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 های کهنه ژنومیک از بافت DNAروش ساده و کارا برای جداسازی 

  معکوس PCRمناسب برای  ،(Penaeus semisulcatus (میگو ببری سبز
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 چکیده

اند، نقش داری شدههایی که مدت طولانی در الکل نگهنخورده از بافتسالم و دست  DNAانتخاب روش مناسب جهت استخراج            

پذیر، ایمن و قابل اعتماد جهت  سازی یک روش ساده، تکرارالیزهای مولکولی دارد. هدف از این مطالعه، بهینهمهمی در موفقیت آن

ترین مزایای ود. از مهم( ب Penaeus semisulcatusای میگو ببری سبز ) های قدیمی ماهیچهژنومیک با کیفیت از بافت DNAاستخراج 

گراد، عدم استفاده از نیتروژن مایع درجه سانتی 04پس از خشک کردن در درجه حرارت  این روش، پودر نمودن بافت در هاون چینی

شدت وابسته معکوس، به PCRدلیل این که موفقیت در واکنش ساعت بود. به 5جهت پودر کردن بافت و کاهش زمان استخراج تا حدود 

استخراج شده، مورد   DNAاز این واکنش، جهت ارزیابی کیفیتالگو است، جداسازی بخشی از ژن بتا اکتین با استفاده   DNAکیفیت هب

حاصل از این روش  DNAتوجه قرار گرفت. موفقیت در تکثیر و تعیین توالی بخشی از ژن بتا اکتین میگو ببری سبز، حاکی از آن است که 

حاصل از این روش را  DNAکوس، مع PCRآمیز بودن واکنش از کیفیت لازم جهت واکنش فوق برخوردار است. با توجه به موفقیت

با کیفیت است،  DNAو تکثیر قطعات بلند که نیازمند  AFLP ،RFLPتوان با موفقیت جهت انجام سایر مطالعات مولکولی از قبیل می

 عنوان الگو مورد استفاده قرار داد.به
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 مهمقد
و توسعه  0791به موازات پیشرفت ژنتیک مولکولی در دهه        

های مولکولی و کاربرد آن در صنعت تکثیر و پرورش و ابداع روش

(Vaseeharan ؛ 2102 ،و همکارانBurton، 2117 فناوری تکثیر ،)

گونه از اعضای خانواده پنائیده  21و پرورش نیز، برای حدود 

 Fenneropenaeus شاملها آنین ترمهمتوسعه پیدا کرد که 

chinensis،  F.indicus،Marsupenaeus japonicas  و  Penaeus 

monodon  در آسیا وLitopenaeus vannamei ،L. stylirostris  و

L. Schmitti کشورهای آمریکایی است در (Benzei، (2117.  تکثیر

و پرورش میگوها، از یک طرف در ایجاد کسب و کار و از طرف 

ها، سهم قابل توجهی را در ذایی انساندیگر در تامین نیازهای غ

 (. FAO ،2102) خود اختصاص داده استبین آبزیان به
رغم اختصاص سهم بسیار بالایی از صید میگو در خلیج علی       

