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 Apis floreaاز زنبورعسل کوچک  DNAبررسی کارآیی چهار روش استخراج 

(Hymenoptera: Apidae) جهت انجام آزمایشات ژنتیکی 
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 چکیده

استخراج شده  DNAکیفیت و کمیت مناسب   در انجام آزمایشات ژنتیکی است، لذااولین مرحله  DNAاستخراج 

هایی که به سهولت یا روش دستیابی به روشدر مطالعات مولکولی امری بسیار ضروری می باشد. از این رو 

که یکی از دو گونه زنبورعسل موجود در ایران   Apis florea Fabriciusاز زنبورعسل کوچک  DNAاستخراج 

 تواند حائز اهمیت باشد. این گونه زنبورعسل به دلیل پراکندگی گسترده و همچنین ایفایاست کمک کند، می

برخوردار است.  به  جنگلی از اهمیت مطالعاتی زیادیو ی، باغی های زراع نقش مستقیم در گرده افشانی گونه

 و CTABکلروفرم، -شامل بهینه نمکی، فنلDNA همین دلیل در این مطالعه چهار روش استخراج 

CTAB+SDS ترین روش استخراج به منظور گزینش مناسبDNA مورد ارزیابی و آزمایش  کوچک زنبورعسل

مورد  های اسپکتوفتومتری و ژل آگارزاستخراجی با استفاده از روش DNAسپس کیفیت و کمیت  .قرار گرفت

 DNAبرای استخراج  CTAB+SDSاستخراج شده، روش  DNAبا توجه به کمیت و کیفیت مقایسه قرار گرفت. 

 از زنبورعسل کوچک قابل توصیه است. 
 

 Apis florea ،PCR: استخراج ، ژنتیک، ها کلید واژه

 

 مقدمه

‌ ‌گرده‌اهمیتامروزه ‌در ‌گیاهان‌زنبورعسل افشانی

‌به‌ ‌زیست ‌محیط ‌بهبود ‌و ‌مراتع ‌احیای ‌باغی، زراعی،

‌تولید‌عسل‌و‌ ‌و‌آشکار‌می‌باشد‌که حدی‌شناخته‌شده

ها‌و‌کلی‌در‌میوهطور‌به‌.دهدموم‌را‌تحت‌شعاع‌قرار‌می

‌بذر ‌مجموع ‌در ‌گرده1ها %‌ ‌باد، ‌وسیله ‌به %‌6افشانی

‌وسیله‌گرده ‌حشرا‌سایر‌افشانی‌به ‌گرده13ت‌و افشانی‌%

. (Naraghi, 2011)گیردتنها‌توسط‌زنبورعسل‌انجام‌می

‌زنبور ‌گونه ‌)‌دو ‌معمولی ‌ایرانیعسل ‌نژاد )Apis‌

mellifera meda Shorikovکوچک‌‌‌ ‌زنبورعسل و

Apis florea F.‌(در‌ایران‌وجود‌دارد‌Ruttner et al., 

‌1707(.‌زنبورعسل‌کوچک‌برای‌اولین‌بار‌در‌سال‌1985

‌این‌زنبور‌با‌‌1فابریسیوس‌توسط بررسی‌و‌معرفی‌گردید.

کند.‌بر‌خلاف‌ساختن‌یک‌شان‌در‌فضای‌باز‌زندگی‌می

‌تاریکی‌فضای‌کندو،‌‌این‌زنبور‌،زنبورعسل‌معمولی در

‌شکاف‌سنگ ‌خالی‌درختان، ‌زیستن‌تنه ‌به ‌قادر ...‌ ‌و ها

‌)نمی ‌کوچک‌Mossadegh, 2014باشد ‌زنبورعسل .)

A. florea‌ ‌سلسله ‌از ‌رده‌، ‌بندپایان، ‌شاخه جانوران،

‌بال ‌راسته ‌حشرات، ‌بالاخانواده ،‌ ،‌Apoideaغشائیان

‌ ‌Apidaeخانواده ‌زیرخانواده ،Apinae‌ ‌قبیله ،Apiniو‌‌

‌ ‌می‌Apisجنس ‌این ‌انتشار ‌منطقه در‌‌زنبورعسلباشد.

