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 چکیده

 .شودیمی آن انجام هاژنتوالی و شناسایی عملکرد  تعیین باهدفژنومی  DNA هایی برای جدا کردنهای معتبر دنیا آزمایشیشگاهآزما تریشدر ب

ین گام در بسیاری از تحقیقات بیولوژیکی و ژنتیکی توالی یابی ترمهمیت مناسب، اولین و و کمیفیت باکژنومی خالص، پایدار و  DNA استخراج

رآمد جدید و کا یهاو روش هایکپیشرفت در هر رشته علمی به در دسترس بودن تکن ژنومی، تعیین ژنوتیپ افراد و شناسایی موتاسیون ها است.

ی مولکولی از قبیل تعیین توالی نقش هاروش  ارتقا پیدا کرده است. سلولی و مولکولی یهاروش گذشته یهادر آن رشته بستگی دارد. در سال

. ن استیاآبزمطالعه روابط فیلوژنیک  باهدفی سلولی و مولکولی تعیین توالی نشانگرها هاروشمهمی در مطالعه ژنتیکی آبزیان دارند. یکی از این 

تعیین کارایی این روش و اطمینان از کیفیت  باهدفی کهنه میگو هست. هابافتاز  DNAی استخراج هاروشهدف از این مطالعه بهینه سازی 

DNA ژن  ازتوالی بخشی استخراج شدهND2 که  نتایج نشان دادتکثیر شد.  سبز با استفاده از پرایمرهای اختصاصی ببری میگوDNA از حاصل 

نظر  به مزایای این روش است. ینترمهماز  kنیتروژن مایع و پروتئیناز  عدم استفاده از را داراست. PCR واکنش جهت لازم وش کیفیتر این
 کند.یمحذف  احتمالاًرا  PCRتر بافت، عوامل ممانعت کننده یعسردر این روش، ضمن تخریب استفاده از تکنیک جوشاندن رسد یم

 

 ، میگو، بافت کهنه، میگوDNA استخراجکلمات کلیدي: 

 
 مقدمه:-1

 گذشتهی هاسالی جدید و کارآمد در آن رشته بستگی دارد. در هاروشها و یکتکنپیشرفت در هر رشته علمی به در دسترس بودن 

ژنومی  DNA هایی برای جدا کردنهای معتبر دنیا آزمایشیشگاهآزمایشتر در بی سلولی و مولکولی ارتقا پیدا کرده است، هاروش

ی مولکولی مانند تعیین توالی نقش مهمی در هاوش. ر(Pietro et al., 2011) شودیمجهت پیدا کردن توالی و عملکرد آن انجام 

 .است شده تررنگ مولکولی پر نشانگرهای با ظهور انواع پرورش میگوها در بیوتکنولوژی و مطالعه ژنتیکی آبزیان دارند. نقش ژنتیک

 ,Vaseeharan et al., 2013) ن آبزیا تکاملی و یلوژنیکفرابطه  و تعیین ژنتیکی ها از همدیگر، تنوعیتجمعو  هاگونه تفکیک لازمه

Kumar & Chachan, 2010)اصلاحی ژنتیکی، استخراج  یهابرنامه و ذخایر مدیریت و حفاظت مانند یترمهم  ، کاربردهایDNA  

یارهای یک استخراج خوب کم هزینه، ساده، کوتاه و کارا بودن مع. از (Castello-Jarez et al., 2015)ژنومی و تعیین توالی آن است 

یفیت مناسب جهت مطالعات مولکولی را در اختیار قرار دهد )طحان زاده و باککافی و  DNAفرایند استخراج هستند و همچنین 

( با تغییر  و به شرح زیر انجام 1987)  Doyleده توسطارائه ش  CTABروش  بر اساساستخراج در این مطالعه (. 1394همکاران.، 

ژن  ازتوالی بخشیاز بافت کهنه میگو ارائه شده  و از تکثیر   DNAجهت استخراج  CTABگرفت. لذا در این مقاله روش تغییریافته 

