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طلایی  کمانینرنگ یآلاقزلاز ماهیان  DNAهای مختلف استخراج ارزیابی روش

 منظوربه (Golden Rainbow Trout: Oncorhynchus mykiss)پرورشی 

 مطالعه مولکولی
 

 1کاریزیشهره زارع، 2* کلرودیسیاهسیامک یوسفی، 1 اکبرنژادبهاره
 1883-99871پیشوا، دانشگاه آزاد اسلامی، ایران، صندوق پستی:  –گروه ژنتیک، دانشکده علوم زیستی، واحد ورامین-7

 1883-99871پیشوا، دانشگاه آزاد اسلامی، ایران، صندوق پستی:  -، دانشکده علوم زیستی، واحد ورامینشناسییستزگروه  -2

 

 7931 اسفند 21تاریخ پذیرش:  7931آذر  71تاریخ دریافت: 

 

 چکیده

از  DNAهتای مختلفتی ت تت تداستازی مولکتول روشو  در بسیاری از مطالعات بیولوژیکی استتیک گام معمول  DNAاستخراج 

از بتین  -2 ،یستلولدروننوکلئیک از متای  لیز سلول و خروج اسید -7 :ها دارای سه هدفبسیاری از این روش. است شدهابداعمواد بیولوژیکی 

هتا در یتی مراحتل نوکلئیتکبه حداقل رستاندن تخریتا استید -9 و یسلولدرونمای  نوکلئیک در های آلی و معدنی غیر از اسیدبردن مولکول

 در یسترد آبتمتاهی  گونه ترینم م امروزهو  بوده یانآزادماه شدهیاهل هایگونه ازتمله کمانینرنگ یآلاقزلماهی . باشندسازی میخالص

روش ستنتی  -Gena All، 2- Trizol Reagent ،9شترکت کیتت استتخراج  -7روش استتخراج:  8. ت ت انجام این پژوهش است کشور

کیفیتت و کمیتت  ازلحتا و مشخص شتد کته ب تترین روش استتخراج قرار گرفت  یموردبررسکلروفرم فنل -8و  Kحرارت و آنزیم پروتئیناز

DNA کارآمد بودن  ازلحا صد و همچنین در 7توسط دستگاه نانودراپ و ژل آگاروز  شدهاستخراجPCR  بته روش کیتت استتخراج مربوط

DNA  شرکتGene All  استکشور کره تنوبی. 

 

 .Gene All ،PCR، کیت استخراج شرکت DNAیلایی پرورشی، استخراج  کمانینرنگ یآلاقزل :کلیدیکلمات 
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 مقدمه

یتتک گتتام معمتتول در بستتیاری از  DNAاستتتخراج 

شناسایی مولکولی، استنتاج  ازتملهمطالعات بیولوژیکی 

ژنتیک و ژنوم است. علاوه بر این استتخراج  فیلوژنتیک،

DNA  اغلتتا در معاینتتات پزشتتکی، تشتتخیص بتتالینی و

بنتتابراین ؛ شتتودتحقیقتتات پزشتتکی قتتانونی استتتفاده متتی

از  DNAهای مختلفی ت ت تداستازی مولکتول روش

و  ) (Milligan, 1998استت شتدهابداعمواد بیولوژیکی 

 صتتورتبه DNAانتتواع مختلفتتی از کیتتت استتتخراج 

. ) ,et al., Chen(2010تجتتاری در دستتترت استتت 

لیز ستلول و  -7 :ها دارای سه هدفبسیاری از این روش

از بتین  -2 ،یستلولدروننوکلئیتک از متای  خروج اسید

های آلی و معتدنی غیتر از استیدنوکلئیک بردن مولکول

بته حتداقل رستاندن تخریتا  -9 و یسلولدروندر مای  

باشتند متی یستازخالصاحل ها در یی مرنوکلئیکاسید
et ; MacGregor, 1991 (Tsai and Olson,

)2001 et al.,; Hurt, 1997 al., .هتای مختلت  روش

 شتتدهاستخراج DNAمتفتتاوتی روی  یراتتتت  استتتخراج 

. (Waldschmidt, 1997; Chen, et al., 2008 )دارند 

استتتخراج بایستتتی عملکتترد  آل یتتدهادر یتتک تکنیتتک 

DNA سازی شود، تخریا ب ینهDNA اقل رستد به حتد

زمتتان، نیتتروی کتتار و منتتاب  کارآمتتد باشتتد  ازلحتتا و 

2010) et al.,Chen, (. 

