
)1384(110تا99صفحه هاي2شماره 6مجله علوم و فنون باغبانی ایران جلد 

1اه اناریاز گDNAخراج تسه شش روش اسیمقا

COMPARISON OF SIX GENOMIC DNA EXTRACTION METHODS
FROM POMEGRANATE (PUNICA GRANATUM L.)

2يعبادیمقدم و علیمحمد رضا فتاح, سرخوشیعل, یح اله زمانیذب

دهیچک
استخراج .باشدیميضرورکسیمژنويهاشگاهیدر آزمامناسبتیفیت و کیبا کمیژنومDNAاستخراج 

DNAز ینیفنلیها با مشکل مواد پلدراتیکربوهوجودبر وه افزون یاز جمله درختان میاهان چوبیگيهااز بافت
تواند به حداقل ه ن مواد را بیاستخراج که ايهاروشنیگذارد، بنابرایمیاثر منفDNAت یفیروبرو است که بر ک

)21(3و همکارانیبورا- 1: شاملDNAش شش روش استخراج ین آزمایدر ا. ندهستار مطلوب یبرساند بس
) 16(7و همکارانیلوده- 5) 15(6لیل و دویدو- 4) 22(5گن هاگن و همکارانیز-3) 14(4دلاپورتا و همکاران-2
ن روش مورد یهتربنشیگزيبراشاخص است، یفنلیاه انار که از نظر مواد پلیاز گ) 17(8و تامپسونيمور-6

بالغ، يهاجوان، برگيهابرگ،DNAاستخراج يبرایاهیبه عنوان مواد گ. قرار گرفتندیابیو ارزیبررس
استخراج شده با یژنومDNAت یت و کمیفیک. وه و گوشت دانه مورد استفاده قرار گرفتیر، پوست میپيهابرگ

واکنش انجامبرشگر و بايهامیآنز، برش بازژل آگار، الکتروفورز در ياسپکتروفتومتريهااستفاده از روش
،استخراج شدهDNAت یفیت و کیبا توجه به کمان یپادر . سه قرار گرفتندیمورد مقا) PCR(مراز یپليارهیزنج

) 17(و تامپسون يوه و روش موریاز مییهار و سمتیجوان، بالغ، پيهابرگيبرا) 21(و همکاران یروش وراب
میکروگرم از هر گرم بافت 7/64زانیبه مببا کیفیت خوDNAبیشترین مقدار .شدنددهیجوان گزيهابرگيبرا

4/62(هاي بالغ از برگبه دست آمدهDNAدست آمد که با مقدار ه ب)21(برگی جوان با روش ورابی و همکاران
از DNAاستخراج يو همکاران برایج، روش استخراج ورابیبا توجه به نتا.تفاوت چندانی نداشت) میکروگرم

. ه استیدارند، قابل توصییبالايدیساکاریو پلیفنلیکه مواد پلیاهان مشابهیمختلف گيهابافت
.یفنلیمواد پل,آریسیوه، پیدرختان مبرشگر، يهامیآنز، انار، DNAاستخراج : يدیکليهاواژه

مقدمه
استخراج برخوردار بوده و یستیعلوم زيهایبررسدریوز افزونت ریاز اهمیامروزه مباحث ملکول

استخراج مواد ،از مواردياریدر بس. استهاین بررسیدر ان گامیاول) RNAو DNA(ک ینوکلئيدهایاس
ت و یانسته است در بهبود کمبافر استخراج توpHب و یر در ترکییکه تغاستهمراه ییهاتیبا محدودیکیژنت

بر افزونکه یاهان چوبیاز گیژنومDNAاستخراج ). 16(استخراج شده موثر باشد RNAو DNAت یفیک
از گذشته با هستندها ها و تاننفنلیپلماننده فراوانیثانويهاتیمتابولياد، دارایزيدیساکاریپلب هايیترک

24/5/84:رشیخ پذیتار3/12/83: افتیخ دریتار-1
, کـرج , دانشـگاه تهـران  , يدانشـکده کشـاورز  یار گروه علوم باغبانیار و دانشیاستاد, ارشدیکارشناسيدانشجو, اریدانشب یبه ترت-2

.رانیایاسلاميجمهور
3-Vroh Bi et al.4-Dellporta et al.5-Ziegenhagen et al.6-Doyle and Doyle

7-Lodhi et al.8-Murry and Thompson
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وژ با دور بالا یفیمانند سانترییهاشبا استفاده از رون مشکل ها یهر چند ا). 9,16(همراه بوده استییمشکل ها
ل یط به دلیاز شرایرخده است، اما در بیبر طرف گرديادیتا حدود ز) CsCl(دیم کلرایسزیب غلظتیو ش

