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  دهيچك
متعلق به خانواده ) Thymus(شن يجنس آو. هستند ييدارو يهاد فراوردهيتول يبرامؤثره از مواد  يمنبع غن يياهان دارويگ
بات مختلف ياه مربوط به تركين گيا يياثرات دارو. ران پراكنش دارنديمختلف ا يگونه آن در نواح 18ش از يان است كه بينعناع

 ياصلعنوان مشكل گر بهيه ديثانو يهاتيو متابول يبات فنولين تركيمول است، اما ايكارواكرول و ت يفنول يهاازجمله مونوترپن
-روش هسين پژوهش، مقايهدف از انجام ا. شونديك محسوب ميژنت يان ژن و مهندسيب تجزيه و تحليل يمناسب برا RNAاستخراج 

- نيازا. بود يبات فنولياز ترك يشن غنيآو هاز سه گون  RNAك روش مناسب جهت استخراج ي يو معرف RNAمختلف استخراج  يها
 RNAت يفيت و كياز نظر كمRNA استخراج  يت و دو بافر تجاريشامل سه روش، دو ك RNAرو، هفت دستورالعمل استخراج 

 230و  280، 260از خواندن جذب در طول موج  RNAت يفيت و كيكم يابيارزمنظور  به. سه شدنديو مقا يابياستخراج شده، ارز
. استفاده شد Real-Time PCRو  RT-PCR يها، الكتروفورز ژل آگارز، واكنش230/260و  280/260نانومتر، محاسبه نسبت جذب 

 ®TRIzolگر ازجمله يد يهانسبت به روشSDS /استخراج شده با روش فنل يRNAت يفيت و كيكم، مورد مطالعه يهان روشياز ب
بود كه در س يبافر اشباع با تر ين روش كوتاه بودن زمان استخراج و ساخت دستياز محاسن ا. تر بودشن مناسبيآو ههر سه گون يراب

از  يغن يهااز برگRNA استخراج  يافته برايرييتغ SDS/ ت، روش فنليدر نها. شده است يداريشكل آماده خربه يقبل يهاگزارش
  .شد يشن معرفيآو يبات فنوليترك

  
  .هيثانو يهاتي، متابولSDS/ ، فنلRNAشن، استخراج يآو :يديكل يهاواژه

  
  همقدم

مؤثره ه و مواد يثانو يهاتيسنتز متابول يآشكارساز
 يها در سطح مولكولها و تاننفنليدها، پليساكاريمانند پل

اهان شده ين گياز محققان به سمت ا ياريباعث توجه بس
 ييدارواهان ين گيشن از مهمترياهان جنس آويگ. است

 يشيكر رويمعتبر از پ منابعباشند كه در يان مينعناع هخانواد
آن مورد  يياد شده است و خواص دارويعنوان دارو  آن به

 گونه 215حدود ). Zargari, 1990( گرفته است قرارتأكيد 
گونه  18كند و يدر سراسر جهان رشد مشن يجنس آو از

 يمركز يهادر قسمت يبومبه صورت ن جنس يامختلف 
شن يكاربرد آو). Jamzad, 2009(ران پراكنش دارد يكشور ا

از  يكيولوژيب هو مبارز ييغذا ،يع داروسازيدر ابعاد وس
 د شدهيتول ين داروهاياست و در ببرخوردار  ياژهيگاهويجا

شن بعد از نعناع حائز رتبه دوم است يآو، در جهان

DOI: http://dx.doi.org/10.22092/ijrfpbgr.2014.7646
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)Bikdelu, 2012 .(يمناسب هنيگزتواند ياه مين گيا ،نيبنابرا 
ان ژن يرات بييتغ يمانند آشكارساز يمطالعات مولكول يبرا

تجزيه و ، يستيرزيو غ يستيز يهادر پاسخ به استرس
 يمراحل مختلف رشد و نمو، بررس يان ژن طيب تحليل
  يابييو توال ييشناسا مختلف، يهاان در انداميب يالگو
در سطح  يكيمتابول يرهايل در مسيمهم دخ يهاژن

mRNA به  يدسترس. باشدRNA  مطلوب ت يفيت و كيكمبا
 يفنوليبات پلير فراوان تركيمقاد يكه داراشن ياه آوياز گ

انجام براي  است، يديساكاريو پل) و كارواكرول موليت(
  . فوق ضرورت دارد يهاكيتكن

 ـ يهايآلودگامكان ورود   بـه ي ديسـاكار ينسبتا كم پل
و در  شوديم RNAزمان آنها با  هم رسوبباعث ي بآفاز 

 Wang( كنـد يم جاديتداخل ا RNAكاربرد  يمراحل بعد
& Stegemann, 2009( .نيهمچن RNA يبات پليبا ترك -

 ـدهـد و پل يمل يتشككمپلكس  يفنليو پل يديساكار - تي
 ا حالـت ي رنگ. شونديرقابل حل ميغحاصل  RNA يها
 ـتوانـد ب يم RNA يهاتيپل مختلـف   يهـا يانگر آلـودگ ي

 ـ يل آلـودگ يدلبه يبرخ مثلاً .باشد حالـت   يديسـاكار يپل
دهنـده  ل بـه قرمـز نشـان   يما يهاتيپل ايو  دارند ينيژلات
كه  يدر حال ).Sabir, 2012( ندسته يفنليپل يهايآلودگ
 يياهان داروياز گ RNAاستخراج  يبرا ياديز يهاروش

 ـكهـا و  روشاز  ياريشده است، بس ـ ياختصاص  يهـا تي
 GeneJET Plant RNA Purification Mini( يتجـار 

Kit ،TRIzol ، RNAwizو RNeasy Plant( يبـــرا 
ســتند و يمناســب ن يــياهــان داروياز گ RNA يجداســاز

س و بـرنج  يدوپسيمانند آراب ياهانيگ يبرا آنهااز  ياريبس
و  يبـات فنـول  ياغلـب ترك ). Sabir, 2012( هستند مناسب
 RNAبـا   زمـان  هم ،ييدارو يهاه گونهيثانو يهاتيمتابول

تـأثير  را تحـت   RNAت يفيند و عملكرد و كنكيرسوب م
 ـدهيقرار م ، آن بـر  عـلاوه ). Ghawana et al., 2011(د ن
- ميرا در معرض هضم آنـز RNA  مولكول يبات فنوليترك
 ـ RNaseي ها  ـدهيقرار م  يبـرا را RNA جـه  يدر نتو  دن