 شدهیاهل هایگونه ازتمله کمانینرنگ یآلاقزلماهی 

 غیربتومی یاگونته ایران در اگرچه که بوده یانآزادماه

 از کته شماریمزایای بی سبا به اما ،دشومی محسوب

 امتروزه استت، داده نپرورشی نشتا هایسامانه در خود

استتت  کشتور در یستترد آبتمتاهی  گونته تترینم تم

 ت تتان سراستتر در گونتتهینا .(7981)درافشتتان، 

استت  کترده تولیتد ،نتژاد متمتایز 11 و شتدهپراکنده

(Kincaid, e al.,1977) .مختل  هایدوره در ایران در 

 ماننتد کشتور چنتدین از ایتن ماهیتان زده تختم چشتم

 کشتور وارد انگلتی  و ایتالیتا وژ،نر فرانسه، دانمارک،

اختتلاط  یکتدیگر بتا غیراصتولی صتورتبته و شتده

-آسیا ایجاد سبا خود که اندیافتهپرورش و یداکردهپ

 ایران در پرورشی آلاهایقزل ژنی ذخیره به های تدی

نژادهتای  ازحتدیشب تلاقتی به علت چنینهم .است شده

 بچته رد زیتاد تلفتات و رشتد کتاهش، موتود مولدین

 بچته از بستیاری. استت آمتده بته وتتودآلا قزل ماهیان

       نشتان را هتای شتکلیناهنجتاری نیتز موتتود ماهیتان

(. در این صورت تتوان تولیتد 7989دهند )عبدالحی، می

محصول افزایش خواهد  شدهتمامماهیان کاهش و ب ای 

ختونی بنابراین، شاید بتوان از وقوع غیرعمدی هم؛ یافت

نتیکتی کته ناشتی از کوچتک بتودن تمعیتت و رانش ژ

یکتی از  عنوانبتهماهیان موتود در مراکتز تکییتر استت 

عوامل اصلی کاهش توان تولید و افتزایش هزینته تولیتد 

 .(Aulstad and Kittlesen, 1971)نام برد 

 پتانستیل رستاندن بته حتداکیر بترای ییورکلبته

 هایمدیریت کارگاه اهداف از یکی ماهیان، بیولوژیکی

نتژاد  اصتلا  و ژنتیک اساسی اصول کارگیریبه ،تکییر

 متدتییولان بقتای بترای ژنتیکتی تنتوع این. بنابراست

. (Bataillon, et al., 1996)استت  ضتروری گونتهیک

 ارزیتابی نیازمنتد موتتودات، در تنوع ژنتیکی مدیریت

استت  متوردنرر گونته تفکیک ذخایر و ژنتیکی ساختار

(Pujolar, et al., 2009) . گرفتتتهانجاماز تحقیقتتات 

در  DNAهتای مختلت  استتخراج مقایسه روش ینهدرزم

کته بته  (7931تتوان بته تبترک و همکتاران )آبزیان متی

از باله و فلت   DNAمقایسه کارایی سه روش استخراج 

پرداختنتتد، یحتتان زاد و  (Esox Lucius) یمتتاهاردک

ی ( که به بررسی روش ساده و کارا بترا7931همکاران )
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های ک نه میگو ببری ژنومیک از بافت DNAتداسازی 

 PCR( مناستتا بتترای Penaeus semisulcatusستتبز )

( کته بته 7931معکوت پرداختند و رتبتی و همکتاران )

هتای از بافت DNAهای متفاوت استخراج مقایسه روش

( Conus coronatusمختل  حلزون مخرویی دریایی )

ا اولتین قتدم در انجتام لتذتوان اشاره نمود. پرداختند می

 DNAآوردن  بتته دستتتمطالعتتات مولکتتولی  گونتتهینا

بنتابراین ایتن ؛ استتو کمیتت مناستا  یفیتتباکژنومی 

از  DNAتعیین ب ترین روش استتخراج  منروربهپژوهش 

یلایتتی پرورشتتی  کمتتانینرنگ یآلاقتتزلنمونتته ماهیتتان 

 .صورت گرفته است

 

