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معطر و دارویی، گیاهان نظیر ترکیبات فنلی  های ثانویهعدم حذف متابولیتبطورمثال . سازدمشکلاتی را فراهم میهی اغلب های گیااز بافت DNAاستخراج . چکیده

 کاسنیان تیره گیاهی دارویی متعلق به (،Achillea wilhelmsiiبومادران ) شود.استخراج شده طی آزمایشهای مولکولی می DNAباعث بروز خطا در نتایج کاربرد 

 کمیت و کیفیت مناسببا  DNA برای تهیه های استخراجروش سازیبهینهجهت  بدین وجود دارد. آن در رابطه با ژنومت کمی که اطلاعا ایران است نحصاریاو 

یک روش دیگر با و  ی(اگیاکدهو تازه  بافتاز )با استفاده  گیاه بومادران ژنومی از برگ DNAاستخراج سنتی روش  دو. در این مطالعه رسدبه نظر میضروری 

 Khanujaهای تازه طبق دستورالعمل از برگ DNAنتایج نشان داد که استخراج . ه استمقایسه قرار گرفتمورد  TMMAGNANتجاری  کیت استخراجاستفاده از 

های ثانوی بهتر ها و متابولیتدها، پروتئینساکاری، پلیRNAاستخراج شده و کاهش آلودگی ترکیبات مزاحم مثل  DNA( به دلیل افزایش مقدار 1999و همکاران )

برابر نسبت به دو روش دیگرDNA (50-10  ،)ای نشان داد که علیرغم مقدار بالای گیاکده هایاز نمونهاستخراج شده  DNA از دو روش دیگر بود. ارزیابی کیفیت

تواند استفاده از عصاره فوق را در آزمایشهای مولکولی با د. این امر میپایین بو DNAستگی مولکول کروی ژل آگارز بخاطر وجود کشیدگی و ش کیفیت عصاره

مناسب بود، اما  RNAگرچه از نظر کاهش زمان و هزینه استخراج و کاهش آلودگی به پروتئین و  TMMAGNANمحدودیت روبرو سازد. کاربرد کیت استخراج 

 حاصل است. DNAکمیت  تخلیص برای گیاه بومادران جهت افزایش فرایندنیازمند اصلاح 

 خشکنمونه  مغناطیسی، نانوذرات، پلی فنلهابومادران، ، استخراج ژنومی :های کلیدیواژه
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Abstract. DNA extraction from plant tissues is often problematic. For example, unsuccessful removal of secondary 

metabolites, such as phenolic compounds, during the extraction of the DNA of aromatic and medicinal plants results in 

errors in the results of molecular experiments. Achillea wilhelmsii is a medicinal plant which belongs to Asteraceae 

family and is native to Iran, there is little information about its genomic data. Therefore, the optimization of DNA 

extraction methods to obtain yield with higher quality and quantity is necessary. In this study, two traditional DNA 

extraction methods (using fresh and herbarium leaf samples) and a commercial DNA kit (MAGNANTM) in Yarrow 

were compared. Results showed that DNA extracted from fresh leaves of yarrow by the application of Khanuja et al. 

(1999) method was better than other methods mentioned in this research, because of increased amount of extracted 

DNA and reduced amount of harmful compounds such as RNA, polysaccharides, protein and secondary metabolites. 

The evaluation of the quality of extracted DNA from herbarium specimens showed that the quality of this extract was 

low on agarose gel because of the formation of smear and broken molecules, in spite of the high yielding DNA (10-50 

fold ratio to the other methods). This can be considered to be a limitation of the extract in molecular experiments. The 

procedure of MAGNANTM DNA kit proved to be appropriate for reducing the time and cost of extraction as well as its 

low contamination of protein and RNA. However, this process still needs some modifications for yarrow to increase the 

amount of extracted DNA. 

Keyword. Achillea wilhelmsii, genomic DNA extraction, herbarium samples, magnetic nanoparticle, polyphenols 
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 مقدمه   
و هستند های ثانویه گیاهان غنی از متابولیتتعداد زیادی از    

ه ده استفادگسترطور بهدرمانی  هایفرایندو در تولید دارو امروزه 

-Achillea wilhelmsii) کوتاه دشتی بومادران شوند.می

K.Kochکاسنیان تیرۀ ( گیاهی دارویی متعلق به (Asteraceae )