داشته باشد و با یشگاهیشرفته آزمایپلیوسااز به ینکمترکه ییهاروشيریکارگه لزوم بژهیويهاتیمحدود
. شودیکامل احساس مبه طور دست آورد ه بیفیوکیاستفاده از لحاظ کمقابلDNAتوان ه بينه کمتریهز

مانند مراز یپلDNAيهامیت آنزیاز فعاليریاستخراج شده، باعث جلوگDNAدر محلول یفنليب هایوجود ترک
Taqمراز یپليارهیمراز در واکنش زنجیپل)PCR (شود یبرشگر ميهامیآنزاز کار يریجلوگن یو همچن)به ). 10

).10,13، 9(اهان متفاوت صورت گرفته است یگيروتوسط پژوهشگران مختلف ییهاشین منظور آزمایهم
به ران یشده است و هم اکنون ایکار مران کشت ویباز در اریاست که از دياوهیاز جمله درختان م1انار

يهاانار بوده و در سالیپلاسم غنژرميران دارایا. شودیا محسوب میانار در دنهد کنندین تولیبزرگترعنوان
شده يآورزد جمعیشهرستان 2مجموعهمختلف کشور در يهاپ و نمونه انار از استانیژنوت760ش از یر بیاخ

يهان وجود دارند، که تعداد نمونهیساوه و وراميهادر شهرستانزیناز اناريگریديهامجموعه). 4(است 
ا یو یتشابه اساميکار داراو قدمت کشت ویگوناگونل یدله ران بیارقام انار در ا. شوندیمرا شامليکمتر

يران از رویاینواحیانار در برخيهاپیژنوتییاگر چه شناسا. مختلف استینواحدر يادیزیپیتشابه ژنوت
یطیر عوامل محیل تاثیه دلاما ب) 2,4(در گذشته انجام شده است يبه صورت محدودیکیمرفولوژيهایژگیو

شدهر یناپذاجتنابها و ارقام پیک ژنوتیو تفکییشناسايبرایمولکوليهااستفاده از روشهایژگیون یايرو
6ISSRو3RAPD ،4AFLP ،5SSRهمچونیمولکوليهابا استفاده از نشانگریکیژنتیگوناگونشناخت . است

ر یذخايبنددر طبقهیمولکوليهان روشیهمچن. استریناپذناباجتيامروزيبهنژاديهابرنامهیدر طراح
DNAاستخراج . داردییز نقش بسزاینیکیژنتيهامجموعهيتر در حفظ و نگهدارت آسانیریو مدیتوارث

مانند ییپژوهش هان یاد شده و همچنیاهداف با در پژوهش,یاساسيازهایاز نیکیت بالا یفیت وکیبا کمیژنوم
.است8یژنوميهاجاد کتابخانهیو ا7ژنيسازهمسانه

گزارش شده ) 5(و همکارانبدافیتوسط طالبشیازپاه اناریگجوان یبرگيهانمونهاز DNAاستخراج 
هاگن و گنیز). 13,15(ل استفاده شده است یل و دویوه از روش دویاز درختان مDNAاستخراج يبرا. است

و همکارانیروش استخراج لوده. شنهاد کردندیپیاهان چوبیاز گDNAاستخراج يبرارا یروش) 22(همکاران 
) 17(و تامسون يروش مور. کار رفته استه لاس بیب، زرد آلو، هلو، و گیاز انگور، سDNAاستخراج يبرا)16(

دم، توتون، کلم و مانند برنج، گنیاهانیاز گDNAشنهاد شده است و استخراج یاهان پیاز گDNAاستخراج يبرا
روش استخراج دلاپورتا را به عنوان )12(کل و همکارانیسا). 19, 18(ن روش صورت گرفته است یاباتونیز

روش . کردندیدار، کاج، بلوط و ذرت معرفیصنوبر، سپیبرگيهااز نمونهDNAاستخراج يموثر برایروش
).22, 7(انگور مورد استفاده قرار گرفته است یبرگيهااز نمونهDNAاستخراج يبرا)21(و همکارانیوراب

ر یوه و سایاز درختان میبرخيبراشیاد شده که از پییژنومDNAاستخراج يهاروشن پژوهش یدر ا
در . ش قرار گرفتندیجوان و بالغ انار مورد آزمايهابرگيگزارش شده بودند بر رویا علفییچوباهانیگ

يها براروشرینسبت به سايبالاترDNAت یت وکمیفیکه کآزمون شدهيهااز روشیکیه مشابیشیآزما

1-L.Punica granatum2-Collection3-Randomly Amplified Polymorphic DNA

4-Amplified Fragment Length Polymorphism5-Simple Sequence

6-Inter Simple Sequence Repeats7-Gene Cloning8-Genomic Library
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مورد ) یپوست و قسمت خوراک(وه یاز مییهار و قسمتیپيهابرگيجوان و بالغ داشت، رویبرگيهانمونه
.ش قرار گرفتیآزما

