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در  Anemonia sp.Anemشقايق دريايي گونه از  CTABبا استفاده از روش  DNAجداسازي 

 فارسجيخل

  

 هكيدچ

ساكن  آن يهاگونهكه اكثر  گروهي از آبزيان دريايي هستند) Actiniaria(استه ر از يدرياي هاييقشقا
استخراج  هدف از اين مطالعهانجام شد.  1392اين مطالعه در آبان ماه  مناطق گرمسيري هستند. يهاصخره

DNA جهت انجام مطالعات مولكولي از شقايق دريايي گونه Anemonia sp. PG  و  فارسيجخلاز
با استفاده از  DNA جداسازي تحقيق. در اين بود هايقشقا در DNAمشكلات ناشي از استخراج بررسي 

كه با تغييراتي در پروتكل استخراج  انجام شد Anemonia sp. PGاز شقايق دريايي گونه  CTABروش 
و عاري از  يفيتباكخالص و  DNAمقادير زيادي از  يتاًنهااستاندارد و بهينه كردن آن همراه بوده است و 

 هاييلوتحليهتجزدر انواع مختلف  توانديمكه  )،ي ساكاريدموكوپل(د پلي ساكاري مانند ،هرگونه آلودگي
يين الكتروفورز ژل آگارز، اسپكتوفتومتر و تع نتايج حاصل از.  دقرار بگيرد، به دست آم مورداستفادهمولكولي 

 .Anemonia spاستخراجي از شقايق دريايي  DNAكيفيت مطلوب  دهندهنشانتوالي بخشي از ژنوم، 

PG .و همچنين  ژنوم همزيست شقايق استخراج، اجتناب از مزيت اين روش ساده بودن، ارزان بودن بود
 يمياييشيوب يهاروشبسياري از  هايآلودگبه علت اين  كه باشدمي موكوپلي ساكاريدي هاييآلودگحذف 

  نيست. رمؤثمرجانيان  در برخي موجودات دريايي مانند اعضاي شاخهاستاندارد براي جداسازي اسيد نوكلئيك 
 

 .CTAB، فارسيجخل،  DNA ،Anemonia sp. PG استخراج كليدي: واژگان

 
 

  همقدم
 هاييلتحل اجراي در نياز ينترمهم DNA). استخراج Nicholl, 1996است ( DNA يسازخالص و جداسازي ژنتيك مهندسي در قدم اولين

ناشي از استخراج  هاييتموفق. )Nasiri et al., 2005( است ژنوم از اييژهوبخش  عملكرد و يتوالبه بردن پي و جهش تشخيص مانند ژنتيكي،
با عواملي مانند عدم آلودگي ناشي از  DNAكيفيت  معمولاًوابسته است.  شدهاستخراج DNAبه خلوص عالي و غلظت بالاي  DNAمناسب 
RNA) پروتئين، ليپيد و ساير ساختارهايي كه براي آنزيم تك پليمراز ،Tag polymerase) در واكنش زنجيرهاي پليمراز (PCR يهايمآنز) و 

  .)D"Angelo et al., 2007( شونديمسنجيده  ،كنديمت ايجاد برشي مزاحم
 كننديمندگي ز ،و در محيط زيستي كه سرشار از موجودات زنده متنوع و مهمي هست باشنديمبا اسكلت پوليپي ساده  جانورانيدريايي  هاييقشقا

)Shick, 1991(. به وجودو جزاير مرجاني  هاصخره، هاسنگب آ. از اجتماع اين جانوران كننديمكلني زندگي  صورتبهدريايي  هاييقشقا 
شقايق دريايي  ).1391(برنا،  باشديماست كه محيط مناسبي براي رشد و تكثير مرجان  ياگونهبهو عمق مناسب آن  فارسيجخل. آب گرم آيديم

ه به ديسك ستوني شكل است ك يداراي بدن و، شوديمچسب متصل  ديسك پايه با يلهوسبهاست كه به سطح زيرين خود  پايهيبيك پوليپ 
 4حدود  از نيز هاآناندازه  ومتفاوت است  عددها  100از چند عدد تا  هاآنكه تعداد  هستندتانتاكول در بافت دهاني داراي . شوديمهاني ختم د
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 صورتبهكه  وجود دارندپلاژيك  چندگونه البته .باشديم متريسانت 3تا  8/1بين  هاآناما قطر بيشتر  ،باشديممتر متفاوت  2تا نزديك  متريليم
 Frazao et( شناور در آب باشند صورتبه تواننديمآن  يلهوسبههستند كه  خود داراي يك اتاق گاز در داخل ديسك پدالي هاآن .متصل نيستند

al., 2012( .براي جداسازي  يافتهتوسعه هاييكتكنبسياري از  باوجودDNA  الگو و استفاده از آن برايPCR )Saiki et al., 1998( 
  .)Pinto et al., 2000همزيست مشكل است ( عنوانبه Zooxanthelleaشقايق دريايي به دليل حضور از  DNAاستخراج 