-طور گسترده در بخشایران بوده و به انحصاریاست. این گونه 

پراکنش دارد ویژه در مناطق مرکزی و غربی های مختلف ایران به

(Asgary et al., 2000 .)های بخشیایی موجود در ترکیبات شیم

ها، مشتقات فلاونوئیدها، ترپنوئیدها، لیگنان هوایی گیاه مانند

 هاها و برگگلآمینواسیدی، اسیدهای چرب و آلکامیدها در 

-لف مانند خاصیت ضدمیکروبی، آنتیدارای خواص درمانی مخت

التهابی، حفاظت کننده دستگاه گوارش اکسیدانی، ضدسرطان، ضد

-متابولیت تجاری تولید .(Lakshmi et al., 2011)هستند و غیره 

 گیریاز طریق عصاره ،مهم گیاهان دارویی و ترکیبات ثانویه های

ترکیبات  این توجهی ازمقدار درخور حاوی که وحشی گیاهان

در کارخانجات شیمیایی  آنها سنتز یا گیردصورت می هستند همؤثر

 سلول و بافت شتک بیوتکنولوژی مانند هایروش. شودمی انجام

 مهندسی و موئین هایریشه کشت ژنتیکی، هایکاریدست گیاهی،

بنابراین  گیرد. قرار توجه تواند در این راستا موردمی نیز متابولیت

، DNAاستخراج شناخت ژنوم گیاهان دارویی بومی کشور، 

بررسی  های کلیدی در مسیرهای متابولیسمی مهم وشناسایی ژن

 مباحث مولکولی ودر مطالعات زیستی  هانژ تنظیمی مکانیسم

ای از اهمیت ویژه ثانویه هایمتابولیت تولید افزایش منظوربه

 .(Zhoua & Wu, 2006) برخوردار هستند

ه در انجام های نوکلئیک اولین مرحلاستخراج اسیدسازی بهینه   

های روشتا به حال  (.Alaey et al., 2007) استاین مطالعات 

در  .از گیاهان ارائه شده است DNAای استخراج مختلفی بر

استخراج  DNAکمیت و کیفت مناسب  ابتدا ،هاانتخاب این روش

مهم استخراج  فرایندهزینه کاهش شده و سپس سرعت، سادگی و 

عدم  (.Rahim Malek, 2011; Lickfeldt et al., 2002) است

 دلیل تجزیه مولکولممکن است بهشده استخراج  DNAکیفیت 

DNA و  یهای نوکلئازآنزیم ، عملکردصدمات مکانیکی به علت

باشد.  DNAاستخراج  فراینددر  ترکیبات ناخواسته اثریا به دلیل 

 محلولدر ها شامل ترکیبات شیمیایی مورد استفاده این ناخالصی

ها ها، پروتئینیا کربوهیدرات DNAبکار برده شده برای استخراج 

 ,Sahare & Srinivasu)هستند  یاهیهای ثانویه گو متابولیت

ها رخ به دلیل وجود ناخالصی اغلبی که تمشکلایکی از . (2012

اکاریدها و ترکیبات سن است که ترکیباتی از قبیل پلیآدهد می

 ها فنلپلی .دهندمیتشکیل  تافتههمنوکلئیک  یهافنلی با اسید

 ,.Khanuja et al)شوند  DNAباعث اکسیداسیون توانند می

1999; Varadarajan & Prakash, 1991 .) وجود چنین

در مراحل بعدی مانع تواند می DNAهایی در محلول آلودگی

ای پلیمراز زنجیره پلیمراز در واکنش-Taqهای فعالیت آنزیم

(PCR )و آنزیم( های برشگر شوندBushra et al., 1999.) 

یت و کیفیت کم جهت بالا بردنهای استخراج روش بررسی نابراینب

DNA  ضروری است.استخراج شده 

روش جدیدی جهت  (2001)و همکاران  Prittilaدر مطالعات    

د که در آن از شاز گیاهانی مانند بومادران ارائه  DNAاستخراج 

زمان برای طور همبه (PVP) وینیل پیرولیدونپلی مرکاپتواتانول و

 Rahimاستا، شد. در این رمیرفع مشکل اکسیداسیون استفاده 

Malek چهار روش استخراج DNA گیاهان دارویی و معطر  از

سی ربر تحترا  (.Achillea Lچند گونه بومادران ) شامل مختلف

 . نتایج این تحقیق نشان داد که(Rahim Malek, 2011) قرار داد

های بومادران بیشترین میزان بررسی گونه تحتدر میان گیاهان 

. آنها نیز را داشتند DNAاکسیداسیون  ساکاریدی وناخالصی پلی

روش  گیری شده را طبقاندازه DNA میزان اکسیداسیونکاهش 

و  Khanuja ند.کردتائید ( 2001و همکاران ) Pirttila استخراج

از گیاهان  DNAاستخراج سریع  دستورالعملی را برایهمکاران 

نس های ثانویه و اسامتابولیت محتوای بامختلف  معطردارویی و 

. این روش، در (Khanuja et al., 1999) ندکردمنتشر فراوان 

با اندکی تغییرات، به عنوان روشی مناسب برای اغلب  منابعبرخی 

 ,Sahare & Srinivasu) شده استگیاهان دارویی معرفی 

2012; Viana et al., 2015; Zabeti et al., 2014 .) از طرفی

در کنار ، DNA تخراجهای تجاری اسامروزه استفاده از کیت

تعدادی از  در ، گسترش یافته است.آزمایشگاهی قدیمیهای روش

استفاده از کیت استخراج در مقایسه با  ه است کهدها بیان شگزارش

 Del)کند می فراهمتری را خالص DNAهای دستی، روش

Serrone et al., 2007; Sameer et al., 2009).  جداسازی

نانوذرات مغناطیسی زیستی با استفاده از های مغناطیسی مولکول

اخیر برای  هایاست که در سال جدیدهای یکی از فناوری
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 .های زیستی مورد استفاده قرار گرفته استاستخراج انواع مولکول