                                                           
1 - Fabricius 
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‌عمان،‌ ‌ایران، ‌همانند ‌کشورهایی ‌در ‌آسیا ‌غرب منطقه

‌پاو ‌اندونزی‌وجزیره ‌هندوستان، ‌فیلیپینپاکستان، ‌الان‌در

‌در‌همچنین‌است. ‌زنبور ‌‌این ‌خارطوم‌‌1106سال در

پایتخت‌سودان‌در‌شمال‌آفریقا‌برای‌اولین‌بار‌مشاهده‌و‌

‌‌.گزارش‌گردید ‌گونه ‌ندارداین ‌وجود ‌آمریکا ‌قاره ‌‌در

(Ruttner, 1988 ; Mossadegh, 2014این‌گونه‌‌ .)

در‌ایران‌در‌مناطق‌غربی،‌جنوبی‌غربی،‌جنوبی‌و‌گاهی‌

‌پراکندگی ‌نیز ‌کشور ‌شرق ‌جنوب ‌در ‌دارد‌اوقات

(Mossadegh, 2014.)‌

‌بودن‌ ‌دسترس ‌در ‌به ‌علمی ‌رشته ‌هر ‌در پیشرفت

و‌پیشرفته‌آن‌رشته،‌بستگی‌‌های‌جدیدها‌و‌روشتکنیک

‌در‌سال ‌پیشرفت‌رشته‌ژنتیک‌در‌اکثر‌دارد. های‌اخیر‌با

‌آزمایشآزمایشگاه ‌دنیا ‌کردن‌‌هاییهای‌معتبر برای‌جدا

‌بخش‌و ‌از ‌ای ‌ارگانیسم‌DNAیژه ‌ژنوم جهت‌پی‌‌1از

‌سکانس ‌به ‌شود‌‌2بردن ‌می ‌انجام ‌آن، ‌عملکرد و

(Kreuzer and Adrianne, 2003ژن‌ ‌واحدهای‌(. ها

‌می ‌ژنتیکی ‌اطلاعات ‌اختلالاساسی ‌که در‌‌باشند

‌آن ‌بیماریساختمان ‌بروز ‌باعث ‌مختلف‌ژنتیکی‌ها های

‌می ‌یا ‌شکلی ‌چند ‌وجود ‌موارد ‌در ‌ضمن ‌در پلی‌شود.

ها‌در‌تفاوت‌فنوتیپ‌در‌افراد‌مشاهده‌اثرات‌ژن‌3مورفیسم

‌و‌جهت‌بررسی‌تفاوت ‌شده ‌افراد، ‌در ها‌ساختمان‌ژنها

‌می ‌قرار ‌بررسی ‌)مورد  ,Trevor and Julianگیرد

2006.)‌‌

‌علوم‌ ‌در ‌روزافزونی ‌اهمیت ‌از ‌مولکولی مباحث

‌اسیدهای‌نوکلئیک‌ ‌استخراج ‌و ‌هستند زیستی‌برخوردار

های‌ژنتیکی‌مانند‌مهمترین‌نیاز‌در‌اجرای‌تحلیلاولین‌و‌

‌بخش‌ ‌عملکرد ‌و ‌توالی ‌به ‌بردن ‌پی تشخیص‌جهش‌و

 ,Berthomieu and Meyer)‌باشدای‌از‌ژنوم‌میویژه

1991‌ ‌همچنین ‌اطلاعات‌( ‌اساس ‌بر ‌ژنتیک مهندسی

شود‌میگذاری‌کد‌‌DNAژنتیکی‌قرار‌دارد‌که‌توسط‌

‌ژن ‌شکل ‌به ‌میو ‌منظم ‌شودها ‌به‌‌پس. ‌دستیابی لزوم

                                                           
1- Organism genome 

2 - Sequencing 

3 - Polymorphism 

‌ ‌است‌‌DNAساختمان ‌مهندسی‌ژنتیک‌موجب‌شده در

‌استخراج‌ ‌برای ‌آزمایشگاهی ‌مختلف ‌روش ‌چندین که

DNA‌(از‌ژنوم‌بوجود‌آید‌Watson, 2004‌.)‌

‌خالص‌ ‌و ‌ژنتیک‌جداسازی ‌مهندسی ‌در ‌قدم اولین

‌ ‌‌DNAسازی ‌استخراج ‌انجام‌‌DNAاست. برای

‌همین ‌و ‌ژنتیک ‌تشخیتحقیقات ‌آزمایشات صی‌طور

‌(.Nicholl, 1996مختلف‌حائز‌اهمیت‌است‌)

