )

اما   آن،  بر بودنکلراید با وجود زمانتیمیکردند که پروتکل ل  بیانهای انگور از پانزده پروتکل مختلف استفاده و  استخراج از برگ 

در    شود.برگ و ریشه پیشنهاد می  RNAاستخراجی به عنوان پروتکلی مناسب جهت استخراج    RNA  کمیت و کیفیت  به دلیل

ها  م کلراید استفاده و نتایج آنیها گندم از چهار پروتکل از جمله روش لیت با کیفیت از گل  RNAگزارشی دیگر جهت استخراج  

et Manickavelu استخراجی از کیفیت و کمیت قابل قبولی برخودار است )  RNAم کلراید از لحاظ  ینشان داد که پروتکل لیت

., 2007al.)    دیگر  یپژوهشدر  Alisa    همکاران استخراج    (2021)و  منظور  از    RNAبه  کیفیت  رقم  دانهبا  Golden های 

Delicious    تغییر یافته، روش    لیتیم کلراید  :چهار روشسیب از  درختCTABهای  ، کیتAurumTM Total RNA Mini Kit  

روش  Quick-RNA MiniPrepو   بین  از  که  داد  نشان  نتایج  و  روش  استفاده  استفاده شده  بیشترین   لیتیم کلراید های  دارای 

)  RNA  یزانم موج ng/µl  7/477استخراجی  طول  در  جذبی  میزان  بیشترین  و  و  А260/А280  (17/2های  (   )А260/А230  

به ترتیب   1/2و    15/2های جذبی  استخراجی و دارا بودن نسبت  ng/µl  78/223  ،RNAبا غلظت    CTABاست و روش    (22/2)

 در مرتبه بعدی قرار داشت. А260/А230و  А260/А280های در طول موج 

روش  مبنای  بیشتر  بر  عمدتا  استخراج  نمکروشهای  تیوسیانات،    های  در  ؛  هستند/SDS فنولو    CTABگوانیدینیوم 

®،  TMplus-RNX  مثل  یبافرهای
TRIzol    برخی عنوان  گوانیدینیوم    هاینمک  sKit Miniو  و  دناتورهبه  پروتئین  های 

 های غیرپروتئینیکمپلکس  ازRNA عامل مؤثری برای جداسازی    ، هااین نمک  اما ،  دارد  کاربردRNase هایهای آنزیمبازدارنده

استخراج،  طی فرایند    ممکن استمحلول    در RNA   به علت به سختی حل شدن  نیستند و  های ثانویهدر زمان وجود متابولیت

RNA  برو بین  لیت.  (1998et al Liu ,.)  دن از  روش  برتری  دلایل  از  یکی  بافریشاید  در  موجود  مواد  وجود  کلراید  مراحل   م  و 

  در   PVPبود: مثلا کاربرد ماده  کلروفرم مشابه  -فنولهایی چون  روشبافر  با  استخراج آن باشد هر چند که در یک یا دو مورد  

از  فنول  باعث جداسازی ترکیبات پلی   ی و تشکیل کمپلکس،فنول  پیوند هیدروژنی با ترکیبات پلی  تشکیل، با  این روش  بافر ی 

 Lewinsohn  و(  2016)و همکاران    Haerizadehاین نکته با نتایج مطالعه    (2015et al Rouholamin ,.)  شد   اسیدهای نوکلئیک
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در ترکیب بافر استخراج در حذف و رسوب دادن ترکیبات فنولی موثر است    PVPکه بیان کردند کاربرد  (  1994)و همکاران  

دلیل عدم حلالیـت    بهای  اظهار داشتند که کاربرد تکی این ماده در مرحله جداگانه  پژوهشگرانباشد. همچنین این  راستا میهم

کـه در    تـر اسـت چراافزودن آن به بافر استخراج مناسب  شـود وهـا توصـیه نمـیRNaseافزایش احتمال حضور  چنین  هم  آن و

   . شودمیها RNaseزمان وجود اورین تری کربوکسیلیک اسـید مـانع از فعالیـت  آن

  -بتااز  جهت جلوگیری از هرگونه واکنش اکسیداسیون نامطلوب  (  2008)و همکاران    Yang  نتایج  مشابه  ،حاضر  پژوهش  در

ها از ترکیبات  ها و آزادسازی کوئینون فنول اکسیداسیون  با ممانعت از    زیرا این ماده  استفاده شددر بافر استخراج  مرکاپتو اتانول  

دی  و   یفنول پیوند  آنزیم  سولفیدیشکستن  غیرفعالسازی  حذفبهSDS ماده    و   شودمی  RNase  هایباعث  ی  کنندهعنوان 

ازلیپیدهای غشایی، شکستن دیواره سلولی و   پروتئینی  بوده و همچنین به جدا شدن ترکیبات   RNA دیواره هسته، مطرح 

یون  EDTAو  (  2015et al Rouholamin ,.)کند  کمک می فعالیت  از  روش،  این  در  استفاده  عنوان مورد  به  که  منیزیم  های 

آنزیم فعالیت  نوکلئاز هستند، جلوگیری میکوفاکتور جهت  ) های  مواد  (et al Javdan Asl ,.2016کند  این  کنار همه  در  اما   .

