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ساكاريدي و فنولي جهت ي حاوي ميزان بالاي تركيبات پليماكرو جلبكهاي از گونه DNA استخراج

  مطالعات ژنتيكي
 

  چكيده
تباه اش نحوه ،هاي ثانويهاز متابوليترنج وسيعي بودن  دارابه علت  هاماكرو جلبكخالص و كافي از  DNAاستخراج 

خالص جهت مطالعات  DNAاستخراج  ازآنجاكه. استمشكل ، معمولاً هاآن يك يمرفولوژخصوصيات برداري و نمونه
و كميت  يفيتباكژنومي  DNA استخراج آسان و ارزان باهدفعه طالمن اي برخوردار است اياهميت ويژه مولكولي از

 CTABو  CTAB ،كلروفرم-فنول هايتوسط روش DNAاستخراج انجام شد.  يماكرو جلبكهاي نمونهاز بالا 
، ييريافتهتغ CTAB درروش ها حذف گرديد.انجام شد و همچنين نيتروژن مايع جهت خرد كردن نمونه ييريافتهتغ

بتامركاپتواتانول و  ،EDTA(افزايش غلظت  بافر استخراج نسبت حجم بافر استخراج به نمونه، تركيباتتغييراتي در 
 انجام شد. DNAجهت اطمينان از خلوص  tufA اساس ژن بر PCR واكنشايجاد شد.  وسيل)كو سار PVP افزودن

بيشتر نانومتر  230/260 و نسبت 7/1-84/1بين  نانومتر 280/260 نسبتاستخراجي،  DNAارزيابي كمي و كيفي  در
 PCR محصولات. گيري شداندازه يترل يكرومميكروگرم بر  5/6-8بين  DNAغلظت  همچنينو  شدهداده نشان 2 از

 ها، خلوص و ميزان بالايارزيابي كمي و كيفي داده آگارز نشان دادند.در ژل جفت باز  800-700را در محدوده  ييباندها
DNA به روش  شدهاستخراجCTAB نشان هانسبت كهيطوربه نسبت به دو روش ديگر را نشان دادند، ييريافتهتغ-

ساكاريدي و هاي پليآلودگي ازآنجاكه. استساكاريدي فنولي/ پليو پلي ينيپروتئاز تركيبات  DNAدهنده عاري بودن 
 DNAخلوص دهنده نشان PCR واكنش آميزيتموفقنتايج  هستند بنابراين PCRواكنش هاي فنولي بازدارنده آنزيم

در اين مطالعه مناسب  شدهينهبهبه روش  شدهاستخراج DNA.استو كاربرد آن در مطالعات مولكولي  شدهاستخراج
  .استجهت مطالعات مولكولي و نگهداري 

  
هاي گونه ،tufAژن  ،و فنولي ساكاريدپلي تركيبات، CTABروش  ،DNAاستخراج  :كليدي گانواژ

  .ماكروجلبك
  
  
  
  
  

  مقدمه
هاي اري از گونهشوند. بسيكه دارند، منبع غني از تركيبات فعال بيولوژيكي محسوب ميبه علت تنوع زيستي بالايي هاي دريايي يا علف هاماكرو جلبك
ديگر  نكه جاندارا كننداي را توليد ميهاي پيچيده و دشوار محيطي و جهت تطبيق با محيط، تركيبات اوليه و ثانويهزيستگاه دربه علت رشد  يماكرو جلبك
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هاي گونهشوند. اي و سبز تقسيم ميقرمز، قهوه يهاماكرو جلبك سه دستهبه  دانهرنگ بر اساس هاماكرو جلبك ).Sastry and Rao, 1994( دارند
 و... كاراژينانآگارز،  ،همچون آگار يباارزشباشند و به علت توليد تركيبات بسيار مهم مينيز صنعتي  ازنظر، بيوتكنولوژي علاوه بر كاربردهاي يماكرو جلبك

هاي مولكولي كاستفاده از تكنيدر صنايع مختلف،  هاماكرو جلبكتوجه به فراواني پراكنش و كاربرد وسيع  با .شونديكي از منابع مهم اقتصادي محسوب مي
مراز ي پليااكنش زنجيرهبيشتر مطالعات مولكولي و تنوع ژنتيكي بر پايه و در .كرده استبسياري از محققين را به خود جلب توجه  هاآنجهت مطالعه 

)PCR به نمونه كاملآوردن اطلاعات دقيق و  به دست) جهت ،DNA ساكاريدي، فنولي، پروتئيني و ... نياز استبالا و با كمترين آلودگي پلي يفيتباك 
)Tan and Yiap, 2009( .پلي ازجملههاي ثانويه متابوليت قادر به سنتز رنج وسيعي ازي محيطشرايط مختلف به علت سازگاري با  هاماكرو جلبك-

از اين گياهان  DNAعوامل بازدارنده استخراج  ازجملهو ديواره سلولي اين تركيبات وجود ها، آلكالوئيدها، فلاونوئيدها و ... هستند كه فنولساكاريدها، پلي
متعددي مبني بر وجود مشكلات فراواني بر جداسازي  هاگزارش .كنندو كاربرد آن در مطالعات مولكولي را مختل مي DNAروند استخراج  كه باشنديم

DNA جنس  يهاماكرو جلبك بال خصوصبالا از گياهان  يفيتباكUlva شده استگزارش )Huang et al., 2000.( در هنگام هاي ثانويه متابوليت
اكاريدي ستركيبات پلي حضور كنند.بعدي اختلال ايجاد ميهاي واكنش درروندشوند و به اسيدهاي نوكلئيك متصل مي محكم صورتبه DNAاستخراج 
سكوزيته بالا محلول يسبب ونيز و  )Pandey et al., 1996(شوند مي برشيهاي مراز و آنزيميپل Taq سبب ممانعت از فعاليت آنزيم DNAدر نمونه 

اي شدن و كاهش كوالانسي متصل و سبب قهوه صورتبه DNAفنولي به تركيبات پلي يدشدهاكسهاي فرم ).Do and Adams, 1991د (نشومي
هاي تجاري جهت استخراج هاي دستي مختلف، كيتعلاوه بر روش ).Katterman and Shattuck, 1983( شوندمي DNAنگهداري نمونه  زمانمدت