هاروشمواد و 
و دلاپورتا- 2) 21(و همکاران یوراب- 1ها آنبر اساس ارائه دهندگانDNAشش روش استخراج 

و)16(و همکاران یلوده-5) 15(ل یل و دویدو-4) 22(گن هاگن و همکاران یز- 3) 14(همکاران 
. قرار گرفتیمورد بررسگیاه انارجوان و بالغیبرگيهانمونهيرو) 17(و تامپسون يمور-6

در سه تکرار یتصادفبه طور کامل ل، در قالب طرح یورت فاکتورجوان و بالغ به صيهابرگيروشیآزما
ده شده یگزروش يگریش دیدر آزما. دیاستفاده گردSASاز نرم افزار يآماريهاه دادهیتجزيبرا. انجام شد

.قرار گرفتیوه مورد بررسیمیر، پوست و قسمت خوراکیپيهابرگيرو

یاهیمواد گ
انار در اواخر يوهایر و میپیبرگيهاماه و نمونهخرداديمه هایندر) جوان و بالغ(یبرگيهانمونه

و پوست ر یپیبرگيهاک گرم نمونهیمقدار . ه شدندیته,س ترش ساوهملو از رقم معروف 1383ور ماه یشهر
تر یلیلیک میدر مقدار زیوه انار نیآب ميهانمونهاز.مورد استفاده قرار گرفتDNAاستخراجيوه انار برایم

.استفاده شدDNAيجداسازيبرا

ازیزات مورد نیها و تجهمحلول
ا در مراحل یگر و یکدیب با یدر ترکییایمیشن مادهیاد شده از چندیيهابا روشDNAاستخراج يبرا

:دباشیر میها به شرح زکه اساس آناج و مراحل بعد از آن استفاده شدمختلف استخر
ــار تقطآب  ــدوب ــدزداییر ی ــده، گن ــروژنش ــانیت ــ1عیم ــینيدنلی، ات ــراآم ــتتت ــکیاس ــولار،25/0دیاس م

لی ـنیوی، پل ـ4مـولار، بتامرکاپتواتانـل  Tris-HCl(2(کیدری ـد کلریاس ـ: سی، تـر %310ناتیسارکوسلیدودسمیسد
5م ید سـد ی ـ، کلر%100و 75، اتـانول  1بـه  24یحجم ـبا نسبت 7الکللیزوآمیا:، کلروفرم6، زغال فعال5دونیرولیپ

8وژ، حمـام آب گـرم  یفیمـولار، دسـتگاه سـانتر   10مـولار، سـود   5م یمـولار، اسـتات پتاس ـ  5م یمولار، استات سد

فـاژ  ،HindIIIو EcoRIيهـا می، آنـز PCRيو مـواد لازم بـرا  9کلریترموساگراد، دستگاهیدرجه سانت37و 65
تـر، آگـارز و دسـتگاه الکتروفـورز     یلیل ـیگـرم در م یلیم10د یوم برومایدی، اتHindIIIمیبا آنزلامبدا برش خورده 

.ه شدندیآلمان تهMerckوRocheيهااز شرکتشتریمورد استفاده بییایمیلازم به ذکر است که مواد ش. یافق
%75با اتانول آمدهرسوب به دستو رسوب دادن آن، اد شدهیيهابا روشDNAپس از استخراج 

به آن اضافه DNAحل کردن يبراTEتر بافر یلکرویم200پس از خشک کردن پلت مقدار . شستشو داده شد
ياستفاده در مراحل بعديبراDNAمحلول . شديگراد نگهداریدرجه سانت4يک شب در دمایشد و به مدت 

به نسبت DNAق شده یرقيهاجذب محلولزان یمومتر با استفاده از دستگاه اسپکتروفت.شديزر نگهداریدر فر
260در طول موج ) شدهییر گندزدایتر آب دوبار تقطیلکرویمDNA +2050رهیذختر محلول یلکرویم50(1:42

1-Liquid nitrogen2-Ethylendiaminetetraacetic acid disodium salt dehydrate

3-Sodium dodecyle sarcosinate4-ß-mercaptoethanol5-Polyvinylpyrolidone6-Active charcoal

7-Chloroform-isoamyle alcohol(24:1)8-Waterbath9-Thermocycler
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و نسبت يریگاندازه) هانیطول موج جذب پروتئ( نانومتر280و ) کینوکلئيهادیطول موج جذب اس(نانومتر 
زان یکه شاخص مr = A260/A280(نانومتر 280نانومتر به 260در طول موج DNAياهمحلوليجذب نور

: ریبا استفاده از فرمول زDNAرهیمحلول ذخن غلظت یهمچن. دست آمده ب) باشدیمDNAخلوص 
)تریلکرویمنانوگرم در (DNAغلظت =nm260مقدار جذب نور در ×50×42)ب رقتیضر(