توجه  ارزش غذایی قابل ،(2102 ،همکاران و Niamaimandi) فارس

(Hosseini و دارا بودن پتانسیل جهت  تکثی2112 ،و همکاران )ر 

(، 0292 ،نفیسی؛ 0291 حسینی،) پرورشی استخرهای در پرورش و

ببری سبز مورد استقبال  (، میگو0291 )دهه جز در دوره کوتاهیبه

اندرکاران صنعت تکثیر و پرورش قرار نگرفت. عدم استقبال دست

توان به ظهور بیماری ویروسی و عدم شناخت از گونه فوق را می

پرورش این گونه نسبت داد. از طرف کامل از بیوتکنیک تکثیر و 

، Litopenaeus  vannameiقبیل  از هادیگر، در مقایسه با سایر گونه

Penaeus monodon  وMarsupenaeus japonicas، در دانش 

شناسی مولکولی و فیزیولوژی پایه ساختار ژنتیکی و زیست مورد

ر د و اکولوژی آن بسیار کم است، لذا یکی از دلایل عدم موفقیت

ش توان به کافی نبودن دانتکثیر و پرورش میگو ببری سبز را می

شناسی گونه مذکور نسبت داد. تکثیر و پرورش آبزیان، زیست

 دهندگانویژه میگوها، زمانی با موفقیت همراه است که پرورشبه

دمثل رفتار، تولی )فیزیولوژی فیزیولوژی اکولوژی، جامعی از دانش به

ایی و بهداشتی گونه کاندید پرورش، دست ذیهو تغذیه(، مسائل تغ

موجود،  شناسی یککه ابعاد مختلف زیستبه این یافته باشند. نظر

شود، بنابر این شناخت ژنتیک پایه های آن کنترل میوسیله ژنبه

 تر های پرورشی، امکان استفاده اقتصادی از آن را بیشگونه

 (. 0272، زاده)طحان کندمی

دهای ژنتیک و بیوتکنولوژی در صنعت شیلاتی مرتبط کاربر       

ها است که مورد توجه قرار گرفته است. در اوایل، با میگوها، سال

تاثیر عملی ژنتیک و بیوتکنولوژی، در کنترل تولیدمثل، توسعه 

 دشها تصور میهای اهلی شده، شناسایی و کنترل بیماریسوش

(Benzei ،0772 اما با معرفی ،)PCR میلادی  0721اخر دهه دراو

(Saiki 0722 ،همکاران و) ظهور انواع نشانگرهای مولکولی، نقش  و

میگوها  ویژهژنتیک و بیوتکنولوژی در تکثیر و پرورش آبزیان به

تر شده است. برای نشانگرهای مولکولی، علاوه بر ارزیابی پر رنگ

ابطه ردیگر و تعیین ها از همو جمعیت هاگونه تفکیک ژنتیکی، تنوع

؛ 2102، و همکاران Vaseeharan) فیلوژنتیک و تکاملی آبزیان

Chachan  وKumar ،2101 ؛Liu  وCordes ،2112) کاربردهای ،

های اصلاحی تری از قبیل حفاظت و مدیریت ذخایر و برنامهمهم

  .نیز مطرح است (2102 ،و همکاران Castello-Jarezژنتیکی )

و محدودکننده استفاده از نشانگرهای  تاثیرگذار عوامل از یکی       

مولکولی در آنالیزهای ژنومیک و سایر مطالعات مولکولی، کیفیت 

 Jaferian ؛Chen، 2102و  Xinاست ) شده استخراج DNA کمیت و

 و Choudhary؛ 2101 ،و همکاران Psifidi ؛2101 ،و همکاران

های عمومی جهت استخراج (. لذا، انواع روش2112 ،همکاران

DNA در موجودات از جمله جانوران توسعه یافته است   ژنومیک

(Borges ؛2117 ،و همکاران Sambrook وRussell، 2110 ؛

Aljanabi  وMrtinez ،0779؛Dellaporta  0722 ،و همکاران  .)

گاهی اوقات محقق مجبور است، جهت انجام مطالعات مولکولی 

ر در رشد و عناصر های موثجداسازی ژن و یا یا تکمیل آن مطالعات

با کیفیت بالا است، از   DNAها، که نیازمندتنظیمی ناشناخته آن

استخراج شده،   DNAهای کهنه استفاده کند و ممکن استبافت

 .(0772،همکاران و Bouchan) نباشد برخوردار قبولی قابل کیفیت از

معکوس و  AFLP ،PCRهای بعدی مولکولی مانند لذا، واکنش

RFLP ازد سمواجه مند الگوی با کیفیت است را با مشکل که نیاز

(McPherson وMuller ،2111). ها جهت غلبه بر یکی از راه حل

ها، تکی این از استفاده تجاری است. هایکیت استفاده از فوق مشکل

، در پایاندر آنالیزهای مولکولی و فیلوژنتیک میگوها و سایر ده

 ،همکاران و Lin) تاس هگرفت قرار توجه مورد زیادی سطح

 ؛2112 ،و همکاران  Lavery؛2112 ،و همکاران  Pascoal؛2102

Tong که (. با آن2111 ،و همکارانDNA های حاصل از کیت

های مرسوم استخراج، از کیفیت بالایی تجاری در مقایسه با روش

های بالا و عدم دسترسی آسان، استفاده هزینه اما هستند، برخوردار

و  Artyukhinها را با محدودیت مواجه نموده است )از این کیت

Woo ،2102.) های عمومی استخراجاز طرف دیگر، روشDNA  

(Borges ؛2117 ،و همکاران Sambrook وRussell ، 2110 ؛

Dellaporta توصیه  معمولاً نیز تجاری هایکیت (.0722 ،همکاران و

اند. نمودهبه استفاده از نیتروژن مایع، جهت پودر کردن بافت 

استفاده از نیتروژن مایع، مشکلات خاص خود را دارا است، زیرا 

نیز خطرناک و منوط به رعایت موارد احتیاطی  آن با کار طرف یک از

و ایمنی خاصی است و از طرف دیگر تهیه آن نیز برای 

http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Fenneropenaeus_chinensis&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Fenneropenaeus_chinensis&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Fenneropenaeus_chinensis&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/wiki/Indian_prawn
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سازی روشی ساده، پذیر نیست. بنابراین، بهینههمه افراد امکان