 هامواد و روش
تعتداد  7931در ستال  انجتام ایتن پتژوهش منروربه

یلایتتی  کمتتانینرنگ یآلاقتتزلقطعتته بچتته متتاهی  711

 1پرورشتی از مجتمت  پتترورش متاهی ارتمنتد واقتت  در 

کیلومتری ش رستان فیروزکوه در استان ت ران ت یته شتد 

یتتخ قتترار داده شتتدند و بتته آزمایشتتگاه  فلاکتت و در 

الله انتقال بیولوژی و مولکولی دانشگاه علوم پزشکی بقیة

درتته  20-ده شدند و تا ادامه روند پژوهش در فریزر دا

گراد نگ داری شتدند. ت تت انجتام استتخراج از سانتی

: DNAروش مختلت  استتخراج  8باله دمی بچه ماهیتان 

شتترکت  DNAروش استتتخراج بتتا کیتتت استتتخراج  -7

Gene All (،7931تنتتتوبی )اکبرنتتتژاد، کشتتتور کتتتره        

 ,.Trizol Reagent (Hongbao, et alروش  -2

  Kروش سنتی حترارت و آنتزیم پروتئینتاز -9 ،(2008

(Innis, et al., 1990) کلروفتتترم روش فنتتتل -8 و

(Sambrook, et al., 1989)، قرار گرفت یموردبررس. 

 یآلاقتزلقبل از شروع مراحتل استتخراج، بچته ماهیتان 

 درتتتته  20-یلایتتتی پرورشتتتی از فریتتتزر  کمتتتانینرنگ

یدنتد و در دمتای اتتاق قترار داده گراد خارج گردسانتی

. از هر نمونه باله دمی بچه ینددرآشدند تا از حالت فریز 

 7/1گترم بتا تترازوی دیجیتتال بتا دقتت میلی 21ماهیان 

لیتتر میلتی 1/7گرم وزن گردیتد و در میکروتیتوپ میلی

 قرار داده شد.

 DNA بتتا کیتتت استتتخراج DNAمراحتتل استتتخراج 

بته شتر  زیتر  یوبکتره تنتکشور  Gene Allشرکت 

 است:

- CL Buffer هتا میکرولیتتر بته نمونته 211 بته میتزان

همتوژن دستتگاه هموژنتایزر  به کمکاضافه گردید و 

 .شدند

هتا نمونتهبته میکرولیتر  21 میزان به Kآنزیم پروتئیناز -

ند، ت تت  انیه ورتک  شد 21 گردید، به مدتاضافه 

   درتتته  11در دمتتای  ستتاعت 7لیتتز شتتدن بتته متتدت 

 اسپین شدند. ند وگراد ترموبلاک انکوبه گردیدسانتی

- BL Buffer هتا میکرولیتتر بته تیتوپ 211 بته میتزان

ند، بته  انیته ورتکت  شتد 21بته متدت  گردید،اضافه 

گتراد انکوبته درته سانتی 11در دمای دقیقه  71مدت 

 .گردیدند و اسپین شدند

 هتامیکرولیتتر بته تیتوپ 211 بته میتزان اتانول مطلت  -

   گردیدنتتد و بتته ورتکتت  و استتپین گردیتتد، اضتتافه 

 های فیلتر دار انتقال داده شدند.ستون

دقیقتته  7بتته متتدت  xg 1111 (rpm 8111)بتتا دور  -

 spinمواد عبور کترده از فیلتتر  گردیدند وسانتریفیوژ 

column دور انداخته شدند ها. 