DNA قيمت و... در هاي تجاري گرانگير، كيتو وقت مطالعات بسياري جهت حذف مواد شيميايي خطرناك، مراحل طولاني. داز گياهان وجود دار ژنومي
 Cetyltrimethylammonium bromide)( CTAB) از روش Doyle )1990 و Doyle، براي مثال، شده استانجاماز گياهان  DNAاستخراج 

 و Richardاستفاده كردند.  هاينروتئپجهت حذف  Kاز  ينپروتئاستفاده كردند با اين تفاوت كه ميزان بتامركاپتو را كاهش و از  DNAجهت استخراج 
Rogers )1993از غل (ت بالاي ظCTAB  ساكاريدها استفاده كردند.هاي نوكلئازي و پليآنزيم يساز يرفعالغجهت Edward و همكاران )از 1991 (

SDS  يجابهو فنول CTAB دترژنت جهت استخراج  عنوانبهDNA .مختلف استخراجهاي روش باوجود خالص استفاده كردند DNA هاي از نمونه
جهت  يازموردن DNAو ميزان  مورداستفادههاي ثانويه، بافت خالص از هرگونه گياهي با توجه به تركيبات متابوليت DNAگياهي اما جهت استخراج 

در برخي مطالعات كاملاً خرد شود كه  موردنظرابتدا بايد نمونه گياهي  DNAجهت استخراج مناسبي نياز است.  DNA، به روش استخراج موردنظرمطالعات 
ساكاريدها ها و پليفنولها، پليهاي بالغ داراي ميزان بيشتري از تاننبافت. گيردنيتروژن مايع انجام مي وسطاين عمل ت DNAشدن  دژ نرهجهت ممانعت از 

 Moreiraبالا، بسيار مناسب است ( يفيتباك DNAوان جهت استخراج هاي تازه و جبنابراين استفاده از بافت )،Porebski et al., 1997باشند (مي

and Oliveira, 2011( هاي استخراجبسياري از روش و DNA  جهت استخراجDNA هميشه اين  حالينبااكنند، اما نمونه تازه و جوان را پيشنهاد مي
دور از دسترس  هاماكرو جلبكبسياري از  .)(Michiels et al., 2003شود  استفاده DNA هاي تازه و جوان در استخراجامكان وجود ندارد كه از بافت

شك و فريز شده در دسترس هاي خوجود ندارد و حتي برخي موارد تنها بافت هاآنشوند كه امكان استفاده از بافت تازه هاي نادري يافت ميو در مكان
در مناطق  هاماكرو جلبكبرداري نمونه ازآنجاكه. همچنين نيز كارآمد باشد شدهخشكهاي گياهي بايد روشي را بهينه كرد كه براي نمونه بنابراينهستند، 

به علت ساختار مرفولوژي و زمايشگاه در صورت عدم رعايت شرايط درست آبرداري تا ها از محل نمونهگيرد، در فاصله انتقال نمونهجزرومدي صورت مي
با بهترين  DNAروشي نياز است كه بيشترين ميزان  به ينبنابراها وجود دارد، نمونه DNAسيب ميزان بيشتري از احتمال آ يماكرو جلبكهاي برخي نمونه

  كيفيت را حاصل نمايد.
تازه، خشك و فريز شده، جهت  يماكرو جلبكهاي بالا از نمونه يفيتباك DNAجهت استخراج  ينههزكمآسان و مناسب، هدف اين مطالعه ايجاد روشي 

 CTABاز گياهان،  DNAدو روش متداول استخراج  بر اساس يماكرو جلبكهاي از نمونه DNAاستخراج  ابتدا بدين منظور كه استمطالعات مولكولي 
)Doyle and Doyle, 1990كلروفرم (-) و فنولBlomster et al., 1999 ،وشكه نتايج حاصل از ري باوجود)، انجام گرفت CTAB  در مقايسه با
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ا ببنابراين در اين مطالعه ؛ ت مطلوبي برخوردار نبوداستخراجي حاصله از اين روش نيز از كيفيت و كمي DNAبودند اما  ترتوجهقابلكلروفرم -روش فنول
 EDTA )Ethylene diamine tetra غلظتحجم بافر استخراج به نمونه، افزايش  نسبت ييرتغقبيل  از CTAB درروش يتوجهقابلايجاد تغييرات 

acetic acid(، مركاپتواتانول و افزودن دو ماده-بتا PVP)Poly vinyl pyrrolidone( شستشو  احلمرتغيير در بافر استخراج و وسيل به كو سارDNA 
و  يفيتباك DNA ايمن، ارزان ، قادر به جداسازيهاجهت خرد كردن نمونهماده پرهزينه نيتروژن مايع حذف  همچنينو ها جهت حذف بيشتر ناخالصي

  .است شده tufA باركدينگ ژن تكثير و مطالعات مولكولي از قبيل شناسايي مولكولي از طريق جهت يماكرو جلبكهاي مختلف از گونهكميت مطلوب 
  

  هامواد و روش
، Ulva lactuca ،Ulva clathrata ،Iyengaria stellateهاي گونهاي و قرمز شامل سبز، قهوه يماكرو جلبكهاي نمونه برداري:نمونه

Acanthophora specifera ،Padina gymospora ،Hypnea Valentia جهت استخراج DNA يرجزامناطق جزرومدي سواحل بندرعباس،  از 
با حذف ذرات شن و ماسه  جهت شدهيآورجمعهاي جلبك. )1 (جدول آوري شدندجمعدر زمان حداكثر جزر  1393سال  ماهبهمندر دي و قشم و هرمز 

خ به حاوي ي يونوليت درونشده حاوي آب دريا جهت جلوگيري از تبخير قرار داده شدند و  يگذارنامپلاستيكي هاي در كيسه شده وشستشو  آب دريا
 يومير بارهمقداري از هر نمونه جهت تهيه شيت  شدند.ته شس دقتبهها با آب دريا فيتجهت حذف اپيمجدد ها نمونهر آزمايشگاه دآزمايشگاه منتقل شدند. 