من جهت پودر کردن بافت، بدون استفاده از هزینه، سریع و ای کم

 ند. کمی ایفا مولکولی هاینقش مهمی در توسعه روش مایع نیتروژن

 کم هزینه و تقریباً در این مقاله، یک روش ساده، نسبتاً       

ژنومیک با کیفیت بالا از بافت  DNAکوتاه، جهت استخراج 

 02یش از ماهیچه بدنی میگو ببری سبزی که دوره طولانی )ب

شود. هدف اصلی داری شده، ارائه میدرصد نگه 71ماه( در الکل 

این مقاله، معرفی روش خشک کردن بافت میگو در درجه حرارت 

ملایم و سپس پودر نمودن بافت خشک شده در هاون چینی و 

جای نیتروژن مایع است. در نهایت جایگزینی روش مذکور، به

این روش، با استفاده از استخراج شده حاصل از  DNAکیفیت 

 .معکوس مورد تائید قرار گرفت PCRتکنیک 

  

 هامواد و روش
هایی که جهت استخراج نمونه: هاها، بافرها و محلولنمونه       

 %71سال پیش، در الکل مورد استفاده قرار گرفتند، از بیش از یک

 براساس کنندهلیز بافرهای بودند. شده داده رارق ایران( )ساخت

 2(. محلول 2های مرسوم استخراج، ساخته شدند )جدول روش

 مراحل بعدی  جهت %91 کلروفرم، ایزوپروپانول و اتانل ،NaClمولار 

 
 

    استخراج مورد استفاده قرار گرفتند.

 K  ،EcoRI،T2های پروتئیناز آنزیم: ها و آغازگرهاآنزیم       

DNA ligase  و  Taq DNA Polymerase سیناکلون از شرکت

)ایران( خریداری شدند. آغازگرهای اختصاصی استفاده شده در 

ارائه شده،  0ها در جدول این پژوهش، که ترادف نوکلئوتیدی آن

)آلمان( سنتز شدند. این آغازگرها براساس  توسط شرکت متابیون

 P.monodonهایبتا اکتین گونه  cDNAنواحی حفاظت شده

(JN212227)  ،F.chinensis (DQ212221) ،L. vannamei 

(AF211912)  وM.japonocus (Gu122229) اند.طراحی شده 

 DNAاستخراج  مرسوم روش تحقیق، این در :DNA استخراج       

(Sambrook وRussell  ،2110 ؛Aljanabi وMrtinez ،0779 ) 

عنوان روش پایه، پس از انجام تغییراتی، مورد استفاده قرار به

بود )جدول  SDSو  Tris ،EDTAنده نیز شامل گرفت. بافر لیزکن

، با  DNAچنین روش مرسوم استخراج(. هم2و0های ، ردیف2

برای Doyle (0729 )و   Doyle، که توسطCTABاستفاده از 

ژنومیک  DNAگیاهان ارائه شده و با تغییراتی جهت استخراج 

 ازی شدهسآبزیان در آزمایشگاه بیوتکنولوژی این پژوهشکده بهینه

(Faqih Ahmadani ؛2102 ،و همکارانJaferian  و همکاران، 

گیرد می صورت مرسوم مورد استفاده قرارحاضر به درحال و (2101

 (.  2، ردیف 0نیز جهت مقایسه مورد استفاده قرار گرفت )جدول 

 

 (1131 ،زادهآغازگرهای استفاده شده در این تحقیق )طحان :1جدول

 نام آغازگر ترادف نوکلئوتیدی (ادگرنقطه ذوب )درجه سانتی

12 25-CTGGTGACGATGCACCACG-25 actF0 

27 25-CGTCATCAGGGTGTGATGG-25 actF2 

10 25-GCCTTGCACATGCCGGAG-25 actR2 

29 25-CCATTGTCTACAACCAGGG-25 actR2 

 

 .DNAکننده جهت استخراج : ترکیبات بافرهای لیز2جدول

 

 

 

 

ابتدا چندین گرم بافت ماهیچه بدنی، با استفاده از اسکالپل        

دقیقه  21و  21مدتریش و بهروی شیشه تمیز تا حد امکان ریش

گراد تیمار گردید. بافت درجه سانتی 21درون انکوباتور  با  دمای 

گرم میلی 11خشک شده با استفاده از هاون چینی پودر و حدود 

 لیتری اضافه شد. سپس درونمیلی 2ویال  1از پودر حاصله به 

ها تحت )این ویال Aلیتر از محلول میلی 911ها، تا از ویال 2

لیتر میلی 911ویال دیگر نیز،  2(، درون  A2و  A0 ،A2عنوان 

افزوده شد.  ( B2و B0 ،B2ها تحت عنوان )این ویال Bلول از مح

 11( حدود C2و  C0 ،C2به سه ویال دیگر نیز )تحت عنوان 

میلی گرم بافت ماهیچه ای میگو اضافه، و با قیچی ریز ریز گردید.  