برهمکنش  م کلراید نقش اساسی در مراحل اولیه و پایانی استخراج دارد زیرا این ماده در مراحل اولیه از طریق ایجاد  ینمک لیت

ر  ینب کات  RNA  یبوزقند  )ل  یها یونو  تاخوردن  (میتیمثبت  جداسازی،  رسوب    امکان  از    RNAو  پروتئ  DNAرا  در   ینو  را 

آب میمحلول  فراهم  سبب  ی  آن  مجدد  کاربرد  هم  پایانی  مراحل  در  و  خالصجداسازکند  و  از    یکنوکلئ  یدهای اس  سازیی 

اولیه میهایندهآلا   روی   بـــر(  2004)  همکاران  و  Fu  که  ایمطالعـــه  با  پژوهش  این  نتایج  (.2022Gautam ,شود )ی مراحل 

  هاینهال  و  Abies grandis  ساله  چهار  هـاینهـال  روی(  2016)و همکاران    Haerizadeh  و  corniculantum   Aegicerasگیاه

  حذف  موجب  استخراج  بـافر   بـه  کلرایدلیتیم    افـزودن  کـه   بودند  کرده  گزارش  و  داشتند  Cedrus deodara  ساله  شش

 همکاران  و   Chang  مطالعـه  نتایج   خـلاف  بـر  حاضر   پژوهشدر    ولی  دارد  مطابقت   شود،می  RNA  بـا   درگیـر  سـاکاریدهای پلـی

  ایجاد   و RNA کیفیـت  و   کمیت  شدن  کم  سبب  استخراج،  بـافر  بـه  کلرایدلیتیم افـزودن  و  اعمال  شد   بیان  که  ،(1993)

 . نشد  مشاهده  محدودیتی گونـه هیچ  شود،می آن در  ناخالصی

 گیرینتیجه 
که  آن از   این  جایی  اصلی  مطالعات    پژوهشهدف  به  دست  بود  RNA-Seq انجام  انجام    RNAیابی  ملزومات  از  با کیفیت 

،   (2020et al Latifian ,.ها )ها و فلاوانها، فلاونولمانند فلاون  یفنولپیچیده پلیفوق بود اما به دلیل وجود ترکیبات    پژوهش

الیاف فیبری و  ساکاریدیپلی پروتئینی،  بالا،  از طرفی    (2019et al Karra ,.)   از یک طرف  ترکیبات روغنی  کم بودن  دیگر  و 

رو . از اینمشکل می باشد  گل ر بافت  د  mRNAبه ویژه   RNAدستیابی به    ،(1994Ainsworth ,)  در این بافت  RNAمیزان کلی  

تا  بتواند  ها  ت که حضور آن هایی بوده اسگزارش شده در این پژوهش به طور عمده بر اساس مواد و یا ترکیب  یهاروش نتخاب  ا

بنابراین بر اساس نتایج  ؛  ثانویه گرددهای  ساکاریدی و یا متابولیت  ی، پلیفنولهای پیچیده پلیترکیب  حدودی منجر به حذف

لیت  پژوهش این   دلیل  یپروتکل  به  کلراید  که  م  میزان  این  بیشترین  باندهای    RNAدارای  وضوح  و  و    28SrRNAاستخراجی 

18SrRNA های جذبی و همچنین بالا بودن نسبت روی ژل آگارزA260/A280  وA260/A230 عنوان  هها، بنسبت به سایر روش

، جهت RNA-Seqهای استخراجی توسط این روش برای انجام مطالعات  RNA  انتخاب شد و نمونه  پژوهشپروتکل انتخابی این  

 یابی ارسال شد. توالی

 سپاسگزاری
پژوهشکده  تمامی همکاران محترم  و    7092کد گرنت    حمایت مالی با   رایمعاونت پژوهشی دانشگاه زابل باز  وسیله    بدین

همچنین   و  طبرستان  کشاورزی  فناوری  زیست  و  دانشگاهژنتیک  کشاورزی  فناوری  زیست  که    پژوهشکده  در   صمیمانهزابل 

 شود. اجرای این پژوهش مساعدت نمودند، قدردانی می
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RNA extraction from hardwood tissues, especially in date palm flowers, is very hard 

because they have high concentrations of phenolic compounds, polysaccharides, fibers, 

proteins, and secondary metabolites(tannins, fatty compounds, and lignin); Some RNA 

extraction methods yield that are poorly soluble,  indicating the presence of unknown 

contaminants, whereas others are gelatinous, indicating the presence of polysaccharides. RNA 

can make complexes with polysaccharides and phenolic compounds render the RNA unusable 

for applications such as the RNA-Seq technique. Therefore, it is important to a suitable 

extraction method to produce a good quality RNA. Therefore, in this study, to obtain quality 

RNA for RNA-Seq studies, seven RNA extraction methods (including three kits (Column 

RNA Isolation Kit, Total RNA Extraction Mini Kit, and Neasy Mini Kit) and four extraction 

buffers (Triazole, Phenol-Chloroform, Lithium Chloride, and RNX-PlusTM)) were compared 

and the nucleic acid extraction method from the flowers of this plant was optimized. 

Modifications for optimization of RNA extraction were preheating treatment of extraction 

buffer, and decreasing centrifuge rounds to eliminate DNA contaminations and DEPC. For 

genomic DNA and protein elimination, extracted RNA was treated with DNase and 

Proteinase-K enzyme. After RNA extraction, its quantity and quality were assessed by 

spectrophotometry and gel electrophoresis. Based on the results of this study, it was found 

that among the kits and methods used, Lithium chloride method after DNase and Proteinase-K 

treatment and modifications for optimization had high quality and quantity in terms of 

extracted RNA concentration (247.5 ng/µl) and resolution of 28SrRNA and 18SrRNA bands 

on agarose gel as well as high absorbance ratios of A260/A280 and A260/A230. Therefore, 

based on the results of this study, it can be said that the selected optimized method has 

overcome the problems of extracting RNA from tissues rich in polyphenolic compounds, 

polysaccharides, and secondary metabolites such as date palm flowers and the samples of 

RNAs extracted by this method were sent by these researchers for sequencing for RNA-Seq 

studies. 

Keywords: Spectrophotometry, RNA extraction, Agarose gel electrophoresis, Bark tissue, 

Molecular methods. 
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