 يريگرطوبت اژل جهتشده حاوي سيليك يگذارنامهاي زيپ كيپ آناليزهاي مولكولي در كيسه نمونه جهت ماندهيباقو شناسايي مرفولوژيكي جدا گرديد و 
 ي معتبركليد شناساي توسطو سلولي  يك يمرفولوژخصوصيات  بر اساسها نمونه ييشناسا شدند.نگهداري گراد درجه سانتي-20در دماي  و گرفتند قرار

)Lawson and John, 1987(  كز تحقيقات كشاورزي و منابع طبيعي رو كدگذاري در م يگذارنامپس از  شدهيهتههاي هرباريومي و شيتانجام شد
  تان هرمزگان نگهداري شدند.اس
 

با ذكر نام و مختصات دقيق جغرافيايي  تنگه هرمزشده از مناطق ساحلي آوريجمع يماكرو جلبكهاي مختلف گونه :1 جدول
  .وريآمحل جمع

  مختصات مكاني منطقه گونه
Ulva clathrata 17 بندرعباس'NO26'E/27O56  
Ulva lactuca 05 جزيره قشم'Eo55'N56o26 

Acanthophora specifera 05 جزيره قشم'Eo55'N56o26  
Hypnea valentia 11 بندرعباسNO22'E/27O54  
Padina gymospor-a 04 جزيره هرمز'No28'E/27o56 

Iyengaria stellate 05 جزيره قشم'Eo55'N56o/26  
  

 يكروم 800حاوي ليتري ميلي 2 هاييوبت يكرومجدا و در گرم ميلي 50از هر نمونه خشك و فريز شده  مكلروفر-فنولبه روش  DNAستخراج اجهت 
با قيچي نوك باريك ها ريخته شد. نمونهدرصد)  SDS 6، مولاريليم 500 ، كلريد سديممولارميلي EDTA50 ،مولارميلي 100بافر استخراج (تريس  يترل

به مدت گراد درجه سانتي 37در ترموميكسر با دماي  هابه هر ميكروتيوب، نمونه Kاز  ينپروتئميكروليتر  2و پس از اضافه كردن تا حد پودر شدن خرد 
 يوبت يكرومبه هر  1:24:25الكل به نسبت يزوآميلا :كلروفرم فنول: يترل يكروم 600بعد از انكوباسيون . انكوبه شدند هاي مقطعيبا چرخش ساعت 2حداقل 
 رويكمكه فاز رويي جدا و در  سه فاز ايجادسانترفيوژ شدند. پس از سانترفيوژ دور در دقيقه  12000يقه با دق 15، به مدت ثانيه ورتكس 30 پس از اضافه و
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مانند مرحله بالا انجام ورتكس و سانترفيوژ  ،) اضافه24:1ايزوآميل الكل ( :مكلروفرميكروليتر  500 دومرتبهبه هر ميكروتيوب مجدد و شد جديد ريخته  يوبت
اضافه و به مدت يك شب در به هر نمونه ) :2/5PH(مولار  3حجم سديم استات  10/1سرد و  درصد 100اتانول حجم  DNA، 5/2 جهت رسوب .شد

 .سانترفيوژ شدنددور در دقيقه  12000دقيقه و  15به مدت ، از انكوبه شدن بعد DNA آوريها جهت جمعنمونه. شدانكوبه گراد درجه سانتي -20دماي 
 Blomster( شدندآب مقطر استريل حل ميكروليتر  50-100در ، در دماي اتاقخشك شدن  پس ازشستشو و  درصد 70با اتانول  يجادشدها DNA يهاپليت

et al., 1999(.  
گرم ميلي 50پودر شدند، سپس از هر نمونه  يخوببههاي خشك و فريز شده توسط نيتروژن مايع در هاون نمونه CTABبه روش  DNAاستخراج جهت 

 EDTA20 ،مولارميلي 100 يستر، مولار 4/1، كلريد سديم درصد CTAB 2( بافر استخراجميكروليتر  400حاوي ليتري ميلي 2جدا كرده و در ميكروتيوب 
 يزوآميلا كلروفرم: يترل يكروم 600ها شدند. پس از انكوباسيون به نمونهدقيقه انكوبه  30به مدت گراد درجه سانتي 60و در ترموميكسر ) ريخته مولارميلي

 DNAجهت جداسازي فازها از يكديگر سانترفيوژ شدند. پس از جداسازي فاز رويي حاوي دقيقه  3به مدت دور در دقيقه  10000در و ) افزوده 24:1الكل (
سانترفيوژ شدند. فاز رويي  دور در دقيقه 10000 دردقيقه  3ها اضافه و به مدت حجم نمونه، ايزوپروپانول سرد به نمونه 7/0حدود جديد  هاييوبت يكرومبه 
در دماي  حذف كامل اتانولجهت  ها. پس از شستشو نمونهشسته شدند درصد 70اتانول  يترل يكروم 500با  دومرتبههاي ايجاد شده يخته شد و پليتر دور

  .)Doyle and Doyle, 1990( حل شدند آب مقطر استريلميكروليتر  50-100ها در پليتو سپس  اتاق قرار گرفتند
 يترل يكروم 700 حاويليتري ميلي 2هاي خشك و فريز شده در ميكروتيوب هر نمونهاز گرم ميلي 50 ييريافتهتغ CTABبه روش  DNAاستخراج جهن 

داده ) قرار درصد PVP 1و  درصد 1وسيل ك، سارEDTAمولار ميلي 100، مولارميلي 100، تريس مولار 4/1كلريد سديم ، درصد CTAB 2بافر استخراج (
ساعت  3نكوباسيون به مدت اضافه و جهت ا K از ينپروتئ يترل يكروم 5بتامركاپتواتانول و  يترل يكروم 12و با قيچي كاملاً خرد گرديدند. به هر نمونه  شد

 كلروفرم:ميكروليتر  500هر نمونه ، به پايين آمدن دماپس از انكوباسيون و  هاي مقطعي در ترموميكسر قرار گرفتند.با چرخشگراد درجه سانتي 60 در دماي
فاز رويي  كه سانترفيوژ شدند دور در دقيقه 11000در دقيقه  10به مدت ها نمونه ،) اضافه و پس از ورتكس كردن جهت جداسازي فازها24:1الكل (ايزوآميل