بتا دور  ،اضتافه گردیتد BW Bufferمیکرولیتر  111 -

xg 1111 (rpm 8111)  دقیقته ستانتریفیوژ  7بته متدت

 هتا spin columnو مواد عبور کرده از فیلتر  گردیدند

 .دور انداخته شدند
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بتا دور  ،اضتافه گردیتد TW Bufferمیکرولیتر  111 -

xg 1111 (rpm 8111 بتته متتدت )دقیقتته ستتانتریفیوژ 7 

 هتا spin columnو مواد عبور کرده از فیلتر  گردیدند

 .شدند دور انداخته

دقیقتته ستتانتریفیوژ  7بتته متتدت  xg 79111بتتا دور  -

 .گرددحذف  ماندهیباق TW Bufferگردیدند تا 

بتترای متتدتی در  کتته AE Buffer میکرولیتتتر از 11 -

منتقتل  هتاستتونبه مرکتز بود  شدهدادهدمای اتاق قرار 

بتا  در دمتای اتتاق دقیقه انکوبه شدن 7 و بعد ازگردید 

دقیقه سانتریفیوژ گردیدنتد.  7 به مدت xg 79111دور 

استخراتی  DNAحاوی که از سانتریفیوژ  حاصلهمای  

گتراد  درتته ستانتی 8بته دمتای داری ت تت نگتهبود 

 .(7931داده شدند )اکبرنژاد، انتقال 

بتته  Reagent Trizolروش  بتتا DNAمراحتتل استتتخراج 

 شر  زیر است:

       1/7بتتتتته میکروتیتتتتتوپ  Trizolمیکرولیتتتتتتر  211 -

لیتری حاوی نمونته بالته دمتی بچته ماهیتان اضتافه یلیم

 کل بافت را بپوشاند. کهییوربهگردید 

اضتافه گردیتد و بته  Kمیکرولیتر آنزیم پروتئینتاز 71 -

 ورتک  شدند. یخوببهدقیقه  7مدت 

گتراد درتته ستانتی 91دقیقته در دمتای  71به مدت  -

 شدند. انکوبه

افه گردیتتد و بتته میکرولیتتر بتتافر لیتتز ستلول اضتت 711 -

 دقیقه ورتک  شدند. 2مدت 

گتراد درتته ستانتی 11دقیقته در دمتای  71به مدت  -

 انکوبه شدند.

میکرولیتتتتتر کلروفتتتترم اضتتتتافه گردیتتتتد و  711 -

تکتتان داده شتتدند تتتا دو فتتاز  شتتدتبههتتا میکروتیتتوپ

 نمایان گردد.

 انکوبه شدند. اتفاقدقیقه در دمای  71به مدت  -

 8در دمتتای  xg 72111بتتا دور دقیقتته  71متتدت بتته  -

شتدند. ستته فتاز ایجتتاد  ستانتریفیوژگتتراد درتته ستانتی

فتاز وستط فتاز تامتد و  ،RNAگردید. فاز مای  رویی 

 است. DNAفاز مای  پایینی 

است، تتدا گردیتد  DNAفاز مای  پایینی که حاوی  -

 آن ایزوپروپانول اضافه گردید. حجمهمو 

گتتراد ستتانتیدرتتته  8ستتاعت در دمتتای  7بتته متتدت  -

 انکوبه شدند.

 8در دمتتای  xg 72111دقیقتته بتتا دور  71متتدت بتته  -

شدند. مای  رویی حتذف  سانتریفیوژگراد درته سانتی

 است. DNAگردید و رسوب حاوی 

 11میکرولیتتر اتتانول  DNA ،111به رسوب حتاوی  -

 صد اضافه گردید و سپ  ورتک  شدند.در

درته  8ر دمای د xg 71111دقیقه با دور  1مدت به  -

شدند. متای  رویتی حتذف و بته  سانتریفیوژگراد سانتی

میکرولیتتر  11استت، مقتدار  DNAکته همتان  رسوب

 تقطیر اضافه گردید. دو بارآب 

گتراد درتته ستانتی 91دقیقته در دمتای  91به مدت  -

تقطیتر  دو باردر آب  DNAانکوبه گردیدند تا رسوب 

درتته  8 بته یخچتال بتا دمتای درن ایتتحل گتردد و 

 .(Hongbao, et al., 2008 ) گراد انتقال یافتندسانتی

روش سنتی حرارت و آنزیم با  DNAمراحل استخراج 

 به شر  زیر است: Kپروتئیناز

 1/7های میکرولیتر بافر لیز سلول به میکروتیوپ 211 -

حتتاوی نمونتته بالتته دمتتی بچتته ماهیتتان اضتتافه گردیتتد، 

 کل بافت را بپوشاند. کهییوربه

میکرولیتتر آنتزیم  71ها مقتدار ت ت حذف پروتئین -

 دقیقه ورتک  شدند. 7اضافه گردید و  Kپروتئیناز

گتراد درتته ستانتی 11ستاعت در دمتای  8به مدت  -

 انکوبه شدند.
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بته  Kخنیی کتردن فعالیتت آنتزیم پروتئینتاز منروربه -