DNAمی‌توان‌از‌هر‌نوع‌بافتی‌استخراج‌کرد‌‌‌ را

ولی‌در‌زنبورعسل‌این‌مسأله‌می‌تواند‌از‌قسمت‌قفسه‌

‌ماهیچه ‌ناحیه ‌این ‌در ‌زیرا ‌پذیرد، ‌انجام های‌سینه

‌ ‌به ‌دسترسی ‌همچنین ‌و ‌دارند ‌وجود ‌DNAپروازی

 ,Hepburn and Radolfساده‌تر‌صورت‌می‌گیرد‌)

2011‌.)‌

با‌توجه‌به‌محدودیت‌روش‌های‌استخراج‌که‌عموماً‌

‌ششامل‌روش ‌برده ‌داده‌های‌بکار ‌آزمایش‌انجام ‌در ده

شده‌است‌و‌با‌در‌نظر‌گرفتن‌این‌مسئله‌که‌امکان‌آزمون‌و‌

خطا‌و‌تکرار‌آزمایش‌جهت‌هر‌نمونه‌برای‌یافتن‌جواب‌

‌نمی ‌پذیر ‌امکان ‌روش‌مطلوب ‌بهترین ‌یافتن باشد،

‌نمونه ‌از ‌میاستخراج ‌مهم ‌بسیار ‌ها  ,Gari et al)باشد

2006).‌‌‌

 شامل‌چهار‌مرحله‌است‌DNAاصول‌کلی‌استخراج‌

(Poljak et al, 1995).‌

معمولا‌با‌شکستن‌سلول:‌از‌بین‌بردن‌دیواره‌هسته‌‌-1

‌شوک‌اسمزی ‌از ‌دترجن‌4استفاده ‌یونیتو ‌مانند‌2های ،

‌گیرد.،‌صورت‌می7یا‌تریس‌6تریتون

های‌یونی،‌ها‌با‌استفاده‌از‌دترجنتهضم‌پروتئین‌-2

‌سولفات ‌دودسیل ‌سدیم ‌SDS)‌0مانند ‌تخریب‌( سبب

‌ ‌به ‌متصل ‌پروتئین ‌و ‌سلولی ‌تیمار‌می‌DNAغشاء شود.

‌ ‌)پروتئیناز ‌نقش‌پروتئینKآنزیمی ‌فعالیت‌( ‌دارد. زدایی

‌حضور ‌در ‌آنزیم ‌این ‌‌SDSبهینه ‌دمای ‌در ،22‌‌ ‌62تا

                                                           
4 - Osmotic shock 

5- Ionic detergents 

6 - Triton 

7 - Tris 

8 - Sodium dodecyl sulfate 
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‌سانتی ‌دردرجه ‌است. ‌آنزیم‌گراد ‌دیگری‌مقابل، های

‌ ‌میDNAseمانند ‌دناتوره ‌شرایط ‌همین ‌در ‌و‌، شوند

‌متصل ‌دی‌ترکیبات ‌اتیلن ‌مانند ‌یونی، آمین‌کننده

‌اسیدتترا ‌نوکلئازEDTA)‌1استیک ‌آنزیم ‌با ‌برای‌2( ،

‌شوند.،‌متصل‌میDNAجلوگیری‌از‌تجزیه‌

‌پروتئین‌-3 ‌رسوب ‌در حاصله‌‌DNAها:

‌‌ناخالصی ‌دارد. ‌وجود ‌پروتئینهایی ‌رسوب ‌از‌جهت ها

‌شود.فنل‌وکلرفرم‌و‌یا‌محلول‌نمک‌اشباع‌استفاده‌می

‌از‌اتانول‌‌DNA:رسوب‌دادن‌‌-4 ‌استفاده معمولا‌با

‌شود.‌مطلق‌سرد‌انجام‌می

بسیاری‌از‌فرآیندهایی‌که‌بر‌پایه‌اصول‌بالا‌طراحی‌‌

بر‌و‌سمی‌هستند.‌بنابراین،‌استفاده‌بر،‌هزینهاند،‌زمانشده

‌روشی ‌بی‌از ‌سریع، ‌و‌که ‌بوده ‌صرفه ‌به ‌مقرون ‌و خطر

‌کیفیت ‌مطلوب‌‌ DNAکمیت‌و ‌نیز ‌آن ‌با بدست‌آمده

‌(.‌Kury et al., 1990باشد،‌مورد‌نیاز‌است‌)