ايزوپروپانول سرد  يترل يكروم 500ها به نمونهگردد. مرتبه تكرار مي دو DNA جهت جداسازي بهترحل بالا اهاي جديد منتقل شد و مرجدا و به ميكروتيوب
 11000دقيقه با دور  12ها پس از انكوباسيون نمونهشدند و نگهداري گراد درجه سانتي -20ساعت در دماي  15-18و به مدت  افزوده DNA جهت رسوب

) درصد 76الكل و مولار يليم 100 (استات سديم 1شو وبافر شستميكروليتر  250ابتدا به هر نمونه  DNAبراي شستشو شدند. سانترفيوژ دور در دقيقه 
با  دقيقه 20 گذشت ها افزوده و بعد از) به نمونهدرصد 76الكل و مولار ميلي 17 (استات آمونيوم 2بافر شستشو  يترل يكروم 250دقيقه  20اضافه و بعد از 

در دماي سپس شستشو و سانترفيوژ شدند و درصد  70با الكل  اٌمجددشستشو بهتر  ها جهتنمونه. دقيقه سانترفيوژ شدند 10مدت به دور در دقيقه  12000
 گراددرجه سانتي -20و در دماي  ندآب مقطر استريل حل گرديد يترل يكروم 70-100در  يجادشدها ايهقرار گرفتند. پليت حذف كامل اتانولجهت ق اتا

  نگهداري شدند.
 Eppendorf( اسپكتروفتومتردستگاه در نانومتر  260 موجطولدر  UVتوسط نور  شدهاستخراج DNA يزانم :شدهاستخراج DNAتعيين كميت و كيفيت 

 260 موجطولر سط بررسي نسبت ميزان جذب دوبه ترتيب ت DNAساكاريدي ميزان آلودگي به تركيبات پليگيري شد. ميزان خلوص و اندازه )91300
از هريك  يترل يكروم DNA ،3) تعيين شد. همچنين براي تعين كيفيت و كميت 230/260(نانومتر  230) و 280/260(نانومتر  280 يهاموجطولبه  نانومتر

در دستگاه سپس و منتقل آگارز  درصد 1ژل هاي به چاهك )Smobio DL5000فلورسنت ( DNA به همراه شدهاستخراج DNA يهانمونهاز 
در دستگاه ژل داكيومنت  يجادشدهاباندهاي  ،الكتروفورزاتمام . پس از شدنددقيقه ران  90ولت به مدت  80با ولتاژ  )Applex 61300(افقي الكتروفورز

)Vilber lourmat 7830 (مشاهده شدند.  
توسط  tufAالگو جهت تكثير ژن كلروپلاستي  عنوانبهاين مقاله،  ييريافتهتغ CTABبه روش  شدهاستخراجژنومي  tufA DNAژن  PCRانجام جهت 

) استفاده 3-CCTTNCGAATMGCRAAWCGC-'5'( RAtuf ) وtufGF )'3-GGNGCNGCNCAAATGGAYGG-'5پرايمرهاي 
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ميكروليتر  1، مولارميلي dNTPs4 يترل يكروم x10,PCR5بافر  يترل يكروم 5، )نانوگرم 25( الگو DNA يترل يكروم 2 شامل PCR يهادهندهواكنش. شد
 يترل يكروم 50كه توسط آب مقطر به حجم كلي  باشنديم Taq مرازپلي DNA آنزيمميكروليتر 2/0، 10مول ميلي وبرگشترفتز هريك از پرايمرهاي ا

، گراددرجه سانتي 94 يسازدقيقه واسرشت 1: يكلس 38، چهار دقيقهگراد درجه سانتي 94واسرشت سازي اوليه در دماي  صورتبه PCR. واكنش شد يدهرسان
جهت گراد درجه سانتي 72 يدمادقيقه در  6 يتدرنهادقيقه و  1به مدت گراد درجه سانتي 72ثانيه و گسترش  45به مدت  گراددرجه سانتي 52اتصال 

 و درصد 2/1ژل آگارز الكتروفورز از  PCRمحصولات جهت بررسي كمي و كيفي  شد. انجام) Eppendorf 5341ترموسيكر ( گسترش نهايي، در دستگاه
  لورسنت استفاده شد.ف DNAرنگ آميزي با 

 چند آزمون از استفاده نيز با و گرفتند قرار تجزيه مورد) طرفهيك( ANOVA بر اساس واريانس )يرايشو SPSS )19,0 افزارنرمتوسط ل حاص هايداده
 ميانگين سه تكرار صورتبه نتايج در سه تكرار انجام و هايشآزمااست كليه  ذكرقابل د.شدن مقايسه يكديگر با ≥05/0p داريمعني سطح در دانكن ايدامنه

  در نظر گرفته شدند.
  

  نتايج
 ارزالكتروفورز ژل اگشده توسط  كاربردهبهبر اساس سه روش  يماكرو جلبكهاي مختلف گونه شدهخشكهاي حاصل از نمونه DNA يفيكسنجش كمي و 

كور توسط الكتروفورز هاي استخراجي سه روش مذ DNAسنجش كيفيت  در اند.آورده شده 1 و شكل 2و نتايج در جدول فتومتر آناليز و اسپكترو درصد 1
هاي نمونه كهيدرحال) C1شكل (باندهاي واضح و بدون اسميري را نشان دادند  ييريافتهتغ CTABحاصل از روش  DNAهاي ، نمونهدرصد 1ژل آگارز 

DNA ) ( كلروفرم-فنول درروش كهيطوربه)، 1شكل حاصل از دو روش ديگر باندهاي واضح و مشخصي را نشان ندادندBlomster et al.,1999 (
را  ر زيادها نيز باندهاي بسيار ضعيف و داراي اسميباندي را نشان ندادند و ديگر نمونه كافي و مطلوب هيچ DNA ها به علت عدم استخراجبيشتر نمونه