گتراد انکوبته درتته ستانتی 31دقیقه در دمای  1مدت 

 گردیدند.

 ستتانتریفیوژ xg 71111دقیقتته بتتا دور  71 متتدته بتت -

را تتدا کترده و بته  DNAشتدند. متای  رویتی حتاوی 

لیتری تدیتدی انتقتال داده و در میلی 1/7میکروتیوپ 

 گتراد یخچتال نگ تداری شتدنددرتته ستانتی 8دمای 

(Innis, et al., 1990). 

کلروفترم بته شتر  با روش فنتل DNAمراحل استخراج 

 زیر است:

 1/7هتتتای بتتته میکروتیتتتوپ STEمیکرولیتتتتر  211 -

میکرولیتری حاوی نمونته بالته دمتی بچته ماهیتان اضتافه 

 گردید.

همتوژن  یخوببتهها به کمک دستگاه هموژنایزر نمونه -

 گردیدند.

 اضافه گردید. Kمیکرولیتر آنزیم پروتئیناز 71 -

گتراد درتته ستانتی 711دقیقته در دمتای  21به مدت  -

 انکوبه شدند.

 شدند. سانتریفیوژ xg 71111دقیقه با دور  71 مدتبه  -

و  تداشتتدهاستتت  DNAمتتای  رویتتی کتته حتتاوی  - 

 آن فنل کلروفرم اضافه گردید. حجمهم

 شدند. سانتریفیوژ xg 71111دقیقه با دور  71 مدتبه  -

 حجمهمو  تداشدهاست  DNAمای  رویی که حاوی  -

 آن ایزوپروپانول اضافه گردید.

گراد درته سانتی 20-ساعت در فریزر  2تا  7به مدت  -

 قرار داده شدند.

 ستتانتریفیوژ xg 71111دقیقتته بتتا دور  21 متتدتبتته  -

 DNAکه همتان  رسوبشدند. مای  رویی حذف و به 

تقطیتر اضتافه  دو بتارمیکرولیتتر آب  11است، مقتدار 

 گردید.

گتتراد درتتته ستتانتی 91دقیقتته در دمتتای  91بتته متتدت  -

تقطیتر  دو بتاردر آب  DNAتا رستوب انکوبه گردیدند 

درتتته  8بتته یخچتتال بتتا دمتتای  درن ایتتتحتتل گتتردد و 

 .(Sambrook, et al., 1989) یافتندگراد انتقال سانتی

 یهتتتتا DNA کمیتتتتتکیفیتتتتت و  ت تتتت بررستتتتی

روش متتداول  از روش متذکور 8در هر  شدهاستخراج

 ,.Moore, et al) صتددر 7 زوالکتروفتورز ژل آگتار

ستپ  ت تت  پ استفاده شتد.انانودراه دستگ و (1991

 کمتانینرنگ یآلاقزلماهیان  در Tyrosineتکییر ژن 

 یاهترباز از آغازگ تفت 829یلایی پرورشی به یول 

 Tyr1.2f  (Lori et al., 1999) و Tyr1.2rی اختصاص

 های:یتوال     با 

Tyr1.2r 5́ CCTCCCTACTCTGACATCGT3́  
Tyr1.2f 5́ CAGCTCAGACTATGTCATC3 

 اییترهانجتام واکتنش زنج منروربتهاستفاده گردید. 