ND2 یش استفاده شد.آزمایک نشانگر میتوکندریایی جهت ارزیابی کارایی  عنوانبه سبز ببری میگو 

 



 

 مواد و روش: -2
میگوی تازه و بافت بدن میگوی که  یی که برای استخراج مورد استفاده قرار گرفتند شامل بافتهانمونه :هامحلول، بافرها و هانمونه

 ،مولار NACL 5، %70 اتانل ،ایزوپروپانول محلول کلروفرم،% )ساخت ایران( نگهداری شده بودند. 96بیش از دو سال در الکل 

70%SDS 2 و%CTAB برای استخراج مورد استفاده قرار گرفتند 
 .است Tris, EDTA, CTAB SDS, NACL کننده شامل یز: بافر لDNAاستخراج 

این روش  انجام گرفت. یرو به شرح ز ییربا تغ Doyle (1987)ارائه شده توسط  CTABمطالعه استخراج بر اساس روش  یندر ا

 است. CTABترکیبی از تکنیک جوشاندن و 

 یدر دما یقهدق 30تا  20. بعد به مدت گردید ریشیشجدا و ر یگوم یو اسکالپل چند گرم از بافت بدن یچیشروع با استفاده از ق برای

اضافه  دو یالگرم از آن در و یلیم 70پودر و حدود  یخوببه ینی. بافت خشک شده درون هاون چداده شددرجه در انکوباتور قرار  37

 .شد

 یجادا یالدرب و یبر رو یابا سوزن ته گرد روزنه شد وشده اضافه  یلاستر یقیآب تزر یکرولیترم 1000-900 لیاو ینا به سپس

را از آبجوش خارج کرده و  یال. وجوشانده شد یقهدق 15( به مدت یو درون آبجوش )بن مار گذاشته یونولیت یرا رو یالو ین. اگردید

 rpm 300 سرعتدرجه با  58 یدر دما یقهدق 30 به مدت و دهبه آن اضافه کر SDS یکرولیترم 70و  CTAB یکرولیترم 630حدود 

 یوژفیدر سانتر 12000با دور  یقهدق 10کلروفرم به آن اضافه کرده و حدود  یکرولیترم 300. بعد از آن داده شدقرار  یکسردر ترموم

به آن  یزانم ینآن به همشد. بعد از  ریخته یالدر و ،است یکرولیترم 700تا  800و شفاف که  ییرو ی. سپس مادهداده شدقرار 

در  یقهدق 20خارج کرده و  یزررا از فر یالو یقهدق 40. بعد از گرفتقرار  یزردر فر یقهدق 40و به مدت  هاضافه کرد یزوپروپانولا

با اتانول  یقهدق 5رنگ را به مدت  یدو رسوب سف یختهرا دور ر یالمحلول داخل و ییحال ماده رو ،گذاشته یقهدق 12با دور  یفیوژسانتر

 شد.آب اضافه  یترل یکروم 60تا  50بعد از خارج کردن الکل به آن  یتکرده و در نها یفیوژسانتر rpm 8000با سرعت  70%

 :استخراج شده DNAسنجش 

ژل  یروو الکتروفورز ( Biothec photometerدستگاه اسپکتوفتومتر مدل ) از استخراج شده DNA یتو کم یفیتمنظور سنجش کبه

 با نانومتر 280نانومتر به  260نانومتر و نسبت طول موج  260در طول موج  DNAغلظت و درجه خلوص  ید.% استفاده گرد1آگارز 

 .زده شد یندستگاه اسپکتوفتومتر تخم

یست جهت کالا زکت امپیلکون، خریداری شده از شر Mastermix شد.استخراج شده استفاده  DNA یفیتک یینتع یبرا PCR از

 مورد استفاده قرار گرفت. PCRانجام واکنش 

 ND2Rو  ND2F (GAT AAG CTA AGY AAG CTC GTG G)ش پژوه در این شده استفاده اختصاصی آغازگرهای

 (CGT CAG ACT GCA ATT CTG AAG AT) شدند سنتز آلمان ( متابیون شرکت توسطکه  هستند. 