میلی K (21میکرولیتر آنزیم پروتئیناز  9ها سپس به همه ویال

ها در ترمومیکسر با سرعت لیتر( اضافه و همه آنگرم در میلی

NaCl CTAB SDS EDTA Tris ردیف فرنام با 

- - 2/1% 21mM 011mM A 0 

- - 0% 21mM 011mM B 2 

M 2/0 2% 0% 21mM 011mM C (CTAB) 2 
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221rpm  گراد قرار داده شدند. درجه سانتی 22و درجه حرارت

  B2و  A2ساعت،  2مدت به B0و A0هایتیمار فوق برای نمونه

ساعت ادامه یافت.  2مدت نیز به  B2و  A2 ساعت و 2مدت به

ساعت انجام شد. سپس،  01نیز حدود  Cهای گروه تیمار ویال

 ستخراج برای هر دو روش به شرح ذیل ادامه یافت:  مراحل بعدی ا

به بافت لیز شده، اضافه و پس از  NaCl 2 Mمیکرولیتر  221

گراد درجه سانتی 29دقیقه در دمای  01مدت مخلوط نمودن، به

میکرولیتر کلروفرم اضافه و  222تیمار گردید. به مخلوط فوق، 

در  02111rpmدقیقه با دور  01مدت پس از مخلوط نمودن، به

میکرولیتر از  911درجه حرارت اتاق، سانتریفیوژ شد. حدود 

میکرولیتر  ایزوپروپانول  911ویال جدیدی منتقل،  به رویی محلول

دقیقه در  21مدت سرد به آن اضافه و پس از مخلوط نمودن، به

از سانتریفیوژ نمودن   پس شد. داده گراد قرارسانتی درجه  -21 دمای

 DNAد مرحله قبل، محلول رویی دور ریخته و رسوب نمونه مانن

دقیقه با سرعت  2مدت شستشو و به %91 میکرولیتر اتانول 211با 

2111rpm  سانتریفیوژ شد. درنهایت پس از خارج کردن الکل به

 میکرو لیترآب مقطر تزریقی اضافه شد. 011تا  21رسوب فوق، 

شده، سه پارامتر  استخراج DNAبرای آنالیز : DNAآنالیز        

  PCRواکنش  و انجام پارچگی آنغلظت، درجه خلوص و یک

 معکوس مورد توجه قرار گرفت. 

 اندازه گیری وسیلهترتیب بهبه DNAغلظت و درجه خلوص        

  211( و نسبت طول موج A211نانومتر ) 211 در طول موج

 پکتروفوتومتراس از استفاده با (A221) نانومتر 221 به (A211) نانومتر

 DNAپارچگی و یکدستی)آلمان( تخمین زده شد. یک WPAمدل

در  %0استخراج شده نیز با استفاده از الکتروفورز روی ژل آگارز 

  .(2102 ،و همکارن Deviارزیابی گردید )  TAE 0Xبافر 

  PCRاستخراج شده با استفاده از DNAکیفیت  کارایی       

 ترادف نوکلئوتیدی ژن بتامعکوس، جهت جداسازی بخشی از 

اکتین، تحت آزمون قرار گرفت. این واکنش، برای جداسازی 

قطعات ناشناخته، مجاور قطعات شناخته شده، مورد استفاده قرار 

استاندارد،  PCR(. در 0722 ،و همکاران Ochmanگیرد )می

که بین دو جایگاه آغازگر رو به یکدیگر قرار  DNAایی از نواحی

معکوس، جفت  آغازگرهایی  PCRشود. اما در ر میدارند، تکثی

ا پس شوند، امشوند که در ابتدا از یکدیگر دور میکار گرفته میبه

از هضم الگو با آنزیم محدودالاثر مناسب و حلقوی شدن محصول 

حلقوی  DNAها در غازگروسیله آنزیم لیگاز، آواکنش هضمی به

(. سپس با انجام 0کنند )شکل شده، به سمت یکدیگر حرکت می

 گردد.، امکان تکثیر قطعات ناشناخته فراهم میPCRدو 

 
 معکوس  PCR: تصویر شماتیک 1شکل

(Ochman 1311، و همکاران) 
 

نانوگرم  211شد. انجام زیر شرحبه خلاصه صورتبه واکنش این       

، مطابق با دستورالعمل شرکت EcoR Iبا استفاده از آنزیم  DNAاز 

ننده هضم گردید. با هدف تخلیص، محصول واکنش هضم تولیدک

( و کلروفرم استخراج،  21:21با استفاده از مخلوط فنل و کلروفرم )