‌روش‌ ‌استخراج ‌برای ‌مختلفی از‌‌DNAهای
‌روش‌ ‌است. ‌شده ‌استفاده ‌محققین ‌توسط زنبورعسل

Chelexبا‌کمی‌تغییر‌توسط‌‌Delarua et al., (2001)‌
‌ ‌استخراج ‌قفسه‌DNAجهت ‌کار‌از ‌به ‌زنبورعسل سینه

از‌‌DNAاین‌روش‌همچنین‌جهت‌استخراج‌رفته‌است.‌
‌قرار‌ ‌محققین ‌سایر ‌استفاده ‌مورد ‌زنبورعسل ‌سوم پای

 (.Garnery et al., 1998., Estoup et alگرفته‌است‌

1995., Strange et al., 2007 ., Frank et al., 

2001)‌ ‌روش .CTAB‌‌ ‌Irfan et al.‌(2006)توسط
‌ ‌استخراج ‌مورد‌‌DNAجهت ‌زنبورعسل ‌بدن ‌کل از

‌بررسی‌قرار‌گرفته‌است.
ج‌مطالعات‌قبلی‌با‌هم‌هماهنگ‌با‌توجه‌به‌آنکه‌نتای‌

‌می‌نیست ‌نظر ‌به ‌کهو ‌مختلف‌و‌‌رسد ‌مواد ‌به ‌توجه با

‌نمونه ‌تفاوت ‌بدست ‌متفاوتی ‌نتایج ‌باشد‌ها ‌آمده

(Poljak et al.,1995)تحقیق‌‌ ‌این ‌در های‌روش‌لذا

‌ ‌نمونه‌DNAمختلف‌استخراج ‌روی ‌زنبورعسل‌بر های

 ها‌با‌همدیگر‌مقایسه‌گردید.‌کوچک‌انجام‌و‌کارایی‌آن

‌

                                                           
1 - Ethylenediaminetetraacetic acid 

2 - Nuclease 

 هامواد و روش

‌کلنینمونه ‌از ‌زنبورعسلبرداری ‌ .Aکوچک‌های
floreaانجام‌‌در‌‌‌ ‌تصادفی ‌صورت ‌به ‌خوزستان استان

‌گرفت‌ ‌این. ‌مناطقی‌که ‌داشت‌‌ابتدا ‌استقرار ‌آن ‌در گونه

‌ق ‌شناسایی ‌مورد ‌سپس ‌گرفت، ‌جمعرار ‌از‌برای آوری

های‌درب‌گشاد‌که‌حاوی‌پنبه‌آغشته‌به‌کلرفرم‌بودند‌‌شیشه

آوری‌در‌‌سپس‌نمونه‌ها‌بلافاصله‌پس‌از‌جمع‌.استفاده‌شد

‌ ‌دمای ‌در ‌و ‌مطلق ‌سانتی‌-28الکل ‌نگهداری‌درجه گراد

از‌قفسه‌سینه‌زنبورهای‌کارگر،‌پس‌‌DNAاستخراج‌شدند.‌

‌از‌جداسازی‌بال،‌سر‌و‌شکم‌به‌صورت‌زیر‌انجام‌شد.

 3روش بهینه نمکی

 Shouhani این‌مرحله‌از‌آزمایش‌براساس‌روش

et al.  (2012)ابتدا‌قفسه‌سینه‌زنبور‌توسط‌‌.انجام‌گرفت‌

میکرولیتری‌2‌/1های‌ازت‌مایع‌پودر‌شد‌و‌به‌میکرو‌تیوب

‌لیزکننده‌488سپس‌‌.منتقل‌شد ‌بافر ‌Mm18)‌4میکرولیتر

mM،‌2تریس‌بیس
6‌18EDTA ،M ‌44/8‌)کلرید‌سدیم

‌62ساعت‌در‌دمای‌2ها‌به‌مدت‌سپس‌نمونه‌اضافه‌گردید.