 ازمیکرولیتر  21در حجم  Tyrosineژن  PCR))یمراز پل

 DNAمیکرولیتتتتتتر  7، مستتتتتترمیک  میکرولیتتتتتتر 71

میکرولیتتتر  7میکرولیتتتر پرایمتتر مستتتقیم،  7استتتخراتی، 

تقطیتر تحتت  دو بتارمیکرولیتر آب  1پرایمر معکوت و 

یکلر ذیتل صتورت گاه ترموستادستسکیل دمایی  شرایط

دقیقه در دمتای  1سازی کلی به مدت پذیرفت: واسرشته

 انیته  81به متدت  یواسرشته سازگراد، درته سانتی 38

گراد، اتصال پرایمرها به متدت درته سانتی 38در دمای 

گتراد، بستط اولیته درتته ستانتی 1/18 انیه در دمای  81

گراد و ته سانتیدر 12 انیه در دمای  81پرایمر به مدت 

 12دقیقه در دمای  1سرانجام بسط ن ایی پرایمر به مدت 

 8تتتا  2ستتیکل در مراحتتل  91گتتراد بتترای درتتته ستتانتی

روی ژل آگتاروز  PCRمحصولات  یتاًن اتنریم گردید. 

 .استین الکتروفورز شدندصد حاوی رنگ سی در 7

 

 نتایج

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

32
23

54
5.

13
97

.1
2.

2.
10

.6
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 a
qu

de
v.

la
hi

ja
n.

ia
u.

ir
 o

n 
20

26
-0

6-
14

 ]
 

                             5 / 11

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.23223545.1397.12.2.10.6
https://aqudev.lahijan.iau.ir/article-1-566-fa.html


 7931تابستان ، دوازدهم، شماره دومپروری، سال نشریه توسعه آبزی 1

 

 711روی  DNAروش استتخراج  8در این مطالعته 

یلایتی  کمتانینرنگ یآلاقتزلنمونه از باله دمی ماهیان 

مقایسه شدند. نتایج کیفیت و کمیت نانودراپ استخراج 

DNA آورده  7های مختل  در تتدول شتماره با روش

 .شده است
از باله دمی ماهیان  DNAروش استخراج  8: مقایسه 7تدول 

 کمانینرنگ یآلاقزل

 
کمترین غلرت به ترتیا بیشترین و  7در تدول 

شرکت  DNAهای کیت استخراج مربوط به روش

Gene All  و روشReagent Trizol چنین بود و هم

( مربوط به ODبیشترین و کمترین نسبت تذب نوری )

و  Gene Allشرکت  DNAهای کیت استخراج روش

 بود.  Kروش سنتی حرارت و آنزیم پروتئیناز

روی ژل  DNAنتتتایج کیفیتتت و کمیتتت استتتخراج 

آورده شتتده  7صتتد بتته ترتیتتا در شتتکل در 7آگتتاروز 

 .است

 
 8با استتفاده از  DNAکیفیت و کمیت استخراج  : نتایج7شکل 

شتترکت  DNAکیتتت استتتخراج  -DNA 7روش استتتخراج 

Gene All 2-  روشreagent Trizol 9-  روش ستتتتنتی

روی ژل آگتاروز  کلروفرمفنل -K 8 ینازپروتئحرارت و آنزیم 

 صددر 7

روی  شدهاستخراج DNAنتایج کیفیت و کمیت 

صد نشان داد که ب ترین کیفیت و در 7ژل آگاروز 

عدم آلودگی و  ازلحا  شدهاستخراج DNAکمیت 

مربوط به روش کیت  یجادشدهاهای شارپ بودن باند

ها است و در سایر روش Gene Allاستخراج شرکت 

 دهندهاننشعدم شارپ بودن باندها و وتود اسمیر که 

 (.7دیده شد )شکل  استآلودگی 

 نتایج حاصل از تکییر ژن تیروزینتاز بتا استتفاده از

 .آورده شده است 1تا  2های در شکل PCRتکنیک 
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 مشاهده شد. 1و  8، 7های شماره در چاهک 423bpکلروفرم باند فنل درروش Tyrosinase ژن یرو PCR واکنش یجهنت: 2شکل 

 
 Kسنتی حرارت و آنزیم پروتئیناز درروش Tyrosinase ژن یرو PCR کنشوا یجهنت: 9شکل 

 
 Trizolاستخراج  درروش Tyrosinase ژن یرو PCR واکنش یجهنت: 8شکل 
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 Gene Allشرکت  DNAکیت استخراج درروش Tyrosinase ژن یرو PCR واکنش یجهنت: 1شکل 