 91و پس از رسوب توسط اتانل خالص و شستشو توسط اتانل 

میکرولیتر آب مقطر تزریقی حل گردید. محصول  21درصد،  در 

دریک   T2 DNA ligaseوسیله آنزیمواکنش هضمی، سپس به

اول، محصول واکنش  PCRواکنش لیگاسیون، حلقوی گردید. در 

با استفاده از زوج  PCRعنوان الگو جهت انجام واکنش هضمی، به

 سازیاز بهینه مورد استفاده قرار گرفت. پس  actR2/actF0آغازگر

 22در حجم  PCRشرایط با استفاده از گرادیانت دمایی، واکنش 

پیکومول از  01ولیتر محصول هضم، میکر 2میکرولیتری حاوی 

پیکومول  Taq DNA Polymerase ،211واحد آنزیم  2هر آغازگر، 

انجام   PCR (0X) و بافر  MgCl2مولار میلی dNTPs  ،2/0مخلوط

گراد سانتی هدرج 72طبق برنامه حرارتی زیر انجام شد:  PCR شد.

 22،  دقیقه 0 گراددرجه سانتی 72چرخه،  22دقیقه(، در طی  2)

 2دقیقه.  2گراد درجه سانتی 92دقیقه و  0گراد درجه سانتی

دقیقه نیز جهت بسط نهایی در نظر گرفته شد. موفقیت واکنش 

PCR  با استفاده از الکتروفورز محصولPCR  0روی ژل آگارز %  

ای( دوم )لانه  PCRجهت الگو عنوانمیکرولیتر از آن، به 2بررسی و 

مورد استفاده قرار    actR2/actF2ازگر داخلیبا استفاده از زوج آغ

شابه حرارتی م جز الگو و آغازگرها، سایر ترکیبات و برنامهگرفت. به

واکنش پیشین بود. محصول واکنش فوق با استفاده از آغازگرهای 
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actF2 / actR2  توسط شرکت بیونیر )کره جنوبی( از هر دو طرف

 ل از این تحقیق،های حاصتعیین توالی شد. سپس صحت توالی

 Blastافزار ها، با استفاده از نرماز طریق مقایسه با سایر توالی

 (.0771 ،و همکاران Altschulبررسی گردید )

 

 نتایج
نتایج  نشان داد که : تیمار مناسب جهت خشک کردن       

درجه سانتی  21دقیقه در درجه حرارت  21تیمار بافت به مدت 

دقیقه است.  21مناسب تر از  گراد،  جهت خشک شدن بافت

دقیقه به اندازه کافی  باعث خشک شدن بافت،  21تیمار در مدت 

جهت پودر شدن به وسیله هاون چینی گردید، در صورتی که،  

دقیقه، بافت به طور  کامل خشک نشده بود و  21در مدت زمان 

 پیرو پودر کردن در هاون چینی، له می شد.  

ژنومیک به  DNAرجه خلوص  ارزیابی غلظت و د       

 DNAغلظت و درجه خلوص : وسیله اسپکتروفوتومتری

استخراج شده، با استفاده از دستگاه اسپکتروفوتومتر مورد ارزیابی 

بر حسب مقدار نانوگرم به ازای هر  DNAقرار گرفت. غلظت 

میکرولیتر برای هرنمونه )  وقتی که نمونه جهت قرائت دانسیته 

و  0111قیق شده باشد ( برابر با حاصل ضرب برابر ر 21نوری، 

211A   .221نسبت استA ⁄ 211A ،  درجه خلوصبیانگر   نیز DNA 

باشد بیانگر  9/0-2/0استخراج شده است.  اگر این نسبت بین

باشد نشان  2/0است.  نسبت بالاتر از  DNAکیفیت مناسب 

ی با بیانگر ناخالصنیز   9/0و کمتر از   RNAدهنده ناخالصی با 

نانوگرم  در  0010که با   A2به جز نمونه فنل یا پروتئین است.  