گراد‌درون‌حمام‌آب‌گرم‌قرار‌گرفته‌و‌پس‌درجه‌سانتی

‌ ‌افزودن ‌‌388از ‌سانتریفیوژ‌‌مولار‌NaCl‌2میکرولیتر و

به‌میکروتیوب‌جدید‌منتقل‌شده‌ها،‌فاز‌رویی‌جدا‌و‌نمونه

‌نمونه ‌به ‌و ‌‌128ها ‌شد.میکرولیتر ‌افزوده پس‌از‌‌کلروفرم

‌رویی ‌و‌جداسازی‌فاز اتانول‌‌میکرولیتر‌‌1888سانتریفیوژ

‌ها‌افزوده‌شد.مولار‌به‌نمونه‌3مطلق‌سرد‌و‌استات‌سدیم‌

‌الکل‌سپس‌نمونه ‌با درصد‌شسته‌‌78های‌سانتریفیوژ‌شده

در‌کف‌ DNA های‌رسوب‌شدهرشتهشد‌به‌صورتی‌که‌

‌ ‌نمونه ‌هر ‌به ‌نهایت ‌در ‌و ‌بماند ‌باقی ‌28میکروتیوب

‌میکرولیتر‌آب‌مقطر‌افزوده‌شد.‌

 7کلروفرم-روش فنل 

‌ ‌روش  Arias and Sheppard, (2005)براساس

‌نمونه ‌ابتدا ‌میکروتیوب ‌در ‌مایع ‌ازت ‌توسط ‌2/1ها

                                                           
3 - Salting out 

4 - Lysis buffer 

5 - Tris base 

6 - mili Molar 

7 - Phenol- Chloroform 
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‌کننده‌288و‌‌میکرولیتری‌پودر‌شده ‌میکرولیتر‌بافر‌جدا