 يباوجود) Doyle 1990و  Doyle( CTAB درروش ).A1(شكل  استها از نمونهآلوده  شدتبهبسيار كم و  DNAنشان دادند كه ناشي از استخراج 
و  ساكاريديپليدهنده عدم حذف تركيبات بر روي ژل آگارز نشان دادند اما باندها كمرنگ و داراي اسمير بودند كه نشان DNAها باندهاي همه نمونه كه

  ).B1(شكل  استها فنولي از نمونه
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 ،يماكرو جلبكهاي استخراجي از نمونه يها DNA درصد 1 الكتروفورز ژل آگارز :1 شكل

 A استخراج به روش (Blomster همكاران و )2، باز جفت يلوك 1: ماركر 1چاهك ( :)1999 :Iyengaria stellata ،3 :Padina pavonia، 
4 :Ulva lactuca 5:Ulva clahtrata 6 :Acanthophora specifera 7 :Hypnea valentia ،(B استخراج (DNA به روش 

Doyle و Doyle )1990( : چاهك )1:P. pavonia، 2 :I. stellata 3 :U.lactuca 4 :A. specifera 5 :H.valentia6 :U. 

clathrate(C: استخراج به روش CTAB ييريافتهتغ) : 2باز  جفت يلوك 1: ماركر 1چاهك: U. lactuca3: P. pavonia 4:H. valentia 5: 
U. clathrata6 :I. stellata7 :(A. specifera  

  
 CTABاز هرگونه توسط روش  آمدهدستبه DNA ، بيشترين ميزانندتوسط اسپكتروفتومتر نشان داد شدهاستخراج يها DNAسنجش كمي و كيفي 

را  دارييمعنتوسط دو روش ديگر اختلاف  آمدهدستبه DNAمتغير است كه با ميزان ) mg ug-1گرم (ميكروگرم بر ميلي 8-5/6است كه بين  ييريافتهتغ
و كمترين آن مربوط به روش  است ييريافتهتغ CTABمربوط به روش  آمدهدستبه DNAبيشترين ميزان  هرگونهدر  يطوركلبه). 2 نشان داد (جدول

 Coyer etدارند، كافي است ( DNAبراي آناليزهاي مولكولي مانند آناليزهاي برشي كه نياز به ميزان بالايي  DNAكلروفرم است كه اين ميزان -فنول

al., 1995ياسپكتروفتومترمربوط به  230/260و  280/260 نانومتر هاي جذب نوري). نسبت DNA روش به شدهاستخراج CTAB به ترتيب  ييريافتهتغ
 ). با وجودي2باشند (جدول ساكاريدي ميفنولي/ پليو پلي ينيپروتئاز تركيبات  DNAعاري بودن  دهندهنشانرا نشان دادند كه  2 بيشتر ازو  84/1-7/1

گيري شده مربوط به دو روش ديگر نشان اندازه را با دو جذب نوري )≥ P 05/0داري (اختلاف معني ييريافتهتغ CTAB درروشهاي جذب نوري كه نسبت
باشند و در برخي كلروفرمي بهتر مي-) از روش فنولCTAB )Doyle and Doyle, 1990 درروش آمدهدستبهكه نتايج  ذكر استقابلدادند ولي 

  ).2 را نشان دادند (جدول دارييمعنها نيز اختلاف گونه
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بر اساس سه  يماكرو جلبكهاي مختلف گونه شدهخشكهاي از نمونه شدهاستخراج DNAمقايسه كيفيت و كميت  :2 جدول
  .DNAروش استخراج 

 روش استخراج  يماكرو جلبكگونه 
ميكروگرم بر ( DNA ميزان

  )يترل يكروم
 نانومتر 230/260نسبت   نانومتر 280/260نسبت 

Ulva lactuca 

Blomster a7/0  a15/1 a9/0  
Doyle and Doyle b62/1  b32/1 a1/1 

 CTAB c6/6  c82/1 b2/2 تغييريافته

Ulva clathrata 

Blomster a9/0  a2/1 a1 

Doyle and Doyle a25/1  b5/1 a2/1 

 CTAB b1/7  c75/1 b3/2 تغييريافته

Padina gymosphora 

Blomster a1  a3/1 a99/0 

Doyle and Doyle b84/1  b9/1 b6/1 

 CTAB c75/6  b8/1 c8/2 تغييريافته

Iyengaria stellata 

Blomster a12/1  a41/1 a53/0 

Doyle and Doyle b4/1  a5/1 b08/1 

 CTAB c65/7  b84/1 c5/2 تغييريافته

Hypnea valentia 

Blomster  a87/0  a1 a43/0 

Doyle and Doyle a5/1  b3/1 b15/1 

 CTAB b5/8  c71/1 c2 تغييريافته

Acanthophora specifera 

Blomster a1/1  a36/1 a72/0 

Doyle and Doyle b9/1  b18/1 a29/1 

 CTAB c2/7  c76/1 b9/2 تغييريافته

  توسط آزمون توكي هستند. ≥05/0Pدر سطح  داريمعنداراي اختلاف  هرگونههاي هر ستون در شده با حروف متفاوت در بين رديفاعداد نمايش داده
  

بعد از الكتروفورز ژل آگارز باندهاي بسيار  PCR محصولاتانجام شد.  tufAژن  PCR، ييريافتهتغ CTABاستخراجي به روش  DNAجهت اطمينان از 
و  شدهخشكهاي مولكولي نمونه در اين مطالعه جهت آناليز ييريافتهتغ CTABحاصل از روش  DNA). نتايج نشان دادند 2واضحي را نشان دادند (شكل 

  .استبسيار مناسب  يماكرو جلبكتلف هاي مختازه گونه
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 ييريافتهتغ CTABبه روش  شدهاستخراج يماكرو جلبكهاي مختلف گونه DNAهاي الكتروفورز ژل آگارز نمونه :2 شكل

 Iyengaria stellata ،3 :Padina pavonia ،4:Ulva lactuca: 2چاهك ، bp DNA50ماركر  :1چاهك  .tufaژن  PCRتوسط 

5:Ulva clahtrata6: Acanthophora specifera7 :Hypnea Valentia.  