 ـ  cDNA ،RT-PCR،Real-Time PCRن رشـته  يسنتز اول
 مختلف يهاروشن جهت ياز ا .دنسازيره نامناسب ميو غ
 ـو در نها دنشـو  نهيش و بهيآزما ديبا RNAتخراج اس  تي

و  بـوده  ياقتصـاد ع، سـاده و  يانتخاب شود كه سـر  يروش
د مـورد اسـتفاده كـم باش ـ    ييايميمـواد ش ـ  آن بـه  يآلودگ

)Sabir, 2012.(  

روش  پـانزده  )Tattersall et al., 2005( يادر مطالعـه 
روش  وشـد   يابيارز از برگ انگور RNAمختلف استخراج 

بـا   RNA ليدل، بهبر بودكه زمانيدر حال ميتيد ليكلرا/سيتر
در  .دش ـشـنهاد  يپشـه  يبـرگ و ر  ت مناسب ازيفيكت و يكم

رات جهـت اسـتخراج   ييتغ يبا اندك CTABروش  ،يشيآزما
RNA يـي اه داروياز گ Hippophae rhamnoides  كـار   بـه

-cDNA،RTســاخت  يحاصــل بــرا  RNAو از رفــت 
PCR،Real- Time PCR    اسـتفاده شـد)Ghangal et al., 
ج ااسـتخر  يبـرا  IHBTاز روش  يگريق ديدر تحق ).2009
RNA ه يــثانو يهــاتيــاز متابول يغنــ يــياهــان داروياز گ

Rheum australe  وArnebiaeuchroma    استفاده شـد كـه
 ـگوان يهـا بـر نمـك   ي مبتنـي هاسه با روشيدر مقا  ومينيدي

)guanidinium thiocyanate(،  بافرTRIzol® يهـا تيو ك 
 د كرديتولي ار بهتريت بسيفيعملكرد و كبا RNA  ،استخراج

)Ghawana et al., 2011.(  
 مختلف استخراج  دستورالعملن پژوهش، هفت يدر ا

RNAاز نظرت و دو بافر استخراج يشامل سه روش، دو ك 
 ييدارواه ياستخراج در گ هنيزمان و هزز يت و نيفيكت و يكم
 هقايسه قرار گرفت و هدف از آن ارائشن مورد مطالعه و ميآو
با  RNAك روش مناسب بود كه بتواند ضمن استخراج ي
 يهاتيو متابول يبات فنلي، تركشتريت بيت مطلوب و كميفيك

 ييجوز صرفهيها ننهيدر زمان و هز داشته و يه كمتريثانو
  .دينما

  
  هامواد و روش

  شيآزما يط اجرايو شرا ياهيموادگ
شن از مناطق و ارتفاعات يمختلف آو ياهيگ يهاتيجمع

شد و  يآورمختلف استان كرمان جمع) متر3600-1500(
 Thymus caramanicus ق، دو گونهيدق ييپس از شناسا

Jalas و Thymus lancifolius Celak  مؤثره كه از نظر مواد
اصلاح  هگون نيهمچن. داشتند، انتخاب شدند يشتريبتفاوت 

شگاه اند يكشاورز هاز دانشكد .Thymus vulgaris L شده
 يخشبمهين يهاگونه قلمه 3از هر  تيدر نها .شد هيته رازيش

ك ي، يبادماسه دو چهارم يدر خاك حاو گرفته شد و
ط گلخانه با يشرادر و  تيپرلك چهارم يماس و تيپ چهارم
- سپس قلمه. دشدن دارشهير گراديسانت هدرج 22-25 يدما
 متر ويسانت 23 هبا قطر دهان يهاگلدان به دارشهير يها

ي رس- يخاك لومسه چهارم  يحاو، متريسانت 16 ارتفاع
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ك يو  )درصد شن 21لت و يدرصد س 20درصد رس،  39(
 اتاقك رشدو در  منتقل شدندماس تيچهارم خاك پ

دانشگاه  يعلوم كشاورز هدانشكد يهاشگاهيآزما همجموع
با  يكيساعت تار 8و  ييساعت روشنا 16ط يبا شرا لانيگ

 60-65 يو رطوبت نسب گراديسانت هدرج 20-22 يدما
 سه ييگره انتهاانيم پنججوان  يهابرگ. رشد كردند درصد

منجمد ع يتروژن مايبوته از هر گونه مخلوط و بلافاصله در ن
گراد يسانت هدرج -80 يو تا زمان استفاده در دما ندشد
  .ندشد يدارنگه

  
  RNAاستخراج 

دو بار  ،قبل از استفاده يكيو پلاست ياشهيتمام ظروف ش
جهت استخراج  ازينمورد  يهاهمه محلول .اتوكلاو شدند

RNA با مار شدهيآب ت هليوسهب DEPC )Diethyl 
Pyrocarbonate( استخراج  دستورالعمل هفت. ه شدنديته 

RNA شاملCTAB افته، يرييتغSDS ،فنل/ SDSهافتيرييتغ ،
 GeneJET Plant RNA  Purification Mini Kitتيك
 Simply Pتيك ،)Thermo SCIENTIFICساخت شركت (

TotalRNA Extraction  KIT) ساخت شركتBioFlux( ،
-RNXبافر و )Invitrogenساخت شركت( ®TRIzolبافر 

plusTM )ها همه روش .سه شدنديمقا )ناژنيساخت شركت س
 باشد سه آنها وجود داشتهيبار تكرار شدند تا امكان مقا 2- 3

  . ديدست آبه يداريج ثابت و پايو نتا
  

  SDSروش 
و  Lock Chanمطابق روش SDSروش  بااستخراج 

  .انجام شد) 2007(همكاران 
  

  افتهيرييتغ CTABروش 
روش  يمبنا افته بريرييتغ CTABبافر روش 

Chomczynski  وSacchi ،)2006(  وGhangal  و
س يب سي، ترCTABدرصد  2 يحاو، )2009( همكاران

 EDTA و مولار 2م يد سدي، كلرا)=8pH(مولار  يليم 100
 PVPك درصد ي. بود) =8pH(مولار يليم 20

)Polyvinylpyrrolidone) (ك درصد يو ) يحجم/ يوزن
 ياستفاده به بافر گرم شده در دمامركاپتواتانول قبل از  -بتا