 جداسازي تحقيقبود. در اين  Anemonia sp. PG، در شقايق دريايي گونه  DNAهدف از اين مطالعه بررسي مشكلات ناشي از استخراج 
DNA  با استفاده از روشCTAB  از شقايق دريايي گونه ،Anemonia sp. PG  انجام شد كه با تغييراتي در پروتكل استخراج استاندارد و

انجام  CTABدريايي را بر مبناي روش  بافت پايه شقايق از DNAاستخراج  2000و همكاران در سال  Pinto. بهينه كردن آن همراه بوده است
  .دادينمجواب  فارسيجخلكه اين روش در مطالعه بر روي شقايق  اندداده

Allen  درروشبا تغييراتي  2006و همكاران در سال CTAB  موفق به جداسازي سريعDNA ساعت در بافت گياهي  6 - 5كمتر از  يدرزمان
و  Cnidariaرا كه از شاخه  vectensis Nematostella، از DNAروشي را براي جداسازي  2013و همكاران در سال  Stefanik شدند.
در اين  دهشاستفادهاما روش  ،باشديم يترارزاننسبت به استفاده از كيت روش  ينكهباا .انددادهخود شرح  يافتهدررا  باشديم Actiniariaراسته 

  .باشديم ترصرفهبهمطالعه بسيار 
  

  اهو روشمواد 
 از جنوب جزيره لارك واقع در استان هرمزگان 1392با غواصي و در آبان  Anemone sp PGاز گونه شقايق دريايي  يبردارنمونهعمليات 

و سپس به آزمايشگاه  يدارنگه درصد 96درون الكل  شدهيآورجمع يهاانجام شد. نمونه) E " 0 ́ 21 ̊ 56 N, " 0 ́ 51 ̊ 26( شهرستان قشم) (
  بيوتكنولوژي دانشگاه علوم و فنون دريايي خرمشهر منتقل شدند.

و  Chenتوسط  شدهدادهدر پروتكل شرح  سازيينهبهاستفاده شد كه با اندكي تغيير و  CTABاز روش  DNA يجداسازاين مطالعه براي در 
براي دريايي شقايق  ديسك پايياز . در اين مطالعه انجام شد Anemone sp PGاز شقايق دريايي گونه  DNA يجداساز) 1995همكاران (
 يستشزهمجلبك  با ،شقايق DNAو براي كاهش آلودگي  جدا شد گرميليم 100-50حدود  ياقطعهابتدا  .گرديداستفاده  DNAاستخراج 

)Zooxanthelea( شدندبرداشت الكل اضافي انكوبه  منظوربهساعت  2و قبل از استخراج به مدت  هچند بار با الكل شستشو داد موردنظر قطعه .
ميلي مولار ،  Tris‐Base PH: 7.5100درصد،  CTAB  )CTAB 1از بافر  يترل يكروم 630نيتروژن مايع پودر و سپس  يلهوسبهقطعات 
NaCl 700  ،ميلي مولارEDTA 50  ،از يترل يكروم 70و  ميلي مولار)   140مركاپتواتانول -2ميلي مولارSDS  10 از پيش گرم  درصد

درجه  55ساعت در دماي  18الي  12و به مدت گرديد به آن افزوده  Kپروتئيناز  يترل يكروم 15) و همچنين گراديسانتدرجه  65 شده با دماي (
دقيقه  15مركاپتواتانول به آن اضافه كرده و به مدت -ميكرو ليتر بتا 3مولار و  NaCl 5ميكرو ليتر از  240و سپس گرمخانه گذاري  گراديسانت

 دقيقه 10-15اضافه و به مدت  به آن كلروفرم يترل يكروم 250 ،پس از ليز شدن كامل نمونه .شد خانه گذاريگرم گراديسانتدرجه  37در دماي 
 Centurion( سانتريفيوژدقيقه  15به مدت دور در دقيقه  12000و  C 4° دماي در دقيقه 15به مدت  و سپستكان داده  دستي صورتبه