سه با یهر نمونه در مقاDNA، غلظت %1ژل آگارز يدر روDNAفاده از الکتروفورز با است. دیمحاسبه گرد
هر نمونه، پنج يبرا. ن زده شدیتخمHindIIIمیفاژ لامبدا برش داده شده با آنزيغلظت استاندارد نمونه تجار

ریدوبار تقطتر آب مقطریلکرویمو هشت 1يگذارتر بافر باریلکرویماستخراج شده با دو DNAتر یلکرویم
با DNAنمونه . قرار داده شد2TAEيط بافریدرشرا%1ژل آگارز يهادر چاهکشد وخته یشده آمییگندزدا

ولت 60ژل آگارز به مدت سه ساعت و با ولتاژ ثابت . ط به کار گرفته شدیز، با همان شرایغلظت استاندارد ن
مشاهده و Gel-docدر دستگاهUVر نور یدر زDNA، دیوم برومایدیبا اتيزیالکتروفورز شد و پس از رنگ آم

به DNAازيمقدار مساوير محاسبه شده با استفاده از روش اسپکتروفتومتریبا توجه به مقاد. شديعکسبردار
گرفتند و مورد استفاده قرارHindIIIو EcoRIيهامیبا آنزیمیهضم آنزيمختلف برايهااز روشدست آمده

يدیده نوکلئوتیبا استفاده از آغازگر تصادف. الکتروفورز شداد شدهیط یمشابه شراژل آگارزيرو
)CTGAACGCT-3́5́- (OPAD02)5 (شیت افزایقابلیابیارزDNAاستخراج شده در واکنش يهاPCR

X1 ،mM75/1به صورتPCR، شامل بافر واکنش μl25با حجم PCRواکنش . قرار گرفتیمورد بررس
MgCl2 ،mM2/0dNTPs،µΜ4/0 ،م یواحد آنز1آغازگرTaqنانوگرم5مراز و یپلDNAط یو شراPCR با

درجه 92کل به صورتیس35تعداد،گرادیدرجه سانت94يقه در دمایدق4دورهک یصورت ه بییچرخه دما
72ک دوره یت یقه و در نهایدو دقگرادیدرجه سانت72قه ویک دقیگراد یدرجه سانت37قه،یک دقیگراد یسانت

يبرا. شدانجام I-Cyclerمدل Bio-Radکلر یساموقه با استفاده از دستگاه تریدق5به مدت گراد یدرجه سانت
يدیمر ده نوکلئوتیاستخراج و با استفاده از پراDNAپ اناریر ده ژنوتیپيهااز برگده شده یگزد روش ییتا

OPAD02واکنش ,یبه عنوان آغازگر تصادفPCRانجام شد.

بحثوجینتا
DNAت یفیت و کیکمیبررس

ژل ي، الکتروفورز روياستخراج شده با استفاده از چهار روش اسپکتروفتومترDNAتیفیت و کیکم
، که در قرار گرفتیمورد بررس) PCR(مراز یپليارهیواکنش زنجبه روشبرشگر و يهامیآگارز، برش با آنز

. شودیداده مشرحر یز

3ياسپکتروفتومتر- 1

کروگرم در یم50معادل nm260ک در طول موج یزان جذب برابر با یم، DNAيدر روش اسپکتروفتومتر
نانومتر به مقدار 260در طول موج DNAاست و اگر نسبت مقدار جذب محلول يادو رشتهDNAتر یلکرویم

يهادیتوسط اسشتریبن است که جذب یباشد نشان دهنده ا7/1- 2وده نانومتر در محد280جذب در طول موج 
ج ینتا). 3,6(و از خلوص لازم بر خوردار است مطلوببه دست آمدهDNAت یفیک صورت گرفته و کینوکلئ

يهاهر دو نوع برگيبرا)21(و همکارانیروش وراببااستخراج شده DNAنشان داد که ياسپکتروفتومتر

1-Loading buffer2-Tris-acetate EDTA3-Spectrophotometry
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نسبت به يت بهتریفیت و کیجوان از کميهابرگيبرا)17(و تامپسونيروش موروبالغيهاگجوان و بر
یگرم ماده برگکیزانیمشود ازیمشاهده م1طور که در شکل همان. بودندها برخوردارر روشیسا

بالغ با يهاگبريکروگرم برایم4/62جوان و يهابرگيکروگرم برایم7/64زان یبه مDNAن مقدار یشتریب
يبراDNAت یفیاگر چه ک)17(و تامپسونيدر روش مور. دست آمده استه ب)21(و همکارانیروش وراب