از تکییتر ژن تیروزینتاز مشتخص  آمدهدستبهنتایج 

کیتتت استتتخراج  درروشتن تتا  423bpکتته بانتتد نمتتود 

DNA  شرکتGene All  یرشتدهتکیبا موفقیتت کامتل 

فنتل درروش( و این در حتالی استت کته 1است )شکل 

( چند باند بیشتر تشکیل نگردیتد و در 2کلروفرم )شکل 

و  Kدو روش دیگتتر ستتنتی حتترارت و آنتتزیم پروتئینتتاز

reagent  Trizol ودی غلرت و خلوص تتا حتد باوتود

(. از 8و  9باندی مشاهده نگردیتد )شتکل  یچه قبولقابل

مزیت دیگر استخراج به روش کیتت استتخراج شترکت 

Gene All تتر نستبت بته دهی کتمبه زمان پاسخ توانیم

 .اشاره نمود 7در تدول  ذکرشدههای سایر روش

 

 بحث
روش استخراج  8مقایسه  باهدف شدهانجامپژوهش 

DNA  یلایتی پرورشتی  کمتانیننگر یآلاقزلاز ماهی

(Golden Rainbow Trout: Oncorhynchus 

mykiss) مشتتتخص نمتتتودن ب تتتترین روش  منروربتتته

ت تتت مطالعتته مولکتتولی در ماهیتتان  DNAاستتتخراج 

قرار  یموردبررسیلایی پرورشی  کمانینرنگ یآلاقزل

غلرتت، ییت   یترمتغ 9گرفت. یی انجام ایتن پتژوهش 

بی قتترار گرفتتت و تتتذب نتتوری و زمتتان متتورد ارزیتتا

مشخص شد که ب ترین روش استخراج مربوط بته روش 

کتره کشتور  Gene Allشترکت  DNAکیت استتخراج 

توستتط ایتتن روش  یجادشتتدها. بانتتدهای استتت یتنتتوب

-شارپ بوده و از کیفیت مناسبی برخوردار هستند و متی

تواند در تحقیقات مولکولی نریر بررسی تنتوع ژنتیکتی، 

 یآلاقتتزلو ... در ماهیتتان  شتتکلی ژنتیکتتیبررستتی چنتتد

قترار گیترد تتا بتتوانیم توستط  مورداستتفاده کمانینرنگ

و ... ژنتتتوم  PCR ،PCR-RFLPهتتتایی نریتتتر تکنیتتتک

از ماهیان را مورد تمایز قرار دهتیم. در بررستی  گونهینا

 8در هتتر  شتتدهاستخراجهتتای DNAکیفیتتت و کمیتتت 

 8آمد کته هتر روش توسط دستگاه نانودراپ به نرر می

روش از غلرتتت و ییتت  تتتذب نتتوری قابتتل قبتتولی 

ای پلیمتتراز برختتوردار هستتتند، امتتا در واکتتنش زنجیتتره

(PCR) روش کیت استتخراج شترکت تزبهGene All  

 رنتگکمکلروفرم که چند بانتد و تا حدودی روش فنل

توانتد ها موف  نبودند که میبقیه روشمشاهده گردید ما 

، پروتئین، لیپید و RNAبه علت وتود آلودگی ناشی از 
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هتایی باشتد کته متان  از عملکترد صتحی  ستایر ستاختار

در یتتی واکتتنش  هام ارکننتتدههتتا محتتدودگر و آنتتزیم

 Berthomieu and) شتودیم (PCR)ای پلیمراز زنجیره

Meyer, 1991; Jeanpierre, 1987) مطالعه حاضتر بتا .