نانوذرات به دلیل افزایش سطح تماس و گزارش شده است که 

-مینشان جذب، توانایی بالایی در استخراج اسیدهای نوکلئیک 

نیازی به علاوه بر اینکه تجاری  هایاین کیتاز  استفاده طی د.دهن

به  نیز DNAزمان استخراج  نیست، های پیچیدهدستگاهاستفاده از 

 (. Rahnama et al., 2016) یابدمیای کاهش ملاحظه طور قابل

های مولکولی انتخاب بافت گیاهی در بررسی مؤثردومین عامل 

جوان به عنوان منابع خوب تازه و ی هابرگ. معمولا استمناسب 

استفاده  حال حاضردر اما . ندوشمیدر نظر گرفته  DNAاستخراج 

توجهی در مطالعات طور قابلبهنیز  ایگیاکدهخشک و  اناز گیاه

 ,.Cota-Sánchez et alو تکاملی افزایش یافته است ) تبارزایشی

حد زیادی  تا ایگیاکدههای توانایی استفاده از نمونه(. 2006

-نمونهاستفاده از  تواناییرا ارتقا دهد.  یپژوهش هاییافتهتواند می

 هاییافته ارتقاامکان  هامجموعهاین  ه ازیذغتو ای گیاکده یها

به خاطر دسترسی آسان به افزایش داده است. امروزه  را یپژوهش

های ویژه یا شناسایی توالی آنها،از  DNAاستخراج ها و این نمونه

در مختلف تسهیل و کاربرد نتایج آن  هایآرایهدر های خاص ژن

 ,Drábková)ه است دفراگیر شمولکولی  و شناختیآرایهمطالعات 

2014; Gaudeul & Rouhan, 2013.) 

از آنجا که در گونه است.  19بومادران در ایران دارای  سرده   

اه به عنوان یک گیآن  رویکمی مولکولی تاکنون مطالعات ایران 

های آوری دادهجمع است، از اینرو صورت گرفته انحصاری

های پیشرفته در رابطه با مسیرهای بیوسنتزی بررسیژنتیکی برای 

 DNAاستخراج  .رسدنظر میضروری به های مهم آنمتابولیت

مناسب از گیاه بومادران برای مطالعات مولکولی همانند بسیاری از 

مشکل بسیار شیمیایی پیچیده  گیاهان غنی از اسانس و ترکیبات

 گیاه DNAسازی استخراج بهینهمطالعه  هدف از ایناست. 

 روی گونه ی مربوطههاآزمایش و استبومادران از بافت مناسب 

Achillea wilhelmsii  روش  سه. به این منظور انجام شده است

 از DNA استخراج: دو روش گرفتمقایسه قرار  تحتاستخراج 

سنتی و  هایدستورالعملبا استفاده از  اینه گیاکدهنمو و برگ تازه

 کیت رگ تازه به کمکاز ب DNAاستخراج  روش سوم

TMMAGNAN  با در نهایت  تا ، تهران، ایران(ژنگیلنانو)شرکت

بهترین روش توجه به کیفیت و کمیت محصول بدست آمده 

 .شودمعرفی از بومادران کوتاه دشت  DNAستخراج ا

 هامواد و روش   
 نمونه گیاهی آماده سازی

، DNAهای تازه جهت استخراج آوردن برگدستهمنظور ببه   

 روستای در از رویشگاه طبیعی کوتاه دشتی های گیاه بومادرانبذر

 ،کاشان، استان اصفهان شهرستان نیاسر بخش توابع ازوادقان )

 طول ،518/51 جغرافیایی عرض ،دریا سطح از متر 1897 ارتفاع

 ریحانهطیبه رجبیان و  توسط ماه اردیبهشت ( در9/34 ییجغرافیا

 70سازی با الکل شدند و پس از سترون آوریجمعپور دانایی

و شستشو با آب مقطر  درصد 20هیپوکلریت سدیم تجاری  ،درصد

 & MS (Murashigeروی محیط کشت جامد و بدون هورمون 

Skoog, 1962 ).به مدت اق کشت تها در اپتری کشت داده شدند

قرار  و در تاریکیدرجه سانتیگراد  23±2ساعت در دمای  24

ساعت  8ساعت روشنایی و  16دوره نوری  به سپس ،ندگرفت

 -70در فریزر  ه برداشت وهای دو ماهگیاهچهتاریکی منتقل شدند. 