و همکاران یو کمتر از روش ورابکروگرمیم51به دست آمدهDNAزانیجوان مطلوب است، اما ميهابرگ
که بر اساس يطوره بوده است بيادیزیمواد اضافيها دارار روشیبا ساDNAاستخراج . بوده است) 21(

ز ینDNAن موضوع در الکتروفورز یدهند که ایرا نشان م2/1تا 1ن ینانومتر، اعداد ب280به 260نسبت جذب 
به طور کاملل و در قالب طرح یش فاکتوریبه صورت آزماياز سپکتروفتومتربه دست آمدهج ینتا. دید گردییتا

روش %) 1در سطح احتمال (ها نیانگیسه میبر اساس مقا. ه شدندیتجزSASافزار با استفاده از نرم یتصادف
يبرتر از روش موربه دست آمدهDNAهر دو برگ جوان و برگ بالغ از نظر مقدار يبرا) 21(و همکاران یوراب

ها برتر ر روشیک گروه قرار گرفته و نسبت به سایدر اد شدهیز در موارد ینDNAت یفیک. بود)17(و تامپسون
ل ی، دو)17(و تامپسونيمور[DNAسه چهار روش استخراج یبا مقا) 5(و همکارانبدافیطالب). 1شکل (است
ت یفیکنظررا به عنوان روش بهتر فقط از )17(و تامپسونيروش مور)]22(یهاگن و لودهگنی، ز)15(لیو دو

DNAيش حاضر بر رویدر آزمابه دست آمده ج یکه با نتا)5(ندنمودیجوان انار معرفیبرگيهانمونهيبرا
.داردیهماهنگجوان يهابرگ

1ژل آگارزيالکترو فورز رو- 2

ن یها تخماستاندارد، غلظت نمونهDNAيها با باندهااز نمونهبه دست آمدهيسه ضخامت باندهایبا مقا
شود به یده میژل ديج که به صورت دنباله در رومراحل استخرایدر طDNAيقطعه هایشکستگ. زده شد

ياز بارگذاربه دست آمدهمشاهده ژل . گرددیمیتلقDNAيهانمونهيتر برانیت پائیفیکيبراياریعنوان مع
DNAو د نمودییرا تايج اسپکتروفتومتریبالغ انار نتایبرگيهابافتیاستخراجDNAاز يمساويهاحجم

).2شکل(داد ین ضخامت نوار را نشان میشتریب)21(و همکارانیوراباز روش یاستخراج

برشگريهامیاستخراج شده با آنزيها2DNAیمیهضم آنز- 3
و تامپسونيو روش مور) جوان و بالغيهابرگ()21(و همکارانیدر روش ورابتنهاج نشان داد که ینتا

همچون یفنونين دو روش استخراج برایان یلوب برش خورده، بنابرابه طور مطDNA) جوانيهابرگ()17(
که یدر صورترسندیتر به نظر مار مناسبیهستند، بسیمیبه برش آنزیکه متکAFLPو RFLPينشانگرها

.گردندیها ممیت آنزیکه باعث عدم فعال) رهیها و غفنلیها، پلدیساکاریپل(ياستخراج مواديهار روشیدر سا
را EcoRIم برشگر یبالغ انار با آنزيهااز برگبه دست آمدهDNAهضم 3شکل . برداشته نشده اندیخوبه ب

طور کامل برش ه بDNA)21(و همکارانیدر روش ورابتنها شود یطور که مشاهده مدهد، همانینشان م
خلوص بالاتر نشانگرباشد که خود یبرشگر ميهامیدهنده عملکرد بهتر آنزنشانDNAبرش بهتر . خورده است

،توان به نقش زغال فعالینه مین زمیدر ا. باشدین روش میاز ابه دست آمدهDNAت بهتر یفیو ک
).1,22(خالص اشاره کرد DNAدر استخراج NaCl2يو غلظت بالامرکاپتواتانولبتا

1-Gel electrophoresis of DNA2-Enzyme digestion
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Fig. 1. Comparison of DNA amount (µg) extracted from 1g of plant tissue (left) and its
quality based on A260/A280nm ratio (right) from pomegranate young and mature
leaves with six DNA extraction methods: 1- Vroh Bi et al (21), 2- Dellaporta et al
(14), 3- Ziegenhagen et al (22), 4- Doyle and Doyle (15), 5- Lodhi et al (16) and 6-
Murry and Thompson (17), respectively.

† Means with similar letters are not significantly different at 1% level of probability using
DMRT.

ت آن یفیو ک) نمودار سمت چپ(یاهیک گرم بافت گیکروگرم از یحاصله به مDNAزانین میانگیسه میمقا- 1شکل 
جوان و بالغ يهااز برگ) نمودار سمت راست(نانومتر280به 260نسبت جذب در طول موج بر اساس

,)14(تا و همکاران دلاپور-2,)21(و همکاران یوراب- 1:بیترته بDNAروش استخراج 6انار با 
و تامپسون يمور- 6و)16(همکاران ویلوده- 5,)15(ل یل و دویدو- 4,)22(گن هاگن و همکاران یز-3
)17(.