 1( که به ارزیابی 7937پژوهش کیالاشکی و همکاران )

لامبلیتا پرداختته کیست ژیاردیتا DNAستخراتی روش ا

خوانی دارد. کیالاشتکی و همکتاران مشتخص است، هم

توشتتاندن هماننتتد روش ستتنتی  درروشنمودنتتد کتته 

در پتتژوهش  شتتدهاستفاده kحتترارت و آنتتزیم پروتئینتتاز

حاضر هیچ باندی در یی فرآیند تکییتر توستط تکنیتک 

PCR   هماننتد  کلروفترمفنل درروشایجاد نشده است و

کلروفترم پتژوهش حاضتر چنتد بانتد در کتل روش فنل

بیشتر نمایان نشده است و ب تترین  یموردبررسهای نمونه

  (FGK Accuprep)روش استتتتخراج را روش کیتتتت 

اعتتلام کردنتتد. همچنتتین پتتژوهش حاضتتر بتتا پتتژوهش 

( که به بررستی تفتاوت 7932رحیمی کلده و همکاران )

ز زنبورهتتای ا شتتدهاستخراج DNAکیفیتتت و کمیتتت 

روش استخراج پرداختته بودنتد کته  1پارازیتوئید توسط 

را ب تترین روش اعتلام  Chelexیی آن روش استخراج 

کلروفرم را به دلیل فنل ازتملههای دیگر کردند و روش

تعتتداد مراحتتل زیتتاد، افتتزایش آلتتودگی و هزینتته زیتتاد 

مطلوب اعلام نداشتند با نتیجه پژوهش حاضر کته روش 

ختوانی دارد. رم را ناکارآمد اعلام داشتتیم هتمکلروففنل

( بته 7931در مطالعه دیگر محامی اسکویی و همکاران )

 منروربتته DNAهتتای مختلتت  استتتخراج مقایستته روش

مطالعتته مولکتتولی انگتتل فاستتیولا پرداختنتتد و مشتتخص 

مربتوط بته دو  PCRنمودند که ب ترین کیفیتت و بتازده 

لت ناکارآمتد و ع استو کیت استخراج  Chelexروش 

روش فنتتل  ازتملتتههتتای استتتخراج بتتودن ستتایر روش

وتتود آلتودگی ناشتی کلروفرم را همانند تحقی  حاضر 

RNAهتایی کته متان  از ، پروتئین، لیپید و ستایر ستاختار

در  هام ارکننتدههتا محتدودگر و عملکرد صحی  آنزیم

اعتلام  شتودیم (PCR)ای پلیمتراز یی واکنش زنجیتره

سه  ییکارامقایسه  ( به7931و همکاران )داشتند. تبرک 

پرداختنتتتتد و  یمتتتتاهاردکاز  DNAروش استتتتتخراج 

 ازتملتهبرخلاف تحقی  حاضر هر سته روش استتخراج 

روش فنل کلروفرم را کارآمتد اعتلام داشتتند. همچنتین 

( کته 7988داودی و همکتاران ) بامطالعهحاضر  پژوهش

بتا  ینتهاز بافت پاراف DNAهای استخراج به مقایسه روش

دو روش کیت تجاری و روش ستنتی حترارت و آنتزیم 

هتتا ختتوانی نداشتتت. آنپرداختتته بودنتتد هتتم K ینتازپروتئ

تحقی  حاضتر  برخلافرا  DNAب ترین روش استخراج 

اعتلام کردنتد.  Kروش سنتی حرارت و آنزیم پروتئینتاز

 DNAدر تحقی  حاضر چ تار روش مختلت  استتخراج 

             ،Gena Allکیتتتت استتتتخراج شتتترکت  -7شتتتامل 

2- Trizol Reagent ،9-  روش سنتی حرارت و آنتزیم

و قرار گرفت  یموردبررسکلروفرم فنل -8و  Kپروتئیناز

کیفیتت  ازلحا مشخص شد که ب ترین روش استخراج 

توسط دستتگاه نتانودراپ  شدهاستخراج DNAو کمیت 

کارآمد بودن  ازلحا صد و همچنین در 7و ژل آگاروز 

PCR  مربتوط بته روش کیتت استتخراجDNA  شتترکت

Gene All  استکشور کره تنوبی. 

 

 سپاسگزاری

دانتیم از زحمتات کلیته در اینجا بتر ختود لازم متی

کستتانی کتته متتارا در انجتتام ایتتن تحقیتت  یتتاری نمودنتتد 

 سپاسگزاری نماییم. 
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