برای همچنین  تا زمان استفاده نگهداری شدند.درجه سانتیگراد 

ونه که در شده همین گخشکهای از نمونه ایگیاکدهنمونه 

هرباریوم آن در شاهد آوری و نمونه جمع 1389اردیبهشت ماه 

استفاده  ،شودنگهداری می TUH-43916به شماره دانشگاه تهران 

 .شد

 DNAاستخراج 

 :استبه شرح زیر  DNAسه روش استفاده شده برای استخراج    

و همکاران  Khanuja اصلاح شده دستورالعمل روش اول

 بوته چینی با کمک بافت تازه برگ در گرم 5/0 مقدار :(1999)

 CTAB (100 استخراج بافر لیترمیلی 1 ازت مایع سائیده و در

مولار  EDTA ،5/1 رمولایمیل Tris-Cl (pH= 8)، 25مولار میلی

NaCl ،5/2  درصدCTAB ،2/0  1درصد بتامرکاپتواتانول و 

یک لوله  درحاصل  شد. مخلوط حل پیرولیدون(پلیوینیل درصد

در حمام  درجه سانتیگراد 60ساعت در دمای  1-2مدت فالکون به

ایزوآمیل الکل  محلول کلروفرم: لیترمیلی1پس س. شدآبی انکوبه 

طور بهدقیقه  15مدت ( به نمونه اضافه و به24:1به نسبت حجمی)

به مدت  rpm 8000شد. نمونه با سرعت  زیر و روافقی به آرامی 

 Spectrafuge) سانتریفیوژ درجه سانتیگراد 25ه در دمای دقیق 20

24D, labnet-USA) محلول  لیتر میلی 5/0 جدا و. لایه رویی شد

به ترتیب حجم  5/0محلول ایزوپروپانول به نسبت  و NaClمولار  5

ساعت در دمای اتاق  1اضافه و محلول حاصل به مدت به آن 
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قابل یدی سفید رنگ ساعت کلاف نوکلئوت 1. پس از شدانکوبه 

در  و داده شد شستشو درصد 80اتانل  جدا و بادر محلول مشاهده 

حجم با افزودن  .شدبا نمک بالا حل  TEبافر  میکرولیتر 170

لایه به آن،  (24:1ایزوآمیل الکل ) مساوی از محلول کلروفرم:

 و شدو دو حجم اتانل سرد به آن اضافه  جداسازیرویی )لایه آبی( 

درجه  25دقیقه در دمای  10به مدت  rpm 10000با سرعت 

شو و وشست درصد 80سانتریفیوژ شد. رسوب با اتانل   سانتیگراد

 70. در نهایت رسوب حاصل در شددر دمای اتاق خشک 

  .(Khanuja et al., 1999) آب دوبار تقطیرحل شد میکرولیتر

 (:بافت گیاهی) MAGNANTMکیت استفاده از روش دوم 
اساس دستورالعمل و بر تازه بومادران بافت از DNA ،شرودر این 

فناور،  زیست ژن نانو )شرکت گیل مواد آماده شده کیت مگنان

استخراج به کمک کاربرد نانوذرات مغناطیسی و بافر اتصال  (ایران

به  1شماره بافر لیز  لیترمیلی 5 دربافت تازه برگ  گرم5/0ابتدا . شد

 2 میکرولیتر بافر لیز شماره 250ثانیه ورتکس شد سپس  30مدت 

داری نگه درجه سانتیگراد 65دقیقه در دمای  15ها نمونه اضافه و

 واضافه شد  3شماره بافر لیز  میکرولیتر 750مخلوط حاصل  به .شد

داری نگه دقیقه 20به مدتیخ  ها روینمونه پس از ورتکس مجدد

 38شته و محلول رویی بردااز  میکرولیتر 100 شدند. در ادامه

موجود در بافر اتصال  میکرولیتر 100از محلول نانوذره و  میکرولیتر

دقیقه در دمای  4ها به مدت به آن افزوده شد. نمونهکیت استخراج 

ک مغناطیسی به کمک رَحاصل اتاق انکوبه و جداسازی رسوب 

در مراحل بعدی مطابق  ضمن شستشوی رسوب انجام شد.