  .درجه اضافه شد 60

 ينيهاون چ وسيله بهشده منجمد گرم برگ يليم 300
از  گرميليم 100 ع پودر شد و بلافاصلهيتروژن ماينو در 

تر يليليم 1 يحاو يتريليليم 2وژ يفيسانتري هابه لوله آن
مدت ، بهه ورتكسيثان 20شد و پس از  بافر گرم منتقل

قرار  درجه 65 يقه داخل حمام آب گرم با دمايدق 25
ها سر و ته مرتب لوله بار كيقه يدق 3- 4گرفت و هر 
. اتاق سرد شد يدر دما يآرامفوق به حلولشدند، سپس م

د ياس يكمولار كه با است 2م يمتر استات سديليم 1/0
ها به لوله ،ده بوديرس pH=4به ) درصد100(خالص 

تر فنل يليليم 1 سپس ،مخلوط شد كاملاًفه شد و اضا
ت يدر نها .اشباع با آب اضافه شد و مجدد مخلوط شدند

و  اضافه) 24:1(ل الكل يزوآميا/رمفتر كلرويليليم 2/0
خ قرار ي يقه رويدق 15مدت به ه مخلوط شدند ويثان 10

وژ يفيسانتر وسيله ي بهفاز آل از يفاز آب يجداساز. گرفتند
 15مدت گراد بهيسانت هدرج 4 يو دما rpm13000در 
به  يانيبدون بر هم خوردن فاز م يفاز آب. قه انجام شديدق

 يد منتقل شد و حجم مساويوژ جديفيسانتر يهالوله
 10به هر لوله اضافه و ) 24:1(ل الكل يزوآميا/كلروفرم

مثل مرحله قبل دوباره  ه ورتكس نرم شد ويثان
د منتقل يبه لوله جد ييانجام شد و فاز بالاوژ يفيسانتر
درصد اضافه  75حجم اتانول  RNA، 2رسوب  يبرا .شد

  - 80 يدر دماساعت  2مدت بهمخلوط حاصل شد و 
ها مثل لوله ،RNA تيپل يآورجمع يبرا .قرار گرفت

ت دو بار يپل يتشوسش. وژ شدنديفيمراحل قبل سانتر
ر هود يت زيپلبعد و  درصد انجام شد 75اتانول  وسيله به
از  RNA يجداسازبراي . خشك شد يولوژيكروبيم

DNAمار يتر آب تيكروليم 90ت حاصل يبه پل يژنوم ي
) LiCl(م يتيد ليتر نمك كلرايكروليم 30و  DEPCشده با 

 ،قرار گرفت - 20 يقه در دمايدق 30مولار اضافه شد و 8
 15، گراديسانت هدرج 4 يو دما rpm13000در  سپس

مار شده با يتر آب تيكروليم 30. شد وژيفيقه سانتريدق
DEPC يشتر حاويل شده كه بيت تشكيبه پل RNA 

قه در يدق 10 تيحل شدن پل يافه شد و برااست، اض
. گراد قرار گرفتيسانت هدرج 55 يحمام آب گرم با دما

 يهابه لوله ،بود يژنوم DNA يشتر حاويكه ب ييفاز رو
با استفاده از  د منتقل شد ويوژ جديفيسانتر

  .رسوب داده شد  DNA،زوپروپانوليا
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  افتهيرييتغ SDS/روش فنل
 IHBT روش يمبنا بر SDS/روش فنلبافر استخراج 

)Ghawana et al., 2011 ( فنل روشو/SDS )Kingston, 
س بود كه يفنل اشباع با تر يحاوبافر . ر داده شدييتغ )2010

 با استفادهو ) 1989(، و همكاران Sambrook مطابق روش
و قبل از ساخته شد  نو متانيل آميمت) يدروكسيه( سيتر از

 3/0م ي، استات سد)يحجم/يوزن(درصد  SDS 1 استفاده
 01/0 ييبا غلظت نها EDTAو ) يحجم/يوزن(مولار 

به آن  =8pHمولار با  5/0 يمولار از محلول استوك اصل
و  ينيچ هاون هوسيل بهگرم برگ جوان يليم 100.شد اضافه
بافر استخراج  تريليليم 1 پودر شد و كاملاً عيتروزن مايدر ن
 هوسيل بهه خ زديهمراه با بافر  ياهيپودر گ .اضافه شد آنبه 

-هبكنواخت ي ك محلول كاملاًيد تا شمخلوط  هاون كاملاً
 DEPCمار شده با يتر آب تيرولكيمصد  هشت .ديدست آ
 .مخلوط شدند هاون مواد كاملاً هليوسهب اًشد و مجدداضافه 

متر يليم 2وژ يفيه سانتربه دو لول سپس مخلوط حاصل
 200 .قرار گرفتاتاق  يقه در دمايدق 5و  شدداده منتقل 

قه در يدق 10اضافه شد و به هر لوله تر كلروفرم يكروليم
، ياز فاز آل يفاز آب يجداسازبراي . اتاق قرار گرفت يدما
 4 يو دما rpm13000در وژ يفيسانترقه يدق 10مدت به

 يفاز آب ،يانيخوردن فاز م بدون برهم .درجه انجام شد
حجم  6/0و د منتقل يوژ جديفيبه لوله سانتربرداشته شد و 

قرار  -20 يقه در دمايدق 25ول اضافه شد و زوپروپانيا
مانند مراحل  هالوله ،RNAت يپل يآورجمع يبرا. گرفت

 درصد 75ت دو بار با اتانول يپل. ندوژ شديفيقبل سانتر
مانده اتانول يباق ،يولوژيكروبير هود ميشستشو شد و ز

ت يبه پل DEPCمار شده با يتر آب تيكروليم 30. ر شديتبخ
درجه  55 يقه داخل حمام گرم با دمايدق 10 شد واضافه 

  .قرار گرفت
 GeneJET Plant RNA(ت يدو ك هوسيل بهاستخراج 

Purification Mini Kit وSimply P TotalRNA 
Extraction KIT (بافر استخراج  دو و)TRIzol®وRNX-

plus TM (بروشور ارائه شده توسط مطابق دستورالعمل 
  .سازنده انجام شد يهاشركت

ت و يبر كم ياهيبافت گ ياثر زمان نگهدار يبررسبراي 
 CTABو  SDS/روش فنل دوبا استفاده از  ،RNAت يفيك
 RNA ،عيبا ازت ما شدهمنجمد تازه  يهااز نمونهافته، يرييتغ