يدانکن داراياآزمون چند دامنهبا%  1احتمالحروف مشابه هستند در سطحيکه داراییهانیانگیم†
. باشندینميداریاختلاف معن

(PCR)1اي پلیمراززنجیرهواکنش- 4
و یروش وراببااستخراج شده DNAمراز نشان داد کهیپليارهیاز واکنش زنجج به دست آمدهینتا

ت لازم یفیجوان از کيهابرگيبرا) 17(و تامپسون يجوان و بالغ و روش موريهابرگيبرا) 21(همکاران 
4شکل . ن موضوع بودید کننده اییافته تایشیافزايتعداد باندهاویروشنز برخوردار هستند که ینPCRيبرا

روش استخراج 6انار که با بالغ یبرگيهااز نمونهبه دست آمدهDNAيمراز بر رویپليارهیواکنش زنج
.دهدیگردیده است را نشان م

ر و یپیبرگيهانمونهيبر رو) 21(و همکاران ی، روش استخراج وراباد شدهیج ینتابه دست آمدهاز پس
، ياز اسپکتروفتومتربه دست آمدهج ینتا. ش قرار گرفتیز مورد آزمایوه انار نیاز مییهابخش ن یهمچن

1-Polymerase Chain Reaction (PCR)
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ين روش براینشان داد که ا) 5,6يهاشکل(مرازیپليارهیو واکنش زنجیمیالکتروفورز ژل آگارز، برش آنز
ت آن یفیو کDNAزانیميج اسپکتروفتومتریبا استفاده از نتا. استمناسبیاهین مواد گیاز اDNAاستخراج 

وه یک گرم پوست می، 7/1کروگرم و یم45ر یپیک گرم نمونه برگیب از یترته ب) نانومتر280به260نسبت جذب (
.شديریاندازه گ7/1کروگرم و یم25وه یتر آب میلیلیک میو 6/1کروگرم و یم30

Fig. 2. Agarose gel electrophoresis of DNA from mature leaves of pomegranate, by six
extraction methods. Equal volumes of extracted DNA (5 µl) obtained from 1 g plant
material and dissolved in 200 µl TE buffer were loaded in wells. Lines from
left are methods of: 1- Vroh Bi et al. (21), 2- Dellaporta et al. (14), 3- Ziegenhagen et
al. (22), 4- Doyle and Doyle (15), 5- Lodhi et al. (16) and 6- Murry and Thompson
(17), respectively. 7- Hind ІІІ cut Lambda (λ) DNA as size marker loaded at 300 ng in
the right well.

. از شش روش استخراجبه دست آمدهاناربالغیبرگيهامربوط به نمونهDNAالکتروفورز ژل آگارز- 2شکل 
یاهیک گرم ماده گیکه از ) تریکرولیم5(یاستخراجDNAاز محلول يمساوزانیدر هر چاهک م
از چپ به بیترتها بهشماره خط. استشدهيگذاربارحل شده TEتر بافر یکرولیم200استخراج و در 

,)22(هاگن و همکاران گنیز-3,)14(دلاپورتا و همکاران -2,)21(و همکاران یوراب-1هايروشراست
فاژ لامبدا برش - 7).17(و تامپسون يمور- 6و)16(و همکاران یلوده- 5,)15(ل یل و دویدو-4

نانوگرم در ژل 300زان یکه به م) تسمت راس(به عنوان مارکر اندازه ІІІHindم یخورده با آنز
.شده استيگذاربار

مناسب راجوان اناريهابرگيو تامپسون برايمورDNAروش استخراج ) 5(و همکارانبدافیطالب
يگر برایروش دچهارنسبت به خوديبرتر) 17(و تامپسون يز روش موریش حاضر نیدر آزما. ندص دادیتشخ

و ينسبت به روش مور) 21(و همکارانیاما روش وراب. نشان دادراجوان اناريهااز برگDNAاستخراج 
استخراج يبرا)21(و همکارانیروش وراب. نشان داديبارزيبالغ برتریبرگيهادر مورد نمونه)17(تامپسون

DNAکار گرفته شد و ه پ بیر ده ژنوتیپيهااز برگDNAشید افزابه دست آمده از آن مورRAPD قرار
از انجام مطلوب به دست آمده نشانيهاباند. گرددیمشاهده م6از آن در شکل به دست آمدهج یگرفت که نتا

1                2              3            4             5               6              7

9416 bp

23130 bp
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ر با یپيهااز برگبه دست آمده DNAت یفیها داشت و کپیاز همه ژنوتبه دست آمدهDNAيواکنش بر رو
.د نمودییرا تان روش یا

Fig. 3. Digestibility comparison of DNA extracted by six methods from pomegranate mature
leaves and cut with EcoRI enzyme. Two µg of DNA from each sample was used for
enzymatic digestion. Right figure shows the undigested DNA and left figure shows
DNA after digesting with EcoRI. DNAs were loaded on 1% agarose gel and after run
for 3 hr at 60 volts, stained by ethidium bromid and photographed. Number of lines
from left to right are methods of 1- Vroh Bi et al. (21), 2- Dellaporta et al. (14), 3-
Ziegenhagen et al. (22), 4- Doyle and Doyle (15), 5- Lodhi et al. (16) and 6- Murry
and Thompson (17), respectively.