از  DNAمولکول های  ،MAGNANTM دستورالعمل کیت

 میکرولیتر 125به حجم  با آب مقطر و ندشدرسوب نانوذرات جدا 

  .درسی

 در این :Robert (2014)و  Costa دستورالعمل روش سوم

بافت خشک گرم میلی 50استفاده شد،  ایگیاکدهروش از نمونه 

 2X CTAB بافر میکرولیتر 600 سپس ،به آرامی ساییده شد برگ

به ده بود در حمام آبی گرم ش درجه سانتیگراد 60در دمای که 

و اضافه  گیاه پودربه  پیرولیدون وینیل پلی گرممیلی 50 همراه

درجه  70ساعت در دمای  5/1. محلول حاصل به مدت شدمخلوط 

دقیقه نمونه  30هر  در این فاصله ،در حمام آبی انکوبه شد سانتیگراد

محلول  میکرولیتر 600 پسس .شد زدههم به آرامی در جهت افقی

 rpm)سانتریفیوژ و  ( به نمونه اضافه24:1ایزوآمیل الکل ) کلروفرم:

محلول  میکرولیتر 540 و جدافاز آبی رویی  شد. (دقیقه 20، 10000

 15حاصل به مدت  مخلوط. شداضافه  به آن ایزوپروپانول سرد

 rpmبا سرعت  و سپسانکوبه  درجه سانتیگراد 25دقیقه در دمای 

، رسوب روشناورحذف با  دقیقه سانتریفیوژ شد. 4، به مدت 10000

در این  .شدسانتریفیوژ  و مجدداًشو وشست درصد 75با اتانل 

در دمای رسوب کردن خشک پس از و شد حذف  مرحله روشناور

 8 سپس ،شدکاملأ حل  1X TEبافر  میکرولیتر 80در  آنرا اتاق

اتانل  میکرولیتر 180و  مولار(میلی5/7)آمونیوم استات  میکرولیتر

 محلول حاصلطی یک دوره نگهداری  وشد  اضافه به آن خالص

 دقیقه 4 مدت بهنمونه  ،دقیقه 20برای  درجه سانتیگراد 25 دمای در

 .شدسانتریفیوژ شد و لایه رویی حذف  rpm 10000با سرعت 

 سانتریفیوژو شو وشست درصد 75با اتانل به جای مانده رسوب 

 میکرولیتر 100در و دمای اتاق خشک  ت رسوب درشد. در نهای

 .شدنگهداری  درجه سانتیگراد -20و در  هشدحل  1X TEبافر 

 DNAبررسی کمی و کیفی 

استخراج شده توسط دستگاه  DNA هایمحلول مقدار و خلوص   

 ,Thermo scientific)با دستگاه نانودراپ  واسپکتروفتومتر 

nanodrop 2000, USA)  ها با اندازهکیفیت نمونه شد.بررسی-

ها( و نسبت به پرتئین DNA)غلظت  280A/260Aگیری نسبت 

230A/260A  غلظت(DNA های ثانویه و ترکیباتنسبت به متابولیت 

 .(Zamani et al., 2005) شد مشخصبافر استخراج(  در مزاحم

نوکلئیک ریبو یی نظیرهاهمچنین برای اطمینان از حذف ناخالصی

هر رز والکتروفحاصل،  DNAو کیفیت دم شکستگی و ع هااسید

با ولتاژ  درصد 1روی ژل آگارز  DNAحاوی  هایمحلولیک از 

  .انجام شد دقیقه 60ولت به مدت  80

 

 و بحث نتایج   
توسط دستگاه  DNAگیری کمیّ نتایج حاصل از اندازه   

روش  سهمقایسه  نشان داده شده است. 1نانودراپ در جدول 

ظاهرا بیشترین نشان داد که  استفاده شده در این پژوهشاستخراج 

توسط روش سوم از  شده در محلول استخراج DNA یمحتوا

به کمک کاربرد کیت  DNAو کمترین محتوای  ایگیاکدهنمونه 

 .(1)جدول  دست آمده بودهاستخراج ب

های مورد در این پژوهش محتوای آب بافتبا توجه به اینکه    

منظور جلوگیری از ، بهیکسان نبود DNAاستخراج  استفاده برای
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 که)روش سوم(  ایگیاکدهاولیه برای نمونه  مادهمقدار ، بروز خطا

استفاده تر بافت مقدار  محتوای آب بسیار کمتری داشت یک دهم

مقدار  در نهایت وشده برای دو روش دیگر در نظر گرفته شد 

DNA محلول  .محاسبه شد گرم ماده اولیهدر یک میلیDNA 

به  DNAنانوگرم  2/587دارای  ایگیاکدهاز نمونه استخراج شده 

به ازای  DNAنانوگرم  72/58)یا گرم ماده خشک ازای هر میلی

نانوگرم  6/29که در مقایسه با مقدار  بودگرم ماده تر( هر میلی

DNA  روش استخراج شده در( اولKhanuja et al., 1999)  و

به ازای  (MAGNANTMکیت دوم )ش رو درنانوگرم  22/11

داد را نشان میای گرم ماده تر محتوای قابل ملاحظه هر میلی

وزن در نظر گرفتن  استخراج شده در روش سوم با DNAمقدار )