  .گرديدسه يمقا يقبل ياه استخراج شد و با نمونه

  RNAيبررس
- يو پل ينيپروتئ يهايزان آلودگيم( تيفيك و تيكم
زان جذب يم هليوسهباستخراج شده ي  RNA )يديساكار
 يهانانومتر و محاسبه نسبت 230و  280، 260ها در نمونه

استفاده از با نانومتر،  230/260و  280/260جذب 
ص عدم يتشخبراي . شد يبررس اپندورف مدل اسپكتوفتومتر

 از يكسانيمقدار ، RNAو سالم بودن  يوجود شكستگ
RNA يدرصد حاو 5/1 آگارزژل  يرواستخراج شده ي 

و cDNA از آنجا كه ساخت . شدالكتروفورز  ديماووم بريديات
حساس است،  RNAمختلف  يهايبه آلودگ PCRواكنش 

 يبرا ،مناسبي RNAت يت و كميفيروش استخراج با كن يبهتر
انتخاب  Real-Time PCRو  PCR، واكنش cDNA ساخت

 سنتز  تيمطابق دستورالعمل ك cDNAساخت  .شد
cDNA) ساخت شركتThermo SCIENTIFIC(،  با همراه

و با استفاده از بردار معكوس رونوشت ميواحد آنز كي
 يآلودگ. انجام شد )Oligo- dT18( نيديميتگويال يآغازگرها

DNA از  يول ،قابل اجتناب استريع غيسر يهاروش در
 ن مرحلهيا .حل است قابل DNase ميبا آنز RNA ماريق تيطر
و  تجزيه و تحليل يهااز مراحل معمول در روش يكي

و مطابق  cDNAقبل از ساخت كه  است  RNA استخراج
صحت ساخت  .انجام شد ميبروشور همراه آنزدستورالعمل 

cDNA انجام واكنش  هوسيل به PCRو  Real-Time PCR و با
مرجع  يهاژنبه مربوط  ياختصاص يآغازگرهااستفاده از 
18srRNA  وovEF1alpha  يدو ژن اختصاصو 

CYP71D180  وCYP71D181  تكرار انجام شد دودر .
-Real( كسيمسترم تريكروليم 5/12بات واكنش شامل يترك

Time Mastermix 2X( ،3/0از هر دو  تريكروليكومول در ميپ
به ل يآب استرت يالگو و در نها cDNA تريرولكيم 1آغازگر، 
واكنش  ييدما هچرخ. تر اضافه شديكروليم 25 ييحجم نها

Real-Time PCR  ه در ياول يسازمرحله واسرشت 1شامل
- واشرست هخچر 40قه، يدق 7مدت گراد بهيسانت هدرج 95
اتصال  يرجه دماد 60ه، يثان 30مدت بهدرجه  95در  يساز
 يهاداده. قه بوديدق 1مدت بسط به هدرج 72قه، يدق 1مدت به

  .و ثبت شد يآورجمع حاصل
  

  يآمار يهاهيتجز
با  نامتعادل يتصادف طرح كاملاًحاصل در قالب  يهاداده

 LSDبا آزمون ها نيانگيم هسيه شدند و مقايتكرار تجز 2- 3
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نسخه  SASافزارنرماز . درصد انجام شد 5در سطح احتمال 
رسم  وي آمار يهاهيتجز يب برايترتهب Excelافزار و نرم 9

  .نمودارها استفاده شد
  
  جينتا

- نگه يهامربوط به نمونه يهادادهانس يوار هيج تجزينتا
مختلف از  يمارهاين تيب نشان داد كه - 80 يشده در دما يدار
و  280/260جذب  يهانسبت، RNAمقدار  يفاكتورها نظر

، )1جدول(بود  )p<0.01(دار ياختلاف معن نانومتر 230/260
  . دار نبوديمعنز شده يتازه فر يهانمونه يبرا يول
  
  RNAت يكم

گرم يليم 100كروگرم در يم RNA )01/3 مقدار نيشتريب
 100كروگرم در يم 07/0( RNA مقدارن يو كمتر )برگ تازه

 SDS/روش فنلبه  مربوطب يترتبه )گرم برگ تازهيليم

 Simply P TotalRNA Extraction  KITت يافته و كيرييتغ
نشان  LSDها با آزمون نيانگيسه ميج مقاينتا. )2جدول( بود
 T. caramanicus ياهيگ هگوندر  SDS/فنل روش كه داد

Jalas. مقدار نيشتريب  RNA)8/3 گرم يليم 100كروگرم در يم
كروگرم در يم 04/0(RNA مقدار  نيكمتر و داردرا  )برگ تازه

 GeneJET Plant روشبه  مربوط )گرم برگ تازهيليم 100
RNA Purification Mini Kit  و گونهT. lancifolius 

Celak. بعد از روش فنل .)1شكل( بود /SDS ن مقدار يشتريب
RNA )95/1 از روش ) گرم برگ تازهيليم 100كروگرم در يم

CTAB ت يكم). 2جدول ( دست آمدبهRNA  استخراج شده
برگ تازه  يهااز نمونه CTABو  SDS/ له روش فنليوسبه

- يليم 100كروگرم در يم 23/2و  26/3ب يترتبه(منجمد شده 
 يشده در دما يدارنگه يهاشتر از نمونهيب) گرم برگ تازه

كروگرم يم 95/1و  01/3ب يترتبه(روز بود  30مدت به - 80
  ).3و  2 يهاجدول) (گرم برگ تازهيليم 100در 

  
  RNAنانومتر  230/260 و 280/260 جذب يهانسبت ومقدار  واريانس تجزيه نتايجميانگين مربعات حاصل از  - 1 جدول

  گراديسانت هدرج -80 يدما رد شده يدارنگه يهابرگ از شده استخراج 
نسبت جذب 

230/260  
نسبت جذب 

280/260  
 100ميكروگرم در (RNAمقدار

  تغييراتمنابع   آزادي هدرج  )گرم برگ تازهميلي
 ماريت 20 3**  16/0** 61/0**

  شيآزما يخطا 33 01/0 007/0 01/0
 )CV(% راتييتغ بيدرصد ضر - 5/11 89/4  54/6

  درصد 1معني دار در سطح احتمال : **
  

  با استفاده از  - 80 يشده در دما يدارشن نگهيآو ياهيگ هاستخراج شده از برگ سه گون ي RNAتيفيو ك تيكم نيانگيم - 2جدول 
  مختلف استخراج يهاروش