میکرولیتر  کم ترین میزان استخراج را به خود اختصاص داده 

 0212است، غلظت سایر نمونه ها، به هم نزدیک و در محدوده  

نانوگرم  در میکرولیتر  بود  و تفاوت های قابل توجه  0221تا 

(.  همان طور که جدول 2نشد )جدول میان استخراج ها مشاهده 

ژنومیک استخراج شده از درجه خلوص  DNAنشان می دهد،  2

ویا پروتئین هستند.  RNAقابل قبولی برخوردار نیستند، یا دارای 

تخمین زده  912/0آن،  221Aبه   211A، که نسبت 2Aالبته نمونه 

شده است وضعیت خوبی دارد، هرچند الگوی الکتروفورزی آن 

 را نشان می دهد. RNAر حضو
 

 هادر نمونه DNA: میزان جذب نوری و غلظت 1جدول 

 A262 A262/A212 ngDNA/ µl نمونه

A0 211/0 122/0 0211 

A2 010/0 722/0 0010 

A2 272/0 912/0 0272 

B0 221/0 272/0 0221 

B2 212/0 211/0 0212 

B2 210/0 129/0 0210 

C0 210/0 112/0 0210 

C2 210/0 229/0 0210 

C2 272/0 122/0 0272 
        
به وسیله الکتروفورز  DNAارزیابی سلامت و یکدستی        

با استفاده از اسپکتروفوتومتر،  DNAسنجش : روی ژل آگارز

 RNAفقط اطلاعاتی در زمینه غلظت و درجه خلوص )ناخاصی با 

ینه  دهد، ولی اطلاعاتی در زمپروتئین( در اختیار قرار می یا

ی دستدهد. لذا، سلامتی و یکپارچگی آن ارائه نمیسلامت و یک

DNA 0 وسیله الکتروفورز روی ژل آگارزاستخراج شده، به% 

روی ژل آگارز، نشان داد، در  DNAبررسی شد. الگوی حرکتی 

ساعت  2نیم و یک درصد برای حداکثر مدت   SDSتیمارهایی که 

 DNAپارچگی، یک(2الف و 2 هایانجام شده است )شکل

یک   SDSژنومیک استخراج شده، بهتر از تیمارهایی است که

تا  01، در مدت یک شبانه روز )CTABصورت توام با درصد به

 ب( .2ساعت( به خدمت گرفته شده است )شکل 21

 

 
 ( A2و  B0 ،A0 ،B2 ،A2 ،B2الف: ) ژنومیک استخراج شده حاصل از این روش DNA: الگوی حرکتی 2شکل

 (. C2و C0 ،C2ب: ) CTAB/SDSو  روش مرسوم  

B0        A0       B2       A2       B2      A2  C0                C2                C2    

 ب
الف          
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استخراج شده پیرو کافت  DNAنیز الگوی حرکتی  2شکل        

دهد. از ساعت را نشان می 2مدت ( به0)جدول  Aبافت در بافر 

طورکه الگوی الکتروفورزی دهد. همانمی نشان را دیگر استخراج دو

درصد جهت لیز  نیم و یک SDS دهد در تیمارهایی کهنشان می

استخراج شده واضح و آشکار و  DNAبافت استفاده شده، باند 

کشیدگی و اسمیر در مقایسه با استخراج حاصل از کاربرد توام  

CTAB/SDS شود.تر مشاهده میبسیار کم 

 

 

استخراج شده حاصل  از این   DNA:  الگوی حرکتی 1شکل

استفاده  Aه کننددو تکرار متفاوت که از بافر لیز روش از

 PCRعنوان الگو جهت انجام به DNAشده است. این 

 معکوس مورد استفاده قرار گرفت.

 

پس از برش از روی ژل، ترادف نوکلئوتیدی محصول فوق         

، از هر دوطرف  actR2/actF2با استفاده از آغازگرهای اختصاصی

تعیین توالی شد. نتایج تعیین توالی نشان داد که اندازه قطعه 

، جهت تائید BLASTنوکلئوتید است. آزمون  220 مذکور دقیقاً

طورکه انجام شد. همان معکوسPCR نهایی موفقیت آزمایش 

رفت، توالی حاصل از این تحقیق، بخشی از ژن بتا اکتین انتظار می

درصد( با  011تا  70ئوتیدی بسیار بالایی )یکسانی نوکل است و

cDNA  اکتین از سایر موجودات دارد )شکل نشان داده نشده

ای هترین یکسانی، با بتا اکتین گونهاست(. مطابق انتظار، بیش

 ترادف ردیفی،هم نتیجه 2 شکل شد. مشاهده پنئوس جنس

 نوکلئوتیدی حاصل از این تحقیق، با بتا اکتین گونه

Fenneropenaeus chinensis (DQ212221) با استفاده از نرم ،

 دهد.  را نشان می Blastافزار 

معکوس، جهت سنجش  PCR :معکوس PCR نتایج بررسی       

ژنومیک استخراج شده از هر دو روش، مورد   DNAکیفیت

ژنومیک استخراج شده با روش بهینه  DNAاستفاده قرار گرفت. 

معکوس استفاده  PCRوان الگو جهت عنشده در این مقاله، که به

 DNAنشان داده شده است )تصویری از  2در شکل  ،شده

عنوان الگو جهت که به CTAB/SDSاستخراج شده حاصل از 

معکوس مورد استفاده قرار گرفت، ارائه نشده است  PCRانجام 

 DNAب بود(. پس از هضم 2ولی الگوی حرکتی آن مانند شکل 

وان عنله واکنش الحاقی، این محصول بهوسیو حلقوی شدن آن به

معکوس با استفاده از زوج آغازگر   PCR الگو جهت  انجام اولین

actR2/actF0   مورد استفاده قرار گرفت. الگوی حرکتی محصول

واکنش فوق، واجد چندین باند با اندکی اسمیر در زمینه ژل، فقط 

شاهده حاصل از روش ارائه شده توسط این مقاله، م DNAبرای 

معکوس   PCRنشان داده نشده است(. محصول دور اول شد )شکل

 PCRدر یک    actR2/actF2عنوان الگو با استفاده از آغازگرهایبه

آمیز بود و منجر به ای برای استخراج با روش اول موفقیتلانه

 (.2جفت باز گردید )شکل 221طول تقریبی ای بهتکثیر قطعه

 