 

  گيرينتيجهو  بحث
). اگرچه در Lutz et al., 2011( با وزن مولكولي و كيفيت بالا دارد DNA... نياز به  و يابي يتوال، DNA ينگارانگشتناليز ژنتيك مولكولي مانند آ

هاي خشك و يا بالغ از بافتاستخراج گردد كه و خالص زماني مشكل مي يفيتباك DNAرسد اما استخراج نسبتاً ساده به نظر مي DNAنگاه كلي استخراج 
هاي هنمون در و هاي ثانويهمتابوليت محتواي بالايضخيم و سلولي ديواره به علت وجود هاي بالغ بافتدر  .)Michiels et al., 2003باشد ( موردنظرگياه 

 DNAاستخراج ). Zhang et al., 2013(است  يزبرانگچالشعموماً  DNAاستخراج  ،DNAدژنره شدن قسمتي از  بالاي احتمالبه علت نيز  شدهخشك
ها، نولفپلي(هاي ثانويه فراوان ابوليتمت داشتنبه علت ماكروجلبكي  هاي مختلفگونهدر جهت آناليزهاي مولكولي  PCRژنومي و سپس انجام واكنش 

و كميت  يفيتباك DNAبنابراين روشي جهت استخراج ؛ مشكل استمعمولاً  ،هاي تازه و جواننمونه و همچنين عدم در دسترس بودن )... ساكاريدها وپلي
استخراج متداول را به حداقل برساند. در اين مطالعه علاوه بر مقايسه دو روش  DNAدر استخراج ي ژبالا نياز است كه ميزان اتلاف زمان، هزينه و انر

DNA، CTAB )Doyle and Doyle, 1990كلروفرم (-) و فنولBlomster et al., 1999 بر اساس  ييريافتهتغ)، روشيCTAB  جهت استخراج
DNA كه نتايج نشان دادند  طورهمان. است شدهيمعرف شدهخشكهاي مختلفي ماكروجلبكي تازه و و كميت بالا از گونه يفيتباكDNA  استخراجي
 دترژنت كاتيوني است درواقع CTAB برخوردار بودند. يترمطلوباز كيفيت و كميت است،  CTABكه بر پايه روش اين مقاله  پيشنهادي روشتوسط 

ساكاريدها به پلي CTABدر شرايط غلطت بالاي نمك،  و همچنين شودو ليپيدي در محلول مي ينيپروتئهاي آلودگي حذفها و كه سبب گسيختن سلول
تري ب، از كيفيت مناسSDSنسبت به بافر بر پايه  CTAB استخراجي حاصل از بافرهاي DNAبنابراين ؛ كندرا از محلول جدا مي هاآنو  شودمتصل مي

هاي بالغ گل آفتابگردان معرفي از برگ DNAروشي كارآمد در استخراج  عنوانبهرا  CTABكه روش ) 2007و همكاران ( Li يجنتاكه با  برخوردار بودند
ز يكي ا معمولاًو هسته  ليتخريب ديواره سلو وها نه نم. خرد كردنجهت بالا از گياهان  يفيتباك DNAهاي استخراج در روش كردند كاملاً مطابقت دارد.

 Chakraborti et al., 2006; Arbi et( گيردقرار مي مورداستفادههضم آنزيمي  و يا )freeze-dryingخشك كردن (-مايع، سرد نيتروژنهاي روش

al., 2009; Biswas and Biswas, 2011(  ٌاي هكاربرد روش ينههزكمسعي بر آن است كه با جايگزيني روشي در هزينه  ييجوصرفهجهت كه اخيرا
نتايج نشان دادند با تغييرات در كه  شدند خردها در بافر استخراج توسط قيچي نمونهدر اين مطالعه  .)Agbagwa et al., 2012(مذكور محدود گردد 

  نمود.ها را پودر نمونه يخوببهو جهت خرد كردن نمونه را حذف نيتروژن مايع  ينهپرهز هادتوان استفاده از ممي هاي مواد موجود در بافربرخي از غلظت

7    6      5     4    3    2    1  
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ر مطلوبي را ثا DNA تغيير پيدا كرد كه بر روند استخراج يترل يكروم 700به  CTAB بافر استخراجي نسبت به روش استانداردميزان حجم در اين مطالعه 
 كندمي ساكاريدي از محلول كمكتركيبات پلي ت به نمونه پودر شده در حذف بهتربافر استخراج نسبنشان داد. مطالعات نشان دادند افزايش ميزان حجم 

)Agbagwa et al., 2012( همچنين ،Puchooa )2004(  گزارش داد جهت استخراجDNA گياهي داراي  بهتر است نسبت بافر به نمونه ترخالص
  در نظر گرفته شود. v/w( 4:1( يوزنحجمي/ تركيبات فنولي بالا، به نسبت

 وسيلكسار وسيل به بافر افزوده شدند.كو سار PVP دو ماده افزايش واتانول امركاپتوو بت EDTA، ميزان غلظت اين مطالعه ييريافتهتغ استخراجي ر بافرد
 ,.Schlager et al( است مؤثرژنومي بسيار  DNAها و آزاد شدن شود و در بهتر شكستن سلولدترژنتي است كه سبب تخريب بهتر غشا پلاسمايي مي

 وسيل در بافر استخراج سبب ليز بهتراستفاده از سارك شده استحذفها هنمون خرد كردنمايع جهت  يتروژننلعه استفاده از در اين مطا ازآنجاكه )،2012
اركوسيل كه استفاده از ماده دترژنت س شده استدادهنيز نشان  در مطالعات. است مؤثرو همچنين در حذف بهتر تركيبات پروتئيني بسيار  شودسلولي مي

ور غوطهها و سپس نمونه پودر كردن. )Hasan et al., 2009( شده است Atemisia capillarisهاي بالاتر از نمونه يفيتباك DNAسبب استخراج 
در  DNAاستخراج  درروندشوند به همين علت است كه ها ميفنولي و اندامكهاي حاوي تركيبات پليدر بافر استخراج سبب تخريب سلول هاآن كردن

ه اين تركيبات شود كمي رنگياقهوه ،به علت اكسيد شدن تركيبات فنولي به تركيبات كوئينوني استخراج حاوي نمونه محلول ،هاي گياهيبرخي گونه
اكسيداز مانند فنول افزايش ميزان بازدارندهكه با  )Katterman and Shattuck, 1983شوند (و پروتئين مي DNAاكسيدكننده قوي سبب تخريب 