اختلاف  این (.بود برابر بیشتر 2/5و  2 حدود ترتیببه اولیه تر

 به نوعی باعث رسد خشک بودن نمونهنظر میمنطقی است زیرا به

و در طول  فرایند خشک شدنطی علاوه هب باشد.شده  DNAتغلیظ 

نظیر  ایگیاکدهنمونه سایر اسیدهای نوکلئیک زمان نگهداری 

سازی باعث خالص شده بودند کهتخریب نیز  RNAهای مولکول

  شود.میاستخراج شده  DNAبهتر 

استخراج شده در  DNAهای برای بررسی و مقایسه کیفیت محلول   

و  082A/260A)نسبت روش فوق از دو پارامتر اسپکتروفتومتری سه 

230A/260Aهای آگارز استفاده شد.ها روی ژل( و الکتروفورز نمونه 

ا بیانگر آن بود که میزان آلودگی پروتئینی سه محلول همقایسه نمونه

نسبت جذب محلول حاوی  اگر. در حد مجازی قرار داشتاستخراج 

DNA  باشد،  8/1-2نانومتر در محدوده  280به  260در طول موج

ناشی از حضور اسیدهای نوکلئیک بوده و  طور عمدهبهجذب 

نسبت کمتر از که حالیدر مطلوب است DNAکیفیت و خلوص 

را  RNAآلودگی با  2از  بالاتر نسبت و پروتئین آلودگی با 8/1

استخراج  طی. (Desjardins & Conklin, 2010) ددهنشان می

DNA  پروتئین و هیچگونه آلودگی  روش اول و دومبا استفاده از

RNA اول استخراج روش کاربرد، در حالی که مشاهده نشد 

(Khanuja et al., 1999 میزان بسیار کمی آلودگی با )RNA  را

  .است چشم پوشیکه قابل  های استخراج شده نشان داددر نمونه

حلول مترین نسبت جذب مناسب ،های با خلوص بالادر نمونه   

. است 2 -2/2حدود  نانومتر 230به  260در طول موج  DNA حاوی

که این میزان پایینتر باشد نشان دهنده بالا بودن میزان صورتیدر

بودن  ها، ترکیبات فنلی، املاح و یا کمکربوهیدراتآلودگی به 

 ما . نتایج(Desjardins & Conklin, 2010) است DNAغلظت 

نسبت به دو کیت  کاربرد حاصل از DNA محلولکه  نشان داد

تری برخوردار بود که ممکن روش استخراج دیگر از کیفیت پایین

نمونه به ترکیبات فوق یا حاصل کاهش آلودگی است ناشی از 

 ،230A/260A با توجه به نسبتاستخراج شده باشد.  DNAمحتوای 

فاقد ( Khanuja et al., 1999) اول روش با DNAاستخراج 

در  230A/260A نسبتهر چند . (1)جدول  بود های ذکر شدهیآلودگ

تا  ایگیاکدههای خشک استخراج شده از نمونه DNA محلول

آمده در روش اول دستهاستاندارد و نسبت ب مقادیرحدی نزدیک به 

 راترکیبات فنلی ترکیبات شیمیایی نظیر  بهآلودگی  بود ولی کمی

طور هنتایج باین روش استفاده از کیت  ر مقایسه باد امانشان داد 

 .(21/0در مقابل  66/1برابر 230A/260A نسبتبود ) بیشترچشمگیری 

درصد در  1روی ژل آگارز  DNA تنتایج حاصل از بررسی کیفی

های بررسی نحوه جداسازی مولکولنشان داده شده است.  1شکل 

DNA  اول به کمک روششده استخراج (Khanuja et al., 

باند  ( حضور تکUV- 366زیر نور )های آگارز ( روی ژل1999

( که در A-1)شکل  آشکار ساخترا واضح و بدون کشیدگی 

مقایسه با دو روش دیگر آلودگی و خردشدن کمتر مولکول را نمایان 

ناشی از شکستگی یا خرد شدن   DNAکشیدگی زیر باندهای .کرد

DNA هستند (Zamani et al., 2005). 

-MAGN برعکس بارگیری نمونه حاصل از کیت استخراج    

ANTM های آگاروز ظاهر یک باند با وضوح کم را روی ژل

پایین این نمونه  230A/260A( که با توجه به نسبت B-1کرد )شکل 

را در این محلول  DNAتوان کاهش قابل ملاحظه مقدار می

استخراج  DNA حاوینمونه استخراج شده تایید کرد. بارگیری 

ای( کیفیت متوسطی را نشان گیاکده از برگ خشک )نمونه شده

 بیشتر اما همراه باباندی با وضوح داد که به نسبت روش دوم 

 کرد.آشکار میکشیدگی 

ژنومی از برگ  DNAاستخراج  کمیت و کیفیتدر این پژوهش    

تحت  تجاری کیت به کمک دو دستورالعمل آزمایشگاهی وتازه، 

گرم . نتایج نشان دادند که به ازای هر میلیه استرار گرفتمقایسه ق

و  Khanuja شدهاصلاحبا روش  DNAماده اولیه، استخراج 

و  شوداستخراج می DNAمیزان بیشتری ( به1999همکاران )

حاصل از لحاظ آلودگی با ترکیبات پروتئینی و فنلی  محلول

  DNA محلول نکیفیت مطلوب ای تر و با کیفیت بهتر بودند.خالص
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 .استخراج سه روشدر  کوتاه دشتیبرگ بومادران  DNA محتوایۀ مقایس -1جدول 

Table 1. Comparison of DNA content of leaves in Achillea wilhelmsii after three extraction methods. 
 