 
معکوس PCR  محصول حاصله ازالگوی حرکتی  :4شکل

 ایلانه PCRمحصول  -2  نشانگر -1ای. ردیف لانه

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2     1  

151  bp     

2      1  
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 بتا اکتین گونه  cDNA ردیفی ترادف نوکلئوتیدی حاصل از این تحقیق با بخشینتیجه هم :5شکل

 Fenneropenaeus chinensis ( DQ225426)  با استفاده ازBlast  

 

 بحث
در همه موجودات مشابه و شامل  DNAاستخراج  اصول کلی       

یی هاتخریب سلول توسط بافر لیزکننده )حداقل واجد دترجنت

عنوان بافر به Tris، جهت تخریب سلول، CTABیا   SDSاز قبیل

در  (،DNAaseعنوان مهارکننده به EDTAو  DNA دارندهنگه

ده از با استفا DNA ، تخلیص Kحضور پروتئازی مانند پروتئیناز 

وسط فنل(، رسوب ت یا با استفاده از فنل کلروفروم )بدون استفاده از

، الکل و شستشوی رسوب حاصله است )رمضانی و همکاران

اطمینان بودن،  قابل (.0222 ،و همکاران نیکبخت بروجنی ؛0222

امکان پذیری و تکرار پذیری مطالعات ژنتیک مولکولی اغلب تحت 

 ،و همکارانPereira قرار می گیرد )   DNAتاثیر مرحله استخراج

، بایستی ساده، DNA(. یک روش خوب جهت استخراج 2100

با کیفیت جهت مطالعات  DNAمقدار کافی سریع و کارا بوده و به

 (. 2117 ،و همکاران Sablokمولکولی در اختیار قرار دهد )

چنین کم هزینه بودن فرایند استخراج یکی از معیارهای یک هم

 ، Hosseiniو Zareiاست ) DNAجهت استخراج  روش خوب

با کیفیت  DNAیابی به .  بنابراین محققان، جهت دست2102)

دهند، یا دو یا چند روش مختلف دلخواه، یک روش را تغییر می

رغم (. علیSalman Khan  ،2102و Ansariکنند )را ترکیب می

 استخراج شده از میگوها به DNA این که کیفیت نامناسب

و  Bouchanها  نسبت داده شده است )داری طولانی مدت آنگهن

(، گاهی اوقات محقق مجبور است، جهت انجام 0772 ،همکاران

های مطالعات مولکولی یا تکمیل آن مطالعات و یا جداسازی ژن

  DNAها، که نیازمندموثر در رشد و عناصر تنظیمی ناشناخته آن

ورت ه استفاده کند. بنابراین ضرکهن هایبافت از است، کیفیت بالا با

 کند. های ساده در این حوزه نمود پیدا میسازی روشبهینه

 DNAسازی شرایط استخراج با توجه به موارد فوق، بهینه       

 ترین بافر لیزکننده از بافت کهنه میگو، با استفاده از ساده

ا یافت هدر اکثر آزمایشگاه (، که معمولا0ًجدول  2و  0های )ردیف

گردد، انجام شد. از طرف دیگر خواص ذاتی ماهیچه بدنی میگو می

 راحتیداری در الکل بهکند که پس از نگهاین امکان را فراهم می

خشک و مستعد  کاملاً معتدل حرارت داری درریش و پیرو نگهریش

پودر شدن در هاون گردد و به این ترتیب این روش جایگزین 
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در این آزمایش، مدت زمان مناسب جهت نیتروژن مایع گردد. 