گراد و درجه سانتی 59-61گرادیانت دمایی  ND2F/ND2Rی انجام شد. برای زوج آغازگرهای سازی بر اساس گرادیانت دمایبهینه

از  حاصله ژنومی استخراج شده و محصول DNA یحرکت الگوی گراد اعمال شد.درجه سانتی 56-58پرایمرهای گرادیانت دمایی 

PCR،DNA نشان داده شده است 1در شکل  استخراج شده از این روش 

  

 و بحث:نتايج -3

ی که تکرارپذیری، امکان پذیری و قابل اطمینان بودن تحقیقات ژنتیک طوربهپایه ژنتیک مولکولی است  DNAمرحله استخراج 

 .et al., 2011) (Pereiraداردمولکولی به مرحله استخراج بستگی 

یفیت مناسب باککافی و  DNAد و همچنین بودن فرایند استخراج هستن یارهای یک استخراج خوب کم هزینه، ساده، کوتاه و کارامعاز 

درجه و پودر  37در مجموع در این روش از خشک کردن بافت میگو در درجه حرارت  جهت مطالعات مولکولی را در اختیار قرار دهد.

 ی نیتروژن مایع استفاده شد.جابهکردن ان در هاون چینی 

ارائه شده  1که در جدول  آمدکه با دستگاه اسپکتوفتومتر به دست استخراج شده با این روش   DNA نتیجه تخمین کمیت و کیفیت

زیاد  نسبتاً هانمونه ODها، تفاوت در یشآزماعلی رغم یکسان بودن شرایط در انجام  1ی ارائه شده در جدول هادادهاست. با توجه به 

 مربوط به خطاهای شخصی و آزمایشگاهی هست. احتمالاًکه  است



 

در  RNAaseوجود دارد چون از  DNA ،RNAژل اگاروز نشان داد که در نمونه استخراج شده علاوه بر  یرو DNA یحرکت الگوی

یک حاصله از کیفیت بالایی برخوردار نیست اما با این وجود جهت انجام ژنوم DNAبه اینکه  با توجه روش استفاده نشده است. ینا

یفیت بهتر جواب باکاستخراج شده  DNAبا  PCRانجام شد واکنش  قبلاً هایی کهیشآزمامناسب است، در صورتی که با  pcrواکنش 

 آنتوان از یممناسب است و  pcrجهت  DNAبررسی شد و مشخص شد این  pcrالگوی حاصل از این روش با  DNAکیفیت نداد.

 (.2شکل ) های مولکولی استفاده کردیشآزمابرای سایر 

همچنین این روش برای سایر کاهش یافته که یکی از مزایای مهم این روش است.  مدت زمان استخراج به سه ساعتدر این روش 

وجود  bp1700، امکان تکثیر قطعات تا شودینم. در این روش از آنزیم استفاده تواند مورد استفاده قرار گیردیمسخت پوستان نیز 

 به سی دقیقه کاهش یافته است.و مدت زمان تیمار  شودیمنمونه جوشانده  ،، یک مرحله قبل از تیماردارد

 

 استخراج شده در این روش DNA: کمیت و کیفیت 1 جدول
A260 A260/A280  غلظتngr/µ 

1.167 2.200 1167 
1.400 1.802 1400 
1.554 1.900 1554 
1.600 1.852 1600 
1.161 2.087 1161 
1.592 1.638 1592 

 

 

 
 

 (Bآن ) PCRاز  حاصله محصول ( وAروش )این  استخراج شده از DNA یحرکت یالگو :1شکل 

 

 

 
 

 ی استخراج شده در این روشها DNA PCRحاصل از  یهامحصول یحرکت یالگو :2شکل 

 منابع: -4
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