 ).Howland et al., 1991; Paterson et al., 1993كند (ميجلوگيري توان اي شدن مياز قهوه يرمؤث طوراستخراج بهبتامركاپتواتانول در بافر 
اين تحقيق نيز با  در )،Suman et al., 1999(شود اند افزايش غلظت بتا مركاپتواتانول سبب حذف بهتر تركيبات فنولي ميهمچنين تحقيقات نشان داده

اي شدن محلول نمونه شديم و حذف تركيبات فنولينيز بهتر صورت گرفت. استفاده از بتامركاپتواتانول مانع از اكسيد شدن و قهوهافزايش ميزان غلظت 
 ;2011 شود (ها مياز نمونه DNAساكاريدي هنگام استخراج سبب حذف بهتر تركيبات پلي CTABهمراه با  M 5/0غلظت كلريدسديم بالاي 

Paterson et al., 1993، Moreira and Oliveira در بافر استخراج كاررفتهبه) كه غلظت كلريدسديم DNA تا 6 ينبهاي مختلف گياهي گونه 
در بافر استخراج سبب بهبود كيفيت  مولار) 5/1( استفاده از غلظت بالاي كلريدسديم. در اين روش با )Aljanabi et al., 1999است ( متغيرمول  7/0

DNA  .ازآنجاكهاستخراجي شد PVP  كندسيدهاي نوكلئيك بسيار كمك ميساكاريدها از اپلي جدا شدنبه )Zhang and Stewart, 2000( بنابراين ؛
بايد  DNAدر كليه مراحل استخراج و پس از استخراج،  .است مؤثربسيار  شدهاستخراج DNAدر افزايش كيفيت  CTABبه محلول پايه  PVPافزودن 

هاي مآنزي كو فاكتور عنوانبههاي منيزيمي كه به يون بااتصالموجود در بافر استخراج  EDTAوكلئازها محافظت شود كه بدين منظور هاي نيب آنزيمراز تخ
ژن پلاستدي  ).Richard and Rogers, 1993; Semagn et al., 2006شوند (ها مينوكلئاز كنند، سبب غيرفعال شدن تماميمي نوكلئازي عمل

tufA  ٌاي ثانويه همتابوليت شود.مي كاربردهبه هاماكرو جلبك ازجملهخانواده مختلف گياهي هاي جهت باركدينگ و شناسايي گونهماركري  عنوانبهعموما
همچنين اين تركيبات هنگام ليز  شوند،مراز مييپل Taq و هاي برشيآنزيم يساز يرفعالغ سبب DNAعلاوه بر تخريب  شدهاستخراج DNAموجود در 
بالا و بدون  يفيتباك ياشدهاستخراج DNAبه  بنابراين جهت باركدينگ و آناليزهاي مولكولي، )Shivji et al., 1992( شوندمتصل مي DNAسلولي به 

دليلي بر  نظرموردكه نتايج نشان دادند تكثير ژن  طورهمانكه  نياز است موردنظرژن  يابي يتوالمراز، تكثير و اي پليآلودگي جهت انجام واكنش زنجيره
داراي تركيبات  هاماكرو جلبكاز مطلوب  DNAاستخراج آسان جهت و  ينههزكم، در اين مطالعه روشي سريع .استاستخراجي  DNAكيفيت مناسب 

 DNA، Doyle andاستخراج استاندارد  درروشها و ايجاد چند تغيير اساسي نيتروژن مايع جهت خرد كردن نمونه با حذفساكاريدي بالا، فنولي و پلي

Doyle )1990.مطلوب دهنده سطح كيفي و كمينتايج نشان ) بررسي شد DNA استخراجي به روش  يهاCTAB نسبت به دو روش ديگر  ييريافتهتغ
  .دارد كاربرد ساكاريدي بالاراي تركيبات پليو گياهي دا يماكرو جلبكهاي اكثريت گونه DNAجهت استخراج اين روش كه  است
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  اريسپاسگز
ز تحقيقات و مرك بندرعباسو درياي عمان  فارسخليجسه مركز دانشگاه بوعلي سينا گروه بيوتكنولوژي، پژوهشكده اكولوژي  كارشناسانتمامي پايان از  در

  .راداريم تشكر كمال كردند مساعدت و ياري طرح تحقيق اين انجام در را ما كهفقيهي  محمدمهديدكتر  آقاي خصوصبهكشاورزي بندرعباس 