(Mm‌18‌،باز‌تریسm‌43/8‌‌،ساکارز mM2‌Mgcl2‌،

(‌به‌هر‌میکروتیوب‌اضافه‌و‌خوب‌X188درصد‌تریتون‌1

‌‌‌11888دقیقه‌با‌سرعت‌‌2آن‌را‌مخلوط‌کرده‌و‌به‌مدت‌

‌ ‌دقیقه ‌در ‌شد.دور ‌هر‌‌سانتریفیوژ ‌رویی ‌محلول سپس

و‌مراحل‌آن‌قدر‌ادامه‌یافت‌‌شد‌ریخته‌میکروتیوب‌دور

 TEمیکرولیتر‌بافر108تا‌رسوب‌سفید‌رنگ‌شود.‌سپس‌

1X‌‌ ‌10و ‌SDS18میکرولیتر ‌و میکرولیتر‌‌4درصد

Kپروتئیناز
‌22ساعت‌در‌دمای‌‌2و‌به‌مدت‌اضافه‌شد‌‌1

حمام‌آب‌گرم‌قرار‌گرفت.‌بعد‌از‌این‌مرحله،‌درجه‌در‌

‌کلروفرم‌-هم‌حجم‌محلول‌موجود‌در‌میکروتیوب،‌فنل

‌‌24به‌نسبت‌ ‌بعد‌از‌سانتر‌22: ‌و ‌به‌مدت‌یوفاضافه ‌12ژ

محلول‌رویی‌را‌در‌‌دور‌در‌دقیقه‌‌11888دقیقه‌با‌سرعت‌

‌منتقل ‌جدید ‌میکروتیوب‌‌شده‌میکروتیوب ‌هر ‌به و

28‌ ‌سدیم ‌استات ‌‌3میکرولیتر ‌و میکرولیتر‌‌288مولار

‌مدت‌ ‌به ‌و ‌اضافه ‌سرد ‌مطلق ‌فریزر‌‌28اتانول ‌در دقیقه

‌شد‌-28 ‌نگهداری .‌ ‌به ‌هر‌‌DNAسپس ‌در حاصله

‌میکرولیتر‌آب‌مقطر‌افزوده‌گردید.‌‌28میکروتیوب‌

CTABروش 
2 

‌ ‌این ‌اساسکار ‌‌روش‌بر  ,.Evans et al استخراج

‌گرفت‌(2013) ‌نمونه‌.انجام ‌روش ‌این ‌درون‌در ها

‌میکروتیوب ‌مایع‌2/1های ‌ازت ‌توسط ‌میکرولیتری

-Mm Trisمیکرولیتر‌بافر‌لیز‌کننده‌)‌‌288شده‌و‌پودر

HCL188‌ ،Mm NaCl‌4/1‌ ،3
Mm EDTA‌28، 

CTAB2‌ ،‌ )%gµ28پروتئیناز‌K‌‌ ‌میکرولیتر‌2و

‌اضافه‌شد.%‌به‌نمونه2مرکاپتواتانول‌ دقیقه‌‌1پس‌از‌‌ها

‌در‌‌4ورتکس ‌روز ‌مدت‌یک‌شبانه ‌به ‌ها ‌نمونه کردن،

‌شدند.‌62دمای‌ ‌داده ‌قرار ‌آب‌گرم ‌حمام سپس‌‌درجه

‌ ‌مدت ‌‌1به ‌سرعت ‌با ‌دقیقه‌‌‌14888دقیقه ‌در دور

‌جدید‌ ‌میکروتیوب ‌به ‌رویی ‌محلول ‌شدند. سانتریفیوژ

‌-کلروفرم‌-از‌محلول‌فنل‌22:24:1منتقل‌شد‌و‌به‌نسبت‌

                                                           
1 - Proteinase 

2 - Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide  

3 - Millimolar 

4 - Vortex 

‌‌2الکلایزوآمیل ‌گردید. ‌اضافه ‌مدت دقیقه‌‌18سپس‌به

‌شدندنمونه ‌داده ‌آرامی‌تکان ‌به ‌‌ها ‌برروی‌یخ‌2و دقیقه

‌ ‌در‌قرار‌گرفتند. ‌دور‌14888پس‌از‌سانتریفیوژ‌نمونه‌ها