 روش استخراج
 RNAمقدار

 )برگ تازهگرميليم100دركروگرميم(
 230/260نسبت جذب  280/260نسبت جذب 

CTAB  95/1 ± *038/0  95/1 ± 04/0  94/1 ± 06/0  

SDS 76/0 ± 04/0  75/1 ± 019/0  61/1 ± 036/0  

SDS 01/3/فنل ± 23/0  96/1 ± 064/0  88/1 ± 047/0  

Plant RNA Purification Mini Kit 26/0 ± 08/0  83/1 ± 024/0  16/2 ± 13/0  

Total RNA Extraction  KIT 074/0 ± 01/0  66/1 ± 037/0  5/1 ± 034/0  

TRIzol® 82/0 ± 08/0  8/1 ± 057/0  23/1 ± 14/0  

RNX-plus TM  9/0 ± 2/0  4/1 ± 1/0  85/0 ± 1/0  
  اريمع يخطا: *
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  مختلف استخراج يهاشن تازه منجمد شده با استفاده از روشيآو ياهيگ هشده از برگ سه گوناستخراج  RNAتيفيو ك تيكم نيانگيم - 3جدول 

 روش استخراج
   گرميليم 100در  كروگرميم( RNAمقدار 

 )برگ تازه
 230/260نسبت جذب  280/260نسبت جذب 

CTAB 23/2±*152/0 22/2±079/0 23/2±1/0 
 SDS 26/3±23/0 25/2±08/0 1/2±057/0/فنل

  اريمع يخطا: *
  

 
  

  درجه - 80 يدر دماشده  يدارشن نگهيآو هاستخراج شده از برگ سه گون RNAتين كميانگيم هسيمقا -1شكل 
  
  RNAت يفيك

جذب  يهامحاسبه نسبت - 1يهاروشبه RNAت يفيك
 ،نانومتر 230/260 -2، 280/260 يهانور در طول موج

 18SrRNAو  28SrRNA يمجزا برا يوجود باندها - 3
 RT-PCR يهاد فراوردهيتول ييتوانا - 4ژل آگارز و  يرو
با  RNA يهانمونه. شد يابيارز Real- Time PCR و
و  rRNAش از دو باند واضح يا بيار خوب، دو يت بسيفيك

 Tattersall et(ند ادژل نشان د يرا رو يبدون شكستگ
al.,2005 .(يهادر طول موج زان جذب نورين، ميهمچن 

 يدهايزان اسيب ميترتنانومتر، به 230و 280، 260
/ يديساكاريپل يو آلودگ ينيپروتئ يزان آلودگيك، مينوكلئ
ن يبنابرا). Winfrey et al., 1997(د ادرا نشان  يفنليپل

نانومتر، خلوص  230/260و  280/260جذب  يهانسبت
RNA  ن يبا نسبت ب يهاكه نمونهيند، به طوراددرا نشان

ند شتدا يزان آلودگيت را از نظر ميفين كيبهتر 2تا  8/1
)Wang &  Stegemann, 2009.(  

و  ينيپروتئ يزان آلودگيمن يكمتر SDS/روش فنل
 GeneJET Plant RNA Purification Mini Kit  روش
با  بيترتبه( يفنليپل/يديساكاريپل يزان آلودگين ميكمتر

ن ي، همچن)2جدول ( ندداشترا ) 16/2و  96/1نسبت جذب 
 .Tو گونه SDS /فنلروش  كه ها نشان دادنيانگيم هسيمقا

caramanicusJalas و  ينيپروتئ يزان آلودگين ميكمتر
و  GeneJET Plant RNA Purification Mini Kitروش 

- يپل يزان آلودگين ميكمتر T. caramanicusJalas هگون
 شكل( را داشتند )4/2و  2/2ب يترتبه( يفنليپل/يديساكار

- يو پل ينيپروتئ يزان آلودگين ميشتريب ،در مقابل .)2
مربوط به ) 85/0و  4/1ب يترتبه( يفنليپل/ يديساكار

 .T هگون كهيطوربه ،)2جدول ( بود RNX-plus TMش رو
lancifolius Celak  روشوRNX-plus TM ن مقدار يكمتر

-به(نانومتر  230/260و  280/260نسبت جذب  يعدد
بيشتر در  .)2 شكل( را نشان دادند) 53/0و  13/1ب يترت

 ديرسير مژل واضح به نظ يرو يباند يالگوها روش
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استخراج  RNA نمونه در rRNAو وجود چند باند  )3شكل(
 ،تازه منجمد شده يهااز نمونه SDS/شده به روش فنل

و  18SrRNAاز  16SrRNAباند  يانگر جداسازيب

23SrRNA  25ازSrRNA ار بهتر و يبس تيفيك جهيو در نت
 ها بودگر روشيبه د بتن روش نسيا بودن رتريتكرارپذ

  ).4شكل (
  

  الف                         

  
  ب                     

  
 

  شنيمختلف در سه گونه آو يهاروش يبرا محاسبه شده جذب يهانسبتن يانگيم هسيمقا -2شكل 
 نانومتر 230/260 يهاطول موج) ب      نانومتر 280/260 يهاطول موج) الف 

  
 استخراج شده با  RNAتيفيشتر كيب يابيارزمنظور  به
 Real-Timeو  RT-PCR يهاواكنش ،SDS/فنل روش
PCR 18ر دو ژن مرجع يتكث يبراsrRNA و ovEF1alpha 

 يو دو ژن اختصاص) باز جفت 87و  180ب يترتبه(
- به( CYP71D181و  CYP71D180 نتازيكارواكرول س

ج الكتروفورز ژل ينتا. انجام شد) بازجفت 90و  114ب يترت
مربوط به قطعات ژن  يهادانگر وجود تك بانيز بآگار

بزرگ سالم در  نسبتاً mRNAمربوطه و وجود قطعات 

RNA ن،يهمچن ).6و  5 يهاشكل( كل بود RNA ممكن 
 كاهش باعث كه باشد يميآنز يهامهاركننده يحاو است
 رقابليو غ اشتباه يكم جينتا ديتول و  RT-PCRواكنش بازده

ر يتكث يآشكارساز يبرا ديبا جه،يدر نت. شودياعتماد م
 يك منحني )SYBER Green( نيبرگريبراساس سا