.هاي برگی بالغ انارمونهاز نروش استخراج 6بابه دست آمدهІEcoRبا آنزیم DNAپذیري مقایسه برش- 3شکل 
اي برش آنزیمی مورد استفاده قرار هاي برگی بالغ براز نمونهبه دست آمدهDNAدو میکرو گرم زانیم

دهد که برش خورده را نشان میDNAبرش نخورده، و شکل سمت چپ DNAشکل سمت راست. گرفت
60بارگذاري گردید و پس از سه ساعت در ولتاژ % 1روي ژل آگارز ІEcoRپس از هضم توسط آنزیم 

هايها به ترتیب روشاره خطشم. عکس برداري شدسپسولت، با اتیدیوم بروماید رنگ آمیزي و
دویل و دویل - 4,)22(هاگن و همکاران زیگن- 3,)14(دلاپورتا و همکاران - 2,)21(ورابی و همکاران - 1
.باشندیم)17(موري و تامپسون - 6و)16(لودهی و همکاران - 5,)15(

يو غلظت بالاCTABزغال فعال و، PVPییایمیو همکاران از سه ماده شیدر روش استخراج وراب
استخراج DNAت یفیت و کیکمشیم و بتامرکاپتواتانول استفاده شده است که از عوامل موثر در افزاید سدیکلر

وجود ه را بیکمپلکسیفنلیبا مواد پلیدروژنیهيهاوندیجاد پیاراهاز PVPماده.شوندیشده محسوب م
بر است که افزونییب هایترکزغال فعال از ). 8(د ینمایفراهم مDNAاز ها را آنيآورده و امکان جدا ساز

ر یو سا) نیو ملانیشبه فنليب هایترک(اه یو سياره قهوهیتيهاگمانیبه جذب پییتوانافنل ها، یجذب پل
نده با یوک ماده شیبه عنوان CTABییایمیماده ش). 1,22(را داراستیو مواد سمیناشناخته رنگيب هایترک

. کندیجدا مرهیو غها نیها، پروتئدارتیهمچون کربوهيل داده و آن را از موادیکمپلکس تشکDNAملکول 
از حضور . شوندیمDNAت یفیهستند که باعث کاهش کيگریمانده از جمله مواد دیباقيدهایساکاریپل

NaCl 11(شود ین مواد استفاده میاداشتنبريط نمک بالا برایمولار و رسوب در شرا5/2تا 1با غلظت.(

1         2       3       4          5         6 1         2        3         4          5        6
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Fig. 4. Application of PCR on DNA extracted from pomegranate mature leaf samples by six
methods. Amount of 5 ng DNA of mature leaf samples were used for PCR. Lines from
left to right methods of: 1- Vroh Bi et al. (21), 2- Dellaporta et al. (14), 3-
Ziegenhagen et al. (22) 4- Doyle and Doyle (15), 5- Lodhi et al. (16) and 6- Murry
and Thompson (17) respectively.

روش استخراج 6انار که با هاي برگی بالغ از نمونهبه دست آمدهDNAاي پلیمراز بر روي واکنش زنجیره- 4شکل 
خط ها به . ردیدگاستفاده PCRهاي برگی بالغ انار براي واکنش از نمونهDNAنانوگرم 5زانیم. گردیده است

هاگن و زیگن- 3,)14(دلاپورتا و همکاران - 2,)21(ورابی و همکاران - 1هايترتیب از چب به راست روش
).17(موري و تامپسون - 6و)16(اران لودهی و همک- 5,)15(دویل و دویل - 4,)22(همکاران 

Fig. 5. Results of enzymatic digestion and PCR reaction on the DNA extracted by Vorh Bi et
al (21) method from different parts of pomegranate plant. Right figure is DNA
digestion (2µg) by EcoRІ enzyme and left figure is the result of PCR reaction. Number
of lines from left are DNA extracted from: 1- Fruit peel, 2- Aril, 3- Old leaf, 4- Mature
leaf and 5- Young leaf, respectively.