 21گراد، درجه سانتی 21خشک شدن بافت در درجه حرارت 

دقیقه( باعث سوخته  22تر از دقیقه بود و افزایش زمان )بیش

شدن بافت گردید. هرچند در این آزمایش سایر تیمارهای حرارتی 

توان شرایط را و مدت زمان آن تحت آزمون قرار نگرفت، ولی می

کاهش درجه  دلخواه جهت پودر شدن بافت بهینه نمود )مثلاً به

گرم میلی 11 صورت تقریبیحرارت و افزایش مدت زمان تیمار(. به

استفاده شد. تیمار بافت در بافر لیز  DNAبافت جهت استخراج 

باعث تخریب  در یک شبانه روز کاملاً SDSو  CTABکننده واجد 

توان انتظار د. بنابراین، میآن گردی DNAشدن محتوی بافت و رها

 C2و  C0 ،C2های ، از نمونهDNAترین غلظت داشت که بیش

های نمونه در DNA رفت که غلظتمی انتظار چنینهم شود. حاصل

A0  وB0 تر از کمC0 ،C2  وC2 جز باشد، اما نتایج نشان داد به

مشابه  حاصل از تیمارهای فوق، تقریباً DNA، مقدار A2نمونه 

توان چنین استنباط کرد که در همه (. لذا می2)جدول  بود

آن رها  DNAلیز شده و تمام محتوی  تیمارهای فوق، بافت کاملاً

توان چنین استدلال کرد و رسوب داده شده است. بنابراین، می

ساعت،  2درصد در مدت حداقل  نیم SDSکه بافر لیزکننده حاوی 

 شو لازم به افزایکند ژنومیک کفایت می DNAجهت استخراج 

یرو ، پکننده دیگر نیست. احتمالاًزمان و استفاده از بافرهای لیز

پودر شدن در هاون چینی، بافت میگو به قطعات بسیار ریز و یا 

های تک تبدیل و مستعد تخریب پیرو تیمار کوتاه مدت سلول

  ،A2و  A2جزها بهدر همه نمونه A221به A211نسبت شده است.

بود و این حاکی از وجود پروتئین است. این نتیجه  9/0تر از پائین

دور از انتظار نیست، زیرا جهت تخلیص، فنل مورد استفاده قرار 

عاری  DNAکه نگرفت و فقط از کلروفرم استفاده شد، درصورتی

 آید. دست میاز پروتئین، پیرو استفاده از فنل به

استفاده از ژنومیک استخراج شده با  DNAالگوی حرکتی        

استخراج شده  DNAالکتروفورز روی ژل آگارز، نشان داد که 

مورد انتظار است، زیرا در این  RNAنیز است. وجود  RNAحاوی 

 چنین الگوی حرکتیاستفاده نشد. هم RNAaseآزمایش از آنزیم 

DNA  های در نمونهC0 ،C2  وC2 دارای کشیدگی و اسمیر بود ،

 ب(، درصورتی2مذکور است )شکل که ناشی از تخریب مولکول 

الف و 2هایسازی شده در این تحقیق )شکلهای بهینهکه نمونه

اثیر دلیل این که تفاقد شکستگی و اسمیر بودند. به (، تقریبا2ً

SDS مولکول تخریب بر DNA است رسیده اثباتبه (Brown، 

توان چنین استدلال کرد که پس از تخریب بافت و ، می2101)

در محلول لیزکننده، پیرو تیمار طولانی  DNAن محتوای رها شد

قرار  SDSتر در معرض های فوق بیشمرحله لیز سلولی، مولکول

 اند.گرفته و لذا تخریب شده

های مولکولی از قبیل تکثیر موفقیت بعضی از آزمایش       

کیفیت  وابسته به معکوس، شدیداً PCRو  AFLPقطعات بلند،

DNA ( الگو استSambrook وRussell ، 2110 ؛McPherson و   

Muller، 2111؛ Ochman که،  (. نظر به این0722 ،و همکاران

تر از سایر الگو، بیش DNAمعکوس به کیفیت  PCRوابستگی 

های مولکولی است، از این واکنش جهت ارزیابی کیفیت واکنش

DNA  استفاده شد. تکثیر و تعیین توالی بخشی از ژن بتا اکتین

 DNA معکوس، حاکی از کیفیت قابل قبول PCRبا استفاده از 

استخراج شده  DNAچنین، ژنومیک استخراج شده بوده است. هم

، ایحاصل از این روش، با موفقیت جهت تکثیر نشانگر هسته

Internal Transcribed Spacer I   مورد استفاده قرار گرفت )شکل

 نشان داده نشده است(.

نتایج حاصل از این تحقیق، نشان داد که روش مجموع  در       

گراد و درجه سانتی 21خشک کردن بافت میگو در درجه حرارت 

تواند جایگزین بسیار سپس پودر کردن آن در هاون چینی می

ست دمناسبی برای نیتروژن مایع گردد. با توجه به تحلیل نتایج به

این روش، دست آمده از ژنومیک به DNAآمده از کمیت و کیفیت 

ه واکنش وسیلای از ژن بتا اکتین بهو تکثیر و تعیین توالی قطعه

PCR ،معکوس DNA توان می حاصل از این روش را احتمالاً الگوی

، تکثیر انواع AFLP  ،RFLPهای مولکولی از قبیلدر سایر آزمایش

ن، چنیقطعات بلند و لکه گذاری سادرن مورد استفاده قرار داد. هم

ژنومیک برای سایر میگوها و  DNAهت جداسازی این روش ج
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