  منابع
Agbagwa, I. O., Datta, S., Patil, P. G., Singh, P. and Nadarajan, N., 2012. A protocol for highquality genomic DNA 
extraction from legumes. Genetic Molecular Research, 11 (4): 4632–4639. 
Aljanabi, S. M., Forget, L. and Dookun, A., 1999. An improved and rapid protocol for the isolation of polysaccharide and 
polyphenol free sugarcane DNA. Plant Molecular Biology Reporter, 17: 1–8. 
Arbi, G., Naceur, B., Chokri, M. and Mohamed, B., 2009. A simple, rapid and efficient method for the extraction of 
genomic DNA from Alliumroseum L. (Alliaceae). African Journal of Biotechnology, 8: 4020–4024. 
Biswas, K. and Biswas, R., 2011. A modified method to isolate genomic DNA from plants without liquid nitrogen. Current 
Science, 100: 1622–1624. 
Blomster, J., Maggs, C. A. and Stanhope, M. J., 1999. Extensive intraspecific morphological variation in Enteromorpha 
muscoides (Chlorophyta) revealed by molecular analysis. Journal of Phycology, 35: 575–586. 
Chakraborti, D., Sarkar, A., Gupta, S. and Das, S., 2006. Small and large scale genomic DNA isolation protocol for 
chickpea (Cicer arietinum L.), suitable for molecular marker and transgenic analyses. African Journal of Biotechnology, 5: 
585-589. 
Coyer, J. A., Steller, D. L. and Alberte, R. S., 1995. A field compatible method for extraction of fingerprint-quality DNA 
from Macrocystis pyrifera (Phaeophyceae). Journal of Phycologia, 1:177–80. 
Do, N. and Adams, R. P., 1991. A simple technique for removing plant polysaccharide contaminants from DNA. Bio 
Techniques, 10 (2): 162–166. 
Doyle, J. J. and Doyle, J. L., 1990. Isolation of plant DNA from fresh tissue. Focus, 12: 13-15. 
Edward, K., Johnstone, C. and Thompson, C., 1991. A simple and rapid method for the preparation of plant genomic DNA 
for PCR analysis. Nucleic Acid Research, 19: 1349. 
Hasan, Z. S. M., Shafie, B. M. S. and Shah, R. M., 2009. Genomic DNA Extraction Methods from Wormwood Capillary 
(Artemisia capillaris) for PCR-RAPD Studies. New York Science Journal, 2 (1): 13-21. 
Howland, D. E., Oliver, R. P. and Davy, A. J., 1991. A method of extraction on DNA from birch. Plant Molecular Biology 
Report, 9: 340-344. 
Huang, J. C., Ge, X. J. and Sun, M., 2000. Modified CTAB protocol using a silica matrix for isolation of plant genomic 
DNA. Biotechniques, 28: 432–434. 
Katterman, F. R. and Shattuck, V. I., 1983. An effective method of DNA isolation from the mature leaves of Gossypium 
species that contain large amounts of phenolic terpenoids and tannins. Preparative Biochemistry, 13 (4): 347–359. 
Lawson, G. W. and John, D. M., 1987. The marine algae and coastal environment of tropical West Africa, Second edition, 
Berlin, Germany. 
Li, J. T., Yang, J., Chen, D. C., Zhang, X. L. and Tang, Z. S., 2007. An optimized mini-preparation methods to obtain 
high-quality genomic DNA from mature leaves of sunflower. Genetic Molecular Research, 6: 1064-1071. 
Lordan, S., Ross, R. P. and Stanton, C., 2011. Marine bioactives as functional food ingredients: Potential to reduce the 
incidence of chronic diseases. Marine Drugs, 9: 1056–1100. 
Lutz, K., Wang, W., Zdepski, A. and Michael T. P., 2011. Isolation and analysis of high quality nuclear DNA with reduced 
organellar DNA for plant genome sequencing and resequencing. BMC Biotechnology, 11:54. 
Michiels, A., Ende, W., Tucker, M., Van Riet L. and Van Laere A., 2003. Extraction of highquality genomic DNA from 
latex-containing plants. Analytical Biochemestery, 315 (1): 85-89. 
Moreira, P. A and Oliveira, D. A., 2011. Leaf age affects the quality of DNA extracted from Dimorphandra mollis 
(Fabaceae), a tropical tree species from the Cerrado region of Brazil. Genet Molecular Research, 10 (1): 353-358. 

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 1394زمستان ، بيست و هشتم، شماره هفتمسال                    لامي واحد اهواز                      شناسي دريا / دانشگاه آزاد اسپژوهشي زيست -علميمجله 

77 

 

Pandey, R. N., Adams, R. P. and Flournoy, L. E., 1996. Inhibition of random amplified polymorphic DNAs (RAPDs) by 
plant polysaccharides. Plant Molecular Biology Reporter, 14(1): 17–22. 
Paterson, A. H., Brubaker, C. L. and Wendel, J. F., 1993. A rapid method for extraction of cotton (Gossypium spp.) 
genomic DNA suitable for RFLP or PCR analysis.Plant Molecular Biology Reporter, 11 (2): 122–127. 
Porebski, S., Grant, B. and Boum, B. R., 1997. Modification of a CTAB DNA extraction protocol for plants containing 
high polysaccharide and polyphenol components. Plant Molecular Biology Reporter, 15: 8-15. 
Puchooa, D., 2004. A simple, rapid and efficient method for the extraction of genomic DNA from lychee (Litchi chinensis 
Sonn.). African Journal of Biotechnology, 3: 253–255. 
Richard, M. J. and Rogers, S. J., 1993. Plant DNA isolation using CTAB. In Current Protocols in Molecular Biologyeds. 
Ausubel F. M., Brent R., Kingston R. E., Moore D. D., Seidman J. G., Smith J. A., Struhl K., USA: John Wiley and Sons, 
Supplement, pp.22. 
Sastry, V. M. V. S. and Rao, G. R. K., 1994. Antibacterial substances from marine algae: successive extraction using 
benzene, chloroform and methanol. Botanica Marina, 37: 357-360. 
Semagn, K., Bjornstad, A. and Ndjiondjop, M. N., 2006. An overview of molecular marker methods for plants. African 
Journal of Biotechnology, 5 (25): 2540-2568.  
Schlager, B., Straessle, A. and Hafen, E., 2012. Use of anionic denaturing detergents to purify insoluble proteins after 
overexpression. BMC Biotechnology, 12: 95. 
Shivji, M. S., Rogers, S. O. and Stanhope, M. J., 1992. Rapid isolation of high molecular weight DNA from marine 
macroalgae. Marine Ecology Progress, 84: 197-203. 
Suman, P. S. K., Ajit, K. S., Darokar, M. P. and Sushil, K., 1999. Rapid isolation of DNA from dry and fresh samples of 
plants producing large amounts of secondary metabolites and essential oils. Plant Molecular Biology Reporter, 17: 1–7. 
Tan, S. C. and Yiap, B. C., 2009. DNA, RNA, and protein extraction: the past and the present. Journal of Biomedicine and 
Biotechnology, 1-10. 
Xin, Z. and Chen, J., 2006. DNA sequencing II: optimizing preparation and cleanup, in Extraction of Genomic DNA from 
Plant Tissue ed. Sudbury K. J., Jones and Bartlett, Boston, Mass, pp. 47–59. 
Zhang, J. and Stewart, J. M., 2000. Economical and rapid method for extracting cotton genomic DNA. Journal of Cotton 
Science, 4 (3): 193–201. 
Zhang, L., Wang, B., Pan, L. and Peng, J., 2013. Recycling isolation of plant DNA, a novel method. Journal of Genetic 
and Genomics, 40: 45-54. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

www.sid.ir