Scientific Ltd (.700فاز رويي را به يك ميكروتيوب انتقال داده و  .ديگر تكرار شد باريكاين مرحله براي از بين بردن آلودگي پروتئيني  شدند 
 گراديسانتدرجه  4در دماي  ودور در دقيقه  12000دقيقه در  15سپس به مدت  و) به آن اضافه گراديسانتدرجه  -20ايزوپروپانول سرد ( يترل يكروم

تا پلت با  صبر كرده يتاً نها پلت (رسوب) را شستشو داده و درصد 70اتانول  يترل يكروم 500و با فاز رويي را دور ريخته سپس . ندشدسانتريفيوژ 
 .)Chen, et al., 1995( ساعت طول كشيد 2به مدت  معمولاًيند آجريان هوا خشك گردد. اين فر
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تا  دادهقرار  در دماي محيط شبيكو به مدت  كردهحل  يردو بار تقطآب  يترل يكروم 100تا  50است در  DNAرا كه حاوي  شدهخشكپلت 
با آب مقطر رقيق و از محصول  10به  1به نسبت استخراجي  DNAناشي از پلي ساكاريد  هاييآلودگبراي جلوگيري از  حل گردد. يخوببه
  .گرديداستفاده  PCR يندآفر براي الگو DNA عنوانبه شدهيقرق

 10x PCR Buffer، 5/0 يترل يكروم 5/2 آب، يترل يكروم 7/17حاوي ميكروليتر  25در حجم نهايي  الگو DNA يكروگرمم PCR 1براي 
  يترل يكروم 1 ،)يترل يكرومپيكومول بر  Primer F )10ر يتل يكروم 1 ،ميلي مول MgCl2 50 يترل يكروم 1 ،ميلي مول dNTP  10يترل يكروم

Primer R )10  يترل يكرومپيكومول بر(  يترل يكروم 3/0و Tag DNA Polymerase در دستگاه ترمال سايكلر )BIO-RADقرار داده شد ( 
  :باشديمكه پروفايل حرارتي آن به شرح زير 

دقيقه  1، گراديسانتدرجه  45ثانيه در  45، گراديسانتدرجه  94ثانيه در  30سيكل ( 35و  گراديسانتدرجه  94دقيقه در دماي  5به مدت سيكل  1
  .گراديسانتدرجه  72دقيقه در  7سيكل هم به مدت  1) و گراديسانتدرجه  72در 

 Herolabژل ( مستندسازدستگاه  يلهوسبهسپس نتيجه  .شد يزيآمرنگ Safe stainو با استفاده از  درصد 1آگارز را در ژل  PCRمحصول 

uvT-20 M/W(  محصولات و مشاهدهPCR ستگاه توالي ياب در دDNA .خودكار توالي يابي گرديد  
  

  جنتاي
مزاحمت  PCRكه براي  هايييآلودگ انجام شد كه عاري از Anemonia sp. PG، از شقايق دريايي گونه يفيتباكخالص و  DNAاستخراج 
 يترل يكروم 2نيز با استفاده از  DNAبود. كيفيت  8/1آن  A260/A280شد و  يريگاندازه Eppendorf سنجيفطدر  DNAكميت  كند، بود.
از تخريب نداشته  ييهانشانكه نمونه هيچ  شدمشاهده  1شد، مشخص گرديد و با توجه به شكل  يزيآمرنگد درص 1ونه كه در ژل آگارز از هر نم

  است.
  

  
  .درصد 1بر روي ژل آگارز  CTABبه روش  Anemonia sp. PGشقايق  شدهاستخراج DNAارزيابي  :1شكل 

  
  استفاده شد. PCRدر اين تحقيق از پرايمرهاي زير براي 

  F MTR:5´GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGپرايمر 
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  R MTR: 5´-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCAپرايمر 
دستگاه  يلهوسبهو سپس نتيجه مشخص رصد د 1در ژل آگارز  PCRمحصول از  Safe stainبا استفاده از  يزيآمرنگبا توجه به  PCRكيفيت 

  .است PCRبودن  آميزيتموفق دهندهنشان 2كه شكل  ) مشاهده گرديدHerolab uvT-20 M/Wژل ( مستندساز
  

  
  .رصدد 1بر روي ژل آگارز  Anemonia sp. PGشقايق  PCRارزيابي محصول  :2شكل 

  
 Automated sequencing 3700 ABI machineتعيين توالي ژنوم توسط شركت تكاپوزيست به روش توالي يابي خودكار و توسط دستگاه 