‌دقیقه ‌منتقل‌در ‌جدید ‌میکروتیوب ‌به ‌رویی ‌محلول ،

‌ ‌و ‌ایزوپروپانول‌288گردید ‌و‌‌6میکرولیتر سرد

28‌ ‌سدیم ‌استات ‌از ‌از‌‌3میکرولیتر ‌کدام ‌هر ‌به مولار

‌نمونه ‌مدت ‌به ‌ها ‌نمونه ‌گردید. ‌اضافه ‌در‌‌38ها دقیقه

گراد‌قرار‌داده‌شد‌و‌سپس‌به‌مدت‌درجه‌سانتی‌4دمای‌

38‌‌ ‌در ‌دقیقه‌دور‌14888دقیقه ‌انجام‌در ‌سانتریفیوژ ،

موجود‌در‌انتهای‌هر‌میکروتیوب‌‌DNAگردید.‌رسوب‌

‌الکل ‌از‌72با ‌هرکدام ‌نهایت‌به ‌در ‌و ‌شد ‌داده ‌شستشو %

‌میکرولیتر‌آب‌دوبار‌تقطیر‌اضافه‌شد.‌‌28ها‌نمونه

 ‌روش
7
CTAB+SDS 

‌ ‌این ‌‌کار ‌روش  Doyle and Doyleبراساس

‌گرفت‌(1987) ‌انجام ‌تغییراتی ‌روش‌پس‌از‌‌.با ‌این در

میکرولیتری‌‌2/1های‌ها‌در‌میکروتیوبخورد‌کردن‌نمونه

‌ ‌ازت‌مایع، ‌‌28توسط ‌بافر ‌از ‌‌CTABمیکرولیتر ‌188و

ها‌اضافه‌به‌هرکدام‌از‌نمونه‌SDSمیکرولیتر‌بافر‌لیزکننده‌

گراد‌در‌درجه‌سانتی‌68ساعت‌در‌دمای‌‌2سپس‌گردید.‌

یکرولیتر‌فنل‌م‌288حمام‌آب‌گرم‌قرار‌داده‌شدند.‌سپس

‌نمونه ‌و ‌گردید ‌اضافه ‌میکروتیوب ‌هر ‌به ‌به‌18ها دقیقه

‌سپس‌نمونه ‌به‌مدت‌آرامی‌تکان‌داده‌شدند. دقیقه‌‌18ها

‌ ‌سرعت ‌‌12888با ‌دقیقه ‌در ‌فاز‌دور ‌و ‌شدند سانتریفیوژ

‌ ‌دوباره ‌دورن‌میکروتیوب‌جدید‌منتقل‌شد‌و ‌2بالایی‌به

گرم‌گراد‌حمام‌آب‌سانتی‌درجه‌68ساعت‌درون‌دمای‌

میکرولیتر‌فنل‌به‌آنها‌اضافه‌شد‌‌288.‌سپس‌قرار‌داده‌شدند

انتریفیوژ‌برروی‌آنها‌و‌به‌آرامی‌تکان‌داده‌شده‌و‌دوباره‌س

میکرولیتر‌کلروفرم‌به‌هرکدام‌‌288سپس‌صورت‌گرفت.‌

دقیقه‌به‌آهستگی‌تکان‌داده‌‌2ها‌اضافه‌گردید‌و‌از‌نمونه

‌فا ‌و ‌شده ‌سرعت‌سانتریفیوژ ‌حداکثر ‌با ‌و ‌رویی‌به‌شده ز

‌جدی ‌میکروتیوب ‌گردید.دورن ‌منتقل ‌‌د ‌28سپس

                                                           
5 - Phenol: Chloroform: Isoamyl Alchol 

6 - Isopropanol 

7 - Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide + 
Sodium dodecyl sulfate 
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‌نمونه ‌اتانول‌مطلق‌به ‌نمونهمیکرولیتر ‌شد‌و ‌اضافه ‌به‌ها ها