 نوع بافت استخراج روش
 DNAغلظت 

(ng/μl) 
 جذب نسبت

 nm 260/280 
 جذب نسبت

nm 260/230 

 03/2 14/2 8/221 تازه برگ Khanuja et al., (1999)روش 

 21/0 84/1 9/44 تازه برگ TM MAGNANکیت 

 66/1 02/2 6/293 ایگیاکده برگ Costa & Robert, (2014) روش

 

 

 
ولت انجام  میلی 80با ولتاژ  درصد 1روی ژل آگارز  ها. بارگیری نمونهتوسط سه روش مختلفاز برگ بومادران های استخراج شده  DNAمقایسه کیفیت  -1شکل 

؛ از بافت تازه TM MAGNAN استخراج شده با استفاده از کیت B) DNA؛ از بافت تازه ( et al.Khanuja ,1999) اول استخراج شده با روش A) DNA شد:

C )DNA سوم استخراج شده با روش (Costa & Robert, 2014)  ایگیاکدهاز نمونه. 
Fig. 1. The comparison of the quality of DNA extracted from Achillea wilhelmsii leaves by three different methods. The 

samples were loaded on 1% agarose gel and voltages of 80 mV .  A: DNA extracted from the fresh tissue by the first 

method (Khanuja et al., 1999); B: DNA extracted from fresh tissue using MAGNAN TM kit; C: extracted DNA using 

the third method (Costa & Robert, 2014) from herbarium sample leaf. 

 

های منتشر )داده به اثبات رسید ای پلیمراززنجیرهبا انجام واکنش 

-به نیز این روش  (2014) و همکاران Zabeti در تحقیقات .نشده(

از گیاه آویشن معرفی  DNAروشی مناسب برای استخراج  منزلۀ

رسوبی تشکیل شد که بررسی  این گیاه DNA. طی استخراج شد

 این روش با کردمشخص  GC massو  IRهای آن به وسلیه تحلیل

 در محلول استخراج حذفهای ثانویه متابولیتای ازبخش عمده

یشنهاد شد که این روش جهت استخراج . از این رو په بودندشد

DNA  های متابولیت ها واسانساند و گیاهانی که به گل رفتهاز

 .استفاده شود دارند متعددثانویه 

 چهار روش استخراجRahim Malek (2011 ) تحقیقاتدر    

(Komatsuda et al., 1998; Dellaporta et al., 1983; 

Pirttila et al., 2001; Murry &Thompson, 1984 ) در

گیاهان دارویی و معطر مختلف از جمله چند گونه بومادران 

(Achillea) نشان داد که  وینتایج . گرفتسی قرار ربر تحت

 ت های بومادران دارای مقادیر زیادی ترکیباگونه احتمالاً

که باعث اکسیداسیون و ناخالصی  هستندفنلی ساکاریدی و پلیپلی

DNA شوینده  ترکیباتی نظیرکاربرد ، شوداستخراج شده می

CTAB ،PVP طی فرایند ، بتامرکاپتواتانول و نمک کلرید سدیم

 DNAافزایش کیفیت و کمیت  مؤثر در از عواملاستخراج 

(. ماده شیمیایی Zamani et al., 2005ست )ااستخراج شده 

CTAB یک شوینده با مولکول  مثلDNA  کمپلکس تشکیل داده

کند ها جدا میها و پروتئینچون کربوهیدارت و آن را از موادی

(Cheng et al., 2003 .)PVP  از طریق پیوندهای هیدروژنی با

فنلی کمپلکس ایجاد کرده و امکان جداسازی آنها از ترکیبات پلی

A                B                  C 
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DNA را فراهم می ( کندKadkhodaie, 2003 مرکاپتواتانول .)

 کیبات شدن ترکرده و از اکسیداکسیدان عمل یک آنتی مثل

 اختلال ایجاد کنند، DNAکه ممکن است در جداسازی فنلیپلی

 ,.Bushra et al., 1999 ،Porebski et alکند )جلوگیری می

اتصال باعث  DNAطی فرایند استخراج  NaCl .افزودن(1997

های مولکولشده به تشکیل کلاف  DNA به ساختار Na+یون 

DNA کندکمک می (Zabeti et al., 2014.) 