 DNAكيفيت  دهندهنشانباشد كه يمهاي تيز (شارپ) و فاقد نويز يكپكه دياگرام حاصل از توالي داراي  ارائه گرديد 3شكل  درانجام و 
  .باشديماستخراجي 
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  .فارسيجخل Anemonia sp. PGدر گونه  COIنتايج حاصل از توالي يابي بخشي از ژن  :3شكل 

 
 ثبت گرديد BAO79525.1 و AB933643.1 يهاشمارهجديد به ترتيب با  يهايتوال صورتبهتوالي نوكلئوتيدي و پروتئين حاصل از آن 

  .قرار گرفت Anemoniaتحت جنس  Anemonia sp. PG بانام گونهنيا. )4(شكل 
  

 

 
  .NCBIدر بانك داده  COIبخشي از ژن و پروتئين  شدهثبت هاييتوال :4شكل 
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  يگيريجهو نتبحث 
 ).Fautin and Smith, 1997; MC commas, 1991( كننديممشخص  چند صفت مورفولوژيكي بادر شقايق دريايي تنها  را سيستماتيك

در  .)Janies et al., 2011( كنديممولكولي در اين زمينه كمك  يهادادهو  باشندينمبراي شناسايي كافي  ييتنهابهمورفولوژيكي  يهاداده
 Perseke et( شوند كاربردهبهدر توسعه روابط مورفولوژيكي  تواننديمايي هسته يهاژناست ژن ميتوكندري يا  شدهدادهمطالعات اخير نشان 

al., 2008 and 2010( . از  و شوديم هاگونهو  هاجنسروشن شدن روابط فيلوژنتيك ميان  و باعث بهبودمولكولي  هاييژگيواستفاده از
 ;Finnerty and Matindale, 1997( شوديم دريايي استفاده هاييقشقاتكاملي در  يهاپرسشبراي پاسخ به  DNAمولكولي  ينشانگرها

Pont-kingdom et al., 1994(.  يق و ابزار دق يمتقگراندر اين مقاله يك روش ساده و سريع است كه نياز به مواد شيميايي  شدهارائهروش
با مقايسه  در اين مطالعه )Elias et al., 2004; Doyle and Doyle, 1990( ،بودن آن به اثبات رسيده است مؤثرندارد و در طول تاريخ نيز 

 مالاًاحتكه  بالا كه بتوان از آن در مطالعات مولكولي بهره جست، شديم يفيتباك DNA يابيدستموفق به  ،و همچنين تغييراتي در پروتكل اصلي
 از اين روش بتوان در ساير مرجانيان (داراي موكوس) نيز استفاده كرد.

براي  ييهاگاماستخراج را انجام و  شدهينهبه CTABناموفق بود و با روش  هاروشاز شقايق دريايي با ساير  DNAاستخراج  تحقيقدر اين 
به علت وجود مقادير زياد پلي  سازييقرقمركاپتواتانول و همچنين -بتا و Kيناز خيساندن بافت، بهينه كردن ميزان پروتئ ازجمله ،دقت بيشتر
  .انجام داده شد هايقشقاساكاريد در 

مثل نوع بافت، خيساندن، هضم  ،است يرگذارتأث DNAكه بعضي از جزئيات در موفقيت پروتكل استخراج  دادمطالعه نشان  اين نتايج حاصل از
  .باشنديمبالا ضروري  يفيتباك DNAبراي به دست آوردن  تماماً شوديماستفاده  Kكه براي پروتئيناز  يزمانمدتبافت و 

) و حشرات Seutin et al., 1991) پرندگان (Rogstad, 1992در گياهان ( .گذارديماثر  DNA وتحليليهتجزبودن  آميزيتموفقنوع بافت در 
)Altschmied et al., 1997.(   

 ;Fautin and Smith 1997است ( شدهاستفاده DNA Zooxantheleaدر مطالعات محققين ديگر از بافت پدالي براي اجتناب از تكثير 

Pinto et al., 2000 اما در اين مطالعه وقتي از ،(DNA  استخراجي بافت پدالي استفاده شدPCR  كه شايد به اين دليل بود كه دادينمجواب 
بسيار  استخراجي DNAميتوكندري در  DNAميزان  يجهدرنت بوده است، كم يزنميزان ميتوكندري آن  احتمالاً باشديمساكن بافت پدالي  چون