را يرسم شود، ز Real-Time PCRبه دنبال  يگسستگ
، مرهايپرا -مريشامل دا يادورشته DNAن هر يبرگريسا

 يحاصل از اتصال نابجا PCRو محصول  DNA يآلودگ
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 نيبنابرا. )Pfaffl et al., 2002(مر را آشكار خواهد كرد يپرا
ذوب مورد  يسه دمايمقاو  يگسستگ يمنحن يبا بررس
زان يم ،ذوب يج منحنير شده و نتايتكث هقطع يبراانتظار 

). Bustin, 2002(شود يده ميسنج PCRصحت واكنش 
 Real- Time يهامربوط به واكنش يهاج و نمودارينتا

PCR ر خوب و صحت انجام يتكث هدهند نشانPCR بود .
مرجع و  ژن) Ct)Cycle thresholdر ير و مقاديتكث يمنحن

ار خوب و سالم بودن ير بسيانگر تكثيب يدو ژن اختصاص
mRNAكم  يانواع با فراوان يحت يها)CYP71D180  و

CYP71D181 (هدر نمون RNA  كل بود) و  )الف -7شكل

 يانگر عدم وجود آلودگيذوب ب كيپ تجزيه و تحليلج ينتا
DNA نكه يآغازگرها بود، بدون ا ير اختصاصيو تكث

ن يهمچن ).ب - 7شكل (ر كنند يگر را تكثيكديآغازگرها 
ج يبا نتا Real- Time PCRواكنش حاصل از  Ctمقدار 

جدول (مطابقت داشت  RT-PCR يهاالكتروفورز فراورده
با  RNAمار ي، تDNA ينان از حذف آلودگياطمبراي ). 4
در . انجام شود ديهر هفت روش با يبرا DNase ميآنز

باعث  cDNAن مرحله قبل از ساخت يپژوهش حاضر ا
در نمونه كنترل  يچ بانديشد و ه DNA يهايحذف آلودگ

  .مشاهده نشد  RT-PCRواكنش يمنف
  
  

  SDS/ فنل  به روش .T. lancifolius Celakاستخراج شده از گونه  RNA يمختلف برا يهاژن Ctمقدار - 4جدول 
  ovEF1alpha CYP71D180  CYP71D181 ژن
 2 1 2 1 2 1 تكرار

Ct 25/20  69/19 56/24 25 06/25 75/25  
  
  

  
  

  . روز 30پس از  -80داري شده در دماي نگه برگ هاياستخراج شده از نمونهكل   RNAالكتروفورز ژل آگارز -3شكل 
1 (RNA هكل استخراج شده از گون Thymus caramanicus Jalas. روشبهSimply P TotalRNA Extraction KIT ،2 (RNA شده از ي كل استخراج

كل  يCTAB ،4 (RNAروش به .Thymus lancifoliusCelakكل استخراج شده از گونه  TRIzol® ،3 (RNAروشبه .Thymus vulgaris L هگون
ترتيب به .Thymus lancifolius Celakي كل استخراج شده از گونه CTAB ،5-7 (RNAروش به .Thymus caramanicus Jalasاستخراج شده از گونه 

كل استخراج شده از گونه  GeneJET Plant RNA Purification Mini Kit ،8 (RNAو  Simply P TotalRNA Extraction KIT ،SDSوش ربه
Thymus caramanicus Jalas. روشبهTRIzol® ،9 (RNA  كل استخراج شده از گونهThymus vulgaris L. روش بهSimply P 

TotalRNAExtraction KIT ،10 (RNA  كل استخراج شده از گونهThymus caramanicusJalas. فنلروش به /SDS ،11 (RNA كل استخراج شده ي
) RNX-plus TM ،13روش به .Thymus lancifolius Celakكل استخراج شده از گونه  SDS ،12 (RNA/ روش فنلبه .Thymus vulgaris Lاز گونه 

RNA هكل استخراج شده از گوني Thymus caramanicus Jalas. روشبهRNX-plus TM ،16-14 (RNA  كل استخراج شده از گونهThymus 

vulgaris L. روش ترتيب بهبهRNX-plus TM ،CTAB  وSDS.  

3 15 5 4 6 7 8 9 10 11 12 13 14 16 2 1 
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  .برگ تازه منجمد شده يهاكل استخراج شده از نمونهي RNA الكتروفورز ژل آگارز -4شكل 

/ با استفاده از روش فنل .Thymus lancifolius Celakو  .Thymus vulgaris L ، Thymus caramanicusJalas استخراج شده از RNAب يترتبه) 3-1 
SDS، 6 -4 (ب يترتبهRNA  استخراج شده ازThymus lancifolius Celak. ،Thymus caramanicus Jalas.  وThymus vulgaris L.  با استفاده از

  .CTABروش 
  

  
 

  .روي ژل آگارز ،SDS/روش فنلاستخراج شده به RNA هنمون RT- PCRالكتروفورز محصولات  -5شكل 
) Thymus vulgaris L.2 (Thymus lancifoliusCelak . 3) 1در سـه گونـه    ovEF1alphaجفت بـازي حاصـل از تكثيـر ژن مرجـع      87قطعه  -الف 

Thymus caramanicus Jalas.M  18جفــت بــازي حاصــل از تكثيــر ژن مرجــع  180قطعــه  -بــاز، بجفــت 100نشــانگرSrRNA ــ   هدر ســه گون
Thymus caramanicus Jalas. ،Thymus vulgaris L.   وThymus lancifoliusCelak. 

 

100 bp 

3 M 

)ب  
2 1 3 2 1 

)الف  

5 3 4 2 1 6 
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  .ژل آگارز ي، روSDS/ روش فنلاستخراج شده به RNAنمونه  RT- PCRالكتروفورز محصولات  -6شكل 
 Thymus lancifoliusCelak. 2 (Thymus caramanicusJalas. 3 (Thymus) 1در سه گونـه   CYP71D180 ر ژنيحاصل از تكث يجفت باز 114قطعه  - الف

vulgaris L.M ( ر ژنيحاصل از تكث يجفت باز 90قطعه  - ب ،بازجفت 100نشانگرCYP71D181 ـ   Thymus caramanicus Jalas. ، Thymus  هدر سه گون

vulgaris L. و Thymus lancifoliusCelak.M   باز جفت 100نشانگر  
  

  
  به ازاي يك واكنشهزينه تمام شده هر روش استخراج  - 5جدول 

 روش استخراج  )ريال(هزينه مواد مصرفي 
79910  GeneJET Plant RNA Purification Mini Kit 
140680  TRIzol® 