از ) 21(ی و همکارانروش وراببا استخراج شدهDNAروي بر PCRبرش آنزیمی و واکنش نتیجه - 5شکل 
آنزیم برشگر با) مقدار دو میکروگرم(DNAشکل سمت راست هضم .هاي مختلف گیاه انارقسمت

ІEcoR و شکل سمت چپ نتایج واکنشPCRاز چپ به شماره خط ها به ترتیب. دهندرا نشان می
- 5ورگ بالغب- 4,برگ پیر- 3,خوراکی میوهبخش- 2,پوست میوه–1استخراجی ازDNAراست 

.دنباشبرگ جوان می

1kb  Ladder1           2         3 4 5             6

250 bp

750 bp

1000 bp

1500 bp

1      2          3           4           5 1       2           3 4 5
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Fig. 6. Application of PCR reaction using ten-nucleotide (10 mer) primer OPAD02 on DNA
of 10 different pomegranate genotypes. DNA extracted from old leaves and 5 ng used
for each reaction. Right line is HindIII cut Lambda phage DNA as size marker.

DNA)5يروOPAD02يدیوتئمر ده نوکلیمراز با استفاده از پرایپليارهیواکنش زنج-6شکل  ng ( استخراج
فاژ لامبدا برش خورده با آنزیم DNAخط سمت راست . پ مختلف اناریر ده ژنوتیپيهاشده از برگ

HindIIIباشدبه عنوان مارکر اندازه می.

. استفاده شده است) مولار2(NaClها از غلظت بالاتر ر روشینسبت به سا)21(و همکارانیدر روش وراب
د شدن مواد یدان عمل کرده و از اکسیاکسیک آنتیکه به عنوان %) 5(بتامرکاپتواتانول ين روش غلظت بالایدر ا

)21(و همکارانیروش ورابییش کارایست که در افزابه کار گرفته شده ا) 20, 10(کند یميریجلوگیفنلیپل
و همکارانیاستخراج شده با روش ورابDNAهستند که باعث شده یشده عواملاد شدهیموارد . موثر است

جوان نسبت به يهابرگ. برخوردار باشدیت مناسبیفیت و کیش از کمیمورد آزمایاهیگيهااز تمام قسمت)21(
ن مسئله باعث شده که در یا.ه کمتر هستندیو مواد ثانويدیساکاریپليب هایترکيه داراایگيهار قسمتیسا

نشان داده مواردیدر برخ). 19, 15، 13، 10(جوان استفاده شود يهااز برگDNAشتر موارد جهت استخراج یب
) 20(1اس و همکارانسترا. استفاده کردDNAاستخراج يبراتوان یاه میمختلف گيهاشده است که از قسمت

وه یپوست و گوشت ميهااز قسمتAFLPو SSRیمولکوليهالاس با استفاده از مارکریارقام گیبررسيبرا
بالغ يهامرکبات از برگیکیژنتیگوناگونیبررسيبراDNAاستخراج .استفاده کردندDNAاستخراج يبرا
پسته با استفاده يپ هایژنوتیکیژنتیگوناگونیبررسيبرا) 9(2احمد و همکاران). 11(ر صورت گرفته است یو پ

استخراج ). 9(استفاده کردند DNAاستخراج يوه برایمیاز مغز و پوسته استخوانSSRیاز مارکر مولکول
DNAدر يبرترکیتواند یجوان ميهاجز برگه اه بیگيهار قسمتیت مطلوب از سایفیت و کیبا کم

ش ین آزمایدر ا. مختلف فراهم خواهد بوديهامانزدر DNAه یچرا که امکان تهباشدس کیژنوميهاه شگایآزما
بات موجود در بافر استخراج و مراحل انجام آنیبه علت ترک)21(و همکارانینشان داده شد که از روش وراب

با کیفیت DNAج استخرايبراگر هم یديهار قسمتیجوان از سايهابر برگاه انار افزونیتوان از گیم
يآورد که نمونه هاین امکان را فراهم میاDNAاستخراج يوه برایميهااستفاده از بافت.استفاده کردمطلوب 

و يان کرد که روش مورین بیتوان چنیمان یدر پا. داشته باشندیژنوميهایت بررسیز قابلیموجود در بازار ن
لازم دارد DNAاستخراج يبراياستفاده شده و زمان کمتريمترکییایمیکه از مواد شنیل ایتامپسون به دل

1-Struss et al.2-Ahmad et al.

2322 bp

23130 bp
9416 bp

2027 bp
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از DNAاما استخراج . استینسبيبرتريدارند دارايکمتريمشکل هاجوان که یبرگيهانمونهيبرا
مانند پوست ییهان بافتیبالغ و مسن و همچنيهاهستند مانند برگيشتریبيزامواد مشکليداراکه ییهابافت

. تر خواهد بودزیت آمیموفق) 21(و همکاران یشه با روش ورابیپوست تنه و ربه احتمال وه ویم
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