و  Costaروش برگ بومادران به  DNAاستخراج رسد نظر میبه   

Robert (2014)،  تغییر یافته  هایروش ازیکی کهCTAB  برای

خطای احتمالا با  ،استکاسنیان  هایاستخراج ماده ژنتیکی از گونه

ه محاسبه شد DNA محتوای همراه بود و DNAغلظت  گیریاندازه

نتایج طیف  هرچند یص شده است.تخل DNAبیشتر از مقدار حقیقی 

نسبت  ایگیاکدهحاصل از نمونه  DNAنشان داد که محتوای  سنجی

نشان داده  C-1شکل  درطور که هماناما  بود، به دو روش دیگر بالاتر

تر از کمرنگ آگارز عصاره روی ژل مربوط به این DNA باند شده

-ناخالصی وجود که احتمالا ناشی از دارای کشیدگی بودروش اول و 

 DNAشکست و خرد شدن  های کربوهیدراتی، ترکیبات فنلی و

های گیاهی بافت ها در، برخی متابولیتکردنطی فرایند خشک .است

 از حاصل DNAکیفیت  بر نامطلوبیتغلیظ شده و ممکن است اثرات 

این ترکیبات که  از آنجاییجا بگذارند. هب ایگیاکدههای نمونه

 فرایندطی  وتداخل ایجاد کرده تعدد استخراج ممراحل در  توانند می

 ,Costa & Robert) شوند هامهار واکنش باعث ای پلیمراززنجیره

شده در این تخلیص DNAکه کیفیت  کردهار توان اظمی ،(2014

 از این لبتها .( است1999و همکاران ) Khanujaتر از روش کمروش 

برای  ای پلیمرازرهزنجیهای به عنوان الگو در واکنش DNA محلول

-)داده خوبی را نیز به همراه داشت که نتایج نسبتاً شداستفاده تکثیر ژن 

بنابراین این روش علیرغم مزایا و معایبی که دارد  .های منتشر نشده(

های نمونه تحلیلهای بیوسیستماتیکی جهت تواند در بررسیمی

 قدیمی کاربرد داشته باشد.  گیاکدهای

حاصل از کاربرد کیت مبتنی بر  DNAگرچه  در پژوهش ما   

ها و نانوذرات مغناطیسی آهن نیز به لحاظ جداسازی و حذف پروتئین

RNA اما محتوای  ،دارای کیفیت مناسبی بودDNA  استخراج شده

گرم بافت تازه تقریبا نصف شده بود که ممکن است  به ازای هر میلی

البته  صرفه نباشد.های پیشرفته مقرون به این امر برای آزمایش

روی باقیمانده عصاره اولیه و  توان با تکرار مراحل استخراج می

کند  را در خود حل می DNAهمچنین با تغییر حجم بافر نهایی که 

 هب DNAعلاوه آلودگی محلول هبرا افزایش داد.  DNAمحتوای 

که از ارزش این  ترکیبات فنلی و مواد مزاحم اشکال دیگری است

  کاهد.های قبلی میبه روشروش نسبت 

 

 گیری کلینتیجه   
گرفت توان نتیجه های حاصل از این پژوهش میبا توجه به یافته   

روش  ،های بومادراناز برگ DNAکه بهترین روش استخراج 

Khanuja ( 1999و همکاران )است. در  آناستفاده از بافت تازه  و

-ثانوی و پلی هایاین روش آلودگی به پروتئین و متابولیت

رسد و با توجه به مراحل استخراج بخش ساکاریدها به حداقل می

ها نیز تخریب شده و درصد بافت RNAزیادی از محتویات 

سوم روش د. یابنسبت به دو روش دیگر افزایش می DNAتخلیص 

های در بررسیتواند میدر این پژوهش استفاده شده استخراج 

های مادران با استفاده از نمونههای مختلف بوگونهتبارزایشی 

و قدیمی کاربرد داشته باشد. کاربرد کیت استخراج  ایگیاکده

MAGNAN TM  گرچه از نظر کاهش زمان و هزینه استخراج و

 در محلول نهایی استخراج به RNAکاهش آلودگی پروتئین و 

 به تخلیصفرایند سازی اما نیازمند اصلاحاتی برای بهینه بودصرفه 

  .است DNAافزایش کمیت  منظور

 

 سپاسگزاری   
تمام آزمایش ها در آزمایشگاه فیزیولوژی گیاهی دانشگاه 

را از  خودمراتب قدردانی  نویسندگانالزهرا انجام شده است. 

 دانشگاه شیهوپژ محترم معاونت و مسئولان دانشکده علوم زیستی

 این انجام رد را ما که با پشتیبانی و تامین اعتبارات و بودجه الزهرا

 .ندردا می اعلام اند نموده یاری تحقیق
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