61910  Simply P TotalRNA Extraction  KIT 

  )استفاده از بافر فنل اشباع با تريس تجاري با( SDS/ فنل  3646
30590  RNX-plus TM 

 )طور دستياستفاده از بافر فنل اشباع با تريس ساخته شده به با( SDS/ فنل  11410

8210  CTAB 

7110  SDS 

  
  

3 M 
)ب

21 3 2 1 
)الف  

M

100 bp 
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   RNAبا  CYP71D181 و  ovEF1alpha، CYP71D180ك ذوب سه ژن يپ تجزيه و تحليل) ر و بيتكث يمنحن) الف -7شكل 

  SDS/ استخراج شده به روش فنل
  

  بحث
، دو RNAاستخراج  هق حاضر از سه روش عمديدر تحق
طور گسترده در كه به RNAاستخراج  يت تجاريبافر و دو ك

روند، يم كار  بهجهان  يقاتيتحق يهاشگاهيآزمابيشتر 
نمك  يهاروش يمبنا بر فوق عمدتاً يهاروش. استفاده شد

؛ هستند SDS/ و فنل CTABانات، يوسيوم تينيديگوان
 RNX-plusTM ،GeneJET Plant RNAبافر عنوان نمونه  به

Purification Mini Kit  و بافرTRIzol® نمك  يحاو

ج نشان داد كه ينتا .انات و فنل هستنديوسيوم تينيديگوان
 ها نسبت به دو روشن روشيدر ا RNAت يفيت و كيكم

CTAB وفنل /SDS  يهانمك). 2جدول (كمتر است 
 يهاميآنز يهان و بازدارندهيپروتئ يهاوم دناتورهينيديگوان

RNase ،يجداساز يبرامؤثري عامل  يول هستند RNA  از
 يهاهنگام استفاده از بافر. ستندين ينيرپروتئيغ يهاكمپلكس

ه، يثانو يهاتيعلت وجود متابولوم، بهينيدينمك گوان يحاو
RNA يجداساز يبرامؤثري شود و عامل يحل م يسختبه 

ovEF1alpha/r1

ovEF1alpha/r2

CYP71D180/r1 CYP71D180/r2 

CYP71D181/r2
CYP71D181/r1

CYP71D181/r1, r2 ovEF1alpha/r1CYP71D180/r1 CYP71D180/r2 ovEF1alpha/r2 

)ب  

)الف  
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RNA ن ممكن است يهمچن. ستندين ينيبات پروتئياز ترك
از ). Liu etal.,1998(ن برود ياز ب RNAزمان استخراج، 

استخراج  يبرا )2009( ،و همكاران Ghangalاين روش 
RNA يياه داروياز گ Hippophae rhamnoides  استفاده

علاوه بر البته  .استخراج كنند RNAنتوانستند  يكردند، ول
فنل و  نظير يگريكننده د وم، عوامل دناتورهينيدينمك گوان

CTAB شوندياستخراج اضافه م يبه بافرها.  
 يهاافته بدون استفاده از نمكيرييتغSDS / فنل روش

فنل،  ين روش حاويبافر ا. فنل است يمبنا وم و برينيديگوان
SDS ،EDTA م استيو نمك استات سد .SDS  وEDTA 

 يكننده قو هستند و فنل دناتوره RNase يهاميبازدارنده آنز
هاست و استفاده از آن در بافر استخراج باعث ممانعت نيپروتئ
 ;Ghangal et al., 2009(شود يم RNase يهاميت آنزياز فعال

Wang &  Stegemann, 2009(.  ك از يعلاوه بر عملكرد هر
ن بافر منجر يدر ا ، مواد موجودSDS/ فنل بافر روش ياجزا
 يبات فنوليون تركيداسيشوند كه از اكسيم يطيجاد محيبه ا
شود يط استخراج ميكند و باعث حذف آنها از محيم يريجلوگ
 يهابدون كمپلكس RNAدهد كه يش مين احتمال را افزايو ا
ل استخراج و حل شدن ين دلين باشد و به هميپروتئ/ نونيكوئ
). Ghawana et al., 2011(شود  يانجام م يراحتت بهيپل

 يط آبيمحك ي DPECمار شده با يكردن آب ت ضافهان يهمچن
كند و استفاده از يجاد ميا DNAاز  RNA يجداساز يبرا

زوپروپانول باعث رسوب يام در حضور ياستات سد نمك
RNA شود يم)Sabir, 2012 .(بافر روش ، ياز طرف

GeneJET Plant RNA Purification Mini Kit نمك  يحاو
 مختلف يهايلودگآاست و حضور  تاتاانيوسيت ومينيديگوان

و  يجداساز يبرا كايليس يهاستون ييكاراباعث كاهش 
  .شود مي RNAجه كاهش عملكرد يدر نتو  RNA صيتخل

- و بتا CTAB ،PVP يحاو CTABبافر روش 
. دارند يمركاپتواتانول است كه هر كدام عملكرد خاص

ن بافر باعث شكستن يموجود در ا CTABكه ماده يدرحال
-يك از پلينوكلئ يدهاياس يو جداساز يواره سلوليد

ل يق تشكيموجود در آن از طر PVPشود، يدها ميساكار
ل كمپلكس، يو تشك يفنليبات پليبا ترك يدروژنيوند هيپ

ك ينوكلئ يدهاياز اس يفنليبات پليترك يباعث جداساز
ز از يموجود در آن نمركاپتواتانول  -شود و بتايم

 يبات فنليها از تركنونيكوئ يها و آزادسازون فنليداسياكس
 يهاميآنز يسازرفعالين باعث غيكند و همچنيممانعت م

RNase ن يا. شوديم يديسولفيوند ديق شكستن پياز طر
 RNA )95/1ن مقدار يشتريب SDS/ روش بعد از روش فنل

را به خود اختصاص ) گرم برگ تازهيليم 100كروگرم در يم
بافر  ين روش، علاوه بر عملكرد اجزايدر ا). 2جدول (داد 

CTAB استفاده از فنل در محدوده ،pH باعث  يدياس
. شوديم يبه فاز آب RNAو  يبه فاز آل DNA يجداساز

 ⎯⎯OHاز  يناش يهايبه شكستگ RNAلازم به ذكر است كه 
حساس است و استفاده از فنل اشباع  ييايقل يهادر محلول