به  .دادينمجواب مورد انتظار را  ،شدهاستفادهسيتوكروم  Universalاز پرايمر  در اين مطالعه و به دليل اينكه است بوده ژنومي DNAكمتر از 
، شقايق دريايي گونه DNAبراي كاهش آلودگي و  استفاده شد DNAاز بافت دهاني شقايق براي استخراج  تحقيقهمين دليل در اين 

Anemonia sp. PG  همزيستش  يهاجلبكبا)Zooxanthelea ه شدچند بار با الكل شستشو داد موردنظر) بافت.  
و هرچند  آيديم حساببه DNAعامل مهم براي موفقيت در استخراج نيز يك  Kو درجه حرارت مناسب جهت انكوباسيون با پروتئيناز  زمانمدت
 ,.McMillan et al., 1991; Lopez et al( انددادهپيشنهاد  Kرا براي پروتئيناز  گراديسانتدرجه  65 – 55دماي بين  در اكثر مطالعات كه

1999; Romano and palumbi, 1997; Lopeze and Knowlton, 1997(  نانوگرم  1استفاده از غلظت نهايي  2000در سال و پينتاما
ها اعلام داشتند كه اين مقدار و درجه حرارت در ساعت را پيشنهاد دادند و آن 72-48-24براي  گراديسانتدرجه  37در  Kاز پروتئيناز  تريليلي/ م

  .)Pinto, et al., 2000( ها استفاده از درجه حرارت بالا براي انكوباسيون ناكارآمد بودكافي است و در مطالعه آن موردنظربراي ليز كامل بافت 

 را در انجام مراحل بعدي آلودگي با پلي ساكاريد است كه دست و پاي محقق Cnidaria شاخه از DNAيك نكته بسيار مهم در استخراج 
 ،كنديماسيد نوكلئيك مشكلات متعددي را ايجاد  يجداساز. آلودگي با پلي ساكاريد ها در هنگام بندديم ) در مطالعه مولكوليPCR ازجمله(
گسترش در  باوجود .شوديممقاوم  محدودكننده هاييمآنزنسبت به برش با  DNAيك استخراج آلوده با پلي ساكاريد،  يجهدرنت مثالعنوانبه
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و  ودشيمبه علت وجود مشكلات ناشي از پلي ساكاريدها كمتر از مطالعات مولكولي استفاده  وجوداتاز م مطالعات مولكولي اما در اين شاخه
  ).Maniatis et al., 1982( متكي است فراساختاري يهاروشو  يشناسبافتتحقيقات بر روش سنتي مانند آناتومي، 

ز موجودات برخي ا در حالينباااسيد نوكلئيك براي مطالعه موجودات در سطح مولكولي اهميت بسيار زيادي دارد.  يسازخالصتوانايي استخراج و 
ي بيوشيمياي يهاروش، بسياري از باشديمو عروس دريايي  هامرجان، شقايق دريايي، هيدرهاعضاي شاخه مرجانيان كه شامل دريايي مانند ا

نيست دليل آن نيز وجود موكوس  مؤثرو اسيد نوكلئيك هستند،  هاينپروتئمانند  ييهاولمولكاستاندارد كه براي جداسازي 
(Muccopolysaccharides) يهذتغ(از آن در  شوديمموكوس به فراواني توليد و ترشح  هاگونهينازا. در بسياري در بافت اين موجودات است ،

 خالصثابت و درصد از كربن  40تا  موكوس هاگونهدر برخي از  .)Krupp, 1984( )دكننيمتميز كردن و محافظت در برابر خشك شدن استفاده 
 PCRاست  نمك ممكنو  Muccopolysaccharidesآلودگي با  DNAراج خدر است )Crossland et al., 1980( روديمروزانه به شمار 

  .)Layton, 2012با آب مقطر رقيق كرد ( 10به  1استخراجي را به نسبت  DNA توانيمرا مهار كند و براي حل اين مشكل 
با تحقيق در مورد مشكلات موجود در استخراج از شقايق دريايي و چگونگي رفع آن و انجام يك سري تغييرات كوچك كه نتايج  يتدرنها
و عاري از آلودگي كه بتوان از آن در انجام  يفيتباكي  DNAجانداران به همراه داشت،  باكيفيت از اين DNAرا در به دست آوردن  يتوجهقابل

  بتوان از اين روش براي استخراج در ساير اعضاي اين شاخه بهره جست. احتمالاًمطالعات مولكولي بهره جست، به دست آوريم كه 
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