ن ييمولار باعث پا 1ك خالص يد استيو اس) =5pH(با آب 
ن استفاده از يهمچن. شوديط استخراج ميمح pHنگه داشتن 

و  يبات فنليل الكل باعث حذف تركيزواميا/ محلول كلروفرم
 يبرا CTABن استفاده از يبنابرا. شوديم يديساكاريپل

ه يثانو يهاتياز متابول ياه غنياز گ RNAاستخراج 
Hippophae rhamnoides يباعث جداساز RNA ت يبا كم

ق حاضر يج تحقيبا نتا باًيشد كه تقرمؤثر ار يت بسيفيو ك
  ).Ghangal et al., 2009(مطابقت دارد 

و  SDS/ له روش فنليوساستخراج شده به RNAت يكم
CTAB نمونهشتر از يبرگ تازه منجمد شده ب يهااز نمونه-

روز  30مدت بهدرجه  -80 يشده در دما يدارنگه يها
 يطولان يدار رسد نگهيبه نظر مبنابراين ). 3 جدول(بود 

 ديباعث اكسدرجه  -80 يدر دما ياهيگ يهامدت نمونه
و  ياهيمختلف گ يها موجود در اندام يبات فنوليشدن ترك

متصل ك ينوكلئ يدهايشود كه به اسيها منونيل كوئيتشك
شوند يت خوب ميفيبا ك RNA يشوند و مانع از جداسازيم
)Ghangal et al., 2009.(  

تأثير  RNAت يفيت و كيبر كم ياهيفاكتور گونه گ
) .T. Caramanicus Jalas( يشن كرمانيگذاشت و گونه آو

ت بهتر يت و كميفيبا ك RNA يگر، دارايبه دو گونه د نسبت
تواند تنوع يمها ن تفاوتيا جادكنندهياز عوامل ا يكي. بود

فوق  ياهيگ يهاه گونهيه و ثانوياول يهاتيل متابوليپروفا
 و) 2011(ن، و همكارا MakkizadehTafti باشد، مثلاً

Bikdelu )2012 (يب اصليكارواكرول را ترك T. 
Caramanicus Jalas.  كهي، درحالكردندگزارش Neaghdi 

Badi يب اصليتركمول را يت، )2004( و همكاران 
T.vulgaris L. گزارش كردند.  
گر ينسبت به د SDS/روش فنل توان گفتيدر مجموع م

و  رتر استيو تكرارپذ ترگونه مناسب هر سه يها براروش
تازه منجمد  يهانمونهكه از  دست آمدهب يزمانت يفين كيبهتر
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به  نسبتSDS /گر روش فنليد يهاتياز مز .استفاده شد شده
و ) قهيدق 45 باًيتقر(كوتاه  ، زمان استخراج نسبتاًهاگر روشيد
ن روش، يا ياز مواد اصل يكي. است يمصرف ه مواديكم ته هنيهز

در بازار وجود  يس است كه به صورت تجاريفنل اشباع با تر
استخراج براي  )2011(ن و همكارا Ghawanaدر ضمن . دارد

RNA  از  يغن يياهان دارويمناسب از گ تيفيكت و يكمبا
 Arnebiaeuchromaو  Rheum australeه يثانو يهاتيمتابول

 IHBTس در بافر استخراج روش يتر بافر از فنل اشباع با
 ين روش براياز هم ،)Sabir  )2012نياستفاده كردند، همچن

ن محقق يا .استفاده كرد يياه دارويگ 10از  RNAاستخراج 
 RNAباعث استخراج  IHBTگزارش كرد كه استفاده از روش 

 ن پژوهش،يدر ا .شوديم ين آلودگين عملكرد و كمتريشتريبا ب
 يطور دستبه ن مادهيا ،سيفنل اشباع با تر اديمت زيل قيدلهب

 - 8فنل،  جامد يهاستالين ماده از كريا( ساخته شد
نومتان يل آميمت) يدروكسيه(س يتر و نينوليكوئ يدروكسيه

نه تمام شده يجه هزيدر نت و )استفاده شد pH=8ساخته شد و با 
شود،  يداريخرس يفنل اشباع با تر نكهيا ن روش نسبت بهيا

- گر بهيد يهان روشيت و در بافيدو برابر كاهش 
 GeneJET Plant RNA Purification Mini Kitژهيو
،Simply P TotalRNA Extraction KIT  وTRIzol® 

 ك واكنش داشت و كاملاًي ينه تمام شده را به ازاين هزيكمتر
براي  ،شوديشنهاد مين پيبنابرا .)5جدول (صرفه بود مقرون به

 از روش ،ت بهتريفيتر و با كخالص RNAبه  يابيدست
 و حتماًشود استفاده  ،شده منجمدتازه  يهانمونه و SDS/فنل

مار با ي، تگريد يهاشيكل در آزما RNAقبل از استفاده از 
 ،شنيبر آو علاوه تواندين روش ميا. انجام شود DNaseم يآنز
 يغن ييدارو يهاگر گونهيداز  RNAو  DNAاستخراج  يبرا
گر يد يهاازجمله جنس يديساكاريپل و يبات فنوليترك از

  .شود استفادهان يخانواده نعناع
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Abstract 

Medicinal plants are rich sources of natural products used for production of pharmaceutical 
products. Thymus genus belongs to the Lamiaceae family which has more than18 different 
species distributed in different areas of Iran. Pharmacological effects of thyme are related to 
phenolic monoterpenes such as carvacrol and thymol. Despite pharmacological effects, the 
phenolic compounds and other secondary metabolites are major problem for isolation of high 
quality RNA in gene expression analysis and genetic engineering. In the present study, seven 
different isolation protocols were compared to extract total RNA from three Thyme species rich 
in phenolic secondary metabolites in terms of quality and quantity of RNA samples with respect 
to spectrophotometric reading, denaturing agarose gel electrophoresis, Reverse Transcription 
Polymerase Chain (RT-PCR) and Real Time-PCR reactions. Three methods of isolation 
together with two commercial buffers and two kits that were commercially available were used. 
Results indicated that RNA isolated bymodified SDS- phenol protocol was goodquality and 
quantity, where standard RNA isolation methods involving GeneJET Plant RNA Purification 
Mini Kit and TRIZol extraction buffers failed. Finally, we proposed a new suitable protocol for 
isolating RNA from Thyme leaves rich in secondary metabolites. 
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