‌فریزر‌28مدت ‌در ‌سانتی‌-78دقیقه ‌نگهداری‌درجه گراد

‌دور‌12888دقیقه‌در‌‌2شدند‌و‌سپس‌سانتریفیوژ‌به‌مدت‌

سپس‌با‌استفاده‌از‌سمپلر‌فاز‌الکلی‌‌،‌انجام‌گرفت.در‌دقیقه

‌ ‌و ‌شد ‌الکل‌1888جدا ‌میکروتیوب78میکرولیتر ‌به ها‌%

‌مدت‌ ‌به ‌و ‌شد ‌‌18اضافه ‌در ‌دقیقه‌‌12888دقیقه ‌در دور

(‌ ‌گرفت ‌صورت ‌نمونهسانتریفیوژ ‌این‌شستشوی ‌در ها

‌نمونه ‌صورت‌گرفت(. ‌دوبار ‌مدت‌مرحله ‌به دقیقه‌‌28ها

‌28شوند‌و‌در‌آخر‌‌برروی‌دستمال‌قرار‌گرفته‌تا‌خشک

‌ها‌اضافه‌شد.میکرولیتر‌آب‌دوبار‌تقطیر‌به‌هرکدام‌از‌نمونه

‌

 نتایج و بحث
‌ ‌کیفیت ‌و ‌از‌‌DNAکمیت ‌استفاده ‌با ‌شده استخراج

روی‌ژل‌آگارز‌‌2و‌الکتروفورز‌1های‌اسپکتوفتومتریروش

‌‌یک ‌درصد ‌گرفت. ‌قرار ‌بررسی ‌خلوص‌مورد میانگین

DNAکه‌با‌چهار‌روش‌(‌208/268)بر‌اساس‌نسبت‌جذب‌‌

‌‌نشان‌داده‌شده‌است.‌1استخراج‌شد،‌در‌جدول‌

‌داده ‌آماری ‌تحلیل ‌و ‌بررسی‌‌مربوطهای‌تجزیه به

نشان‌ DNA اثر‌روش‌استخراجی‌بر‌روی‌تعیین‌کیفیت

‌معنی ‌تفاوت ‌که ‌داشت‌داد ‌وجود ‌تیمارها ‌بین داری

ها‌با‌استفاده‌از‌آزمون‌دانکن‌(.‌مقایسه‌میانگین2)جدول‌

‌ ‌سطح ‌روش‌‌2در ‌که ‌داد ‌نشان ‌CTAB+SDSدرصد

‌(.1بود‌)شکل‌‌DNAبهترین‌روش‌برای‌استخراج‌

ها‌توسط‌آزمون‌آماری‌دانکن‌با‌تجزیه‌و‌تحلیل‌داده

‌ ‌احتمال ‌سطح ‌روش‌‌2در ‌که ‌شد ‌مشخص درصد

CTAB+SDSاستخراج‌‌‌ ‌اساس ‌جهت ‌روش بهترین

DNAده‌توسط‌بود.‌در‌نتایج‌بدست‌آم‌‌Shouhani et 

al., (2012) که‌بر‌اساس‌سه‌روش‌استخراج‌DNAبر‌‌

‌انجام‌ ‌ایرانی( ‌)نژاد ‌معمولی ‌عسل ‌زنبور ‌گونه روی

گردید،‌روش‌بهینه‌نمکی‌به‌عنوان‌روش‌مناسب‌جهت‌

این‌در‌صورتی‌است‌که‌نتایج‌. استخراج‌معرفی‌شده‌بود

های‌انجام‌شده‌اسپکتوفتومتری‌و‌ژل‌آگارز‌در‌آزمایش

                                                           
1 - Spectrophotometry 

2 - Electrophoresis  

‌روش‌ ‌که ‌داد ‌متوسط‌خلوص‌CTAB+SDSنشان ‌با ،

1/8‌±‌ ‌و‌‌‌01/1 ‌کارآیی‌بهتر ‌روش‌دیگر ‌سه نسبت‌به

بیشتری‌داشت.‌همچنین‌این‌نکته‌نیز‌شایان‌ذکر‌است‌که‌

DNAروش،‌برای‌انجام‌واکنش‌‌4استخراج‌شده‌در‌هر‌‌

ای‌پلیمراز‌قابل‌استفاده‌بود.‌ولی‌با‌توجه‌به‌کمیت‌زنجیره

مچنین‌با‌در‌نظر‌داشتن‌میزان‌هزینه،‌و‌کیفیت‌بالاتر‌و‌ه

‌ ‌میمناسب‌CTAB+SDS روش ‌نظر ‌به ‌و‌تر رسد

‌آسان ‌روش ‌این ‌با ‌استخراج ‌و ‌بوده ‌سریع ‌و ‌DNAتر

بود.‌زیرا‌محدوده‌مورد‌‌PCRهای‌حاصل،‌فاقد‌بازدارنده

‌ ‌اسپکتوفتومتری ‌روش ‌در ‌موج‌‌DNAجذب ‌طول در

268‌‌ ‌موج ‌طول ‌جذب‌در ‌مقدار ‌به متر‌نانو‌208نانومتر

‌ ‌محدوده ‌در ‌نشان‌‌0/1-2باید ‌موضوع ‌این ‌که باشد،

‌اسیدهای‌دهنده ‌توسط ‌بیشتر ‌جذب ‌که ‌است ‌این ی

‌کیفیت‌ ‌و بدست‌آمده‌‌DNAنوکلئیک‌صورت‌گرفته

‌است‌ ‌بوده ‌برخوردار ‌خلوص‌خوبی ‌از ‌و ‌بوده مطلوب

(Yoghesh and Khan, 2014)از‌‌ ‌حاصل ‌نتایج .

ایج‌بدست‌درصد‌،‌موید‌نت‌1الکتروفورز‌روی‌ژل‌آگارز‌

‌(.2باشد‌)شکل‌آمده‌از‌دستگاه‌اسپکتوفتومتر‌می

‌ ‌نتایج ‌جاری ‌ضخامت‌باندهای‌تحقیق ‌که ‌داد نشان

در‌طی‌مراحل‌استخراج‌که‌به‌صورت‌‌‌DNAاز‌حاصله

‌می ‌دیده ‌روی‌ژل ‌در ‌برای‌دنباله ‌معیاری ‌عنوان ‌به شود

گردد.‌تلقی‌می‌DNAهای‌تری‌برای‌نمونهکیفیت‌پایین

تاثیر‌به‌‌CTAB+SDSاز‌طرفی‌دوبار‌شستشو‌در‌روش‌

باشد.‌‌هتواند‌داشتسزایی‌در‌کاهش‌آلودگی‌پروتئینی‌می

ه‌های‌نشان‌دادکلروفرم‌هم‌بر‌اساس‌باند‌-البته‌روش‌فنل

‌فنل‌می‌شده ‌اینکه ‌دلیل ‌به ‌اما ‌باشد، ‌روش‌خوبی تواند

‌سرطان ‌خطرناک‌است،یک‌ماده ‌و ‌است‌کمتر‌‌زا بهتر

‌ا ‌گیردمورد ‌قرار ‌می‌.ستفاده ‌نظر ‌به ‌که‌همچنین رسد

‌ ‌و‌‌CTAB+SDSروش ‌کیفیت ‌با ‌استخراج توانایی

همچنین‌ایمنی‌بالای‌این‌روش‌برای‌ارد.‌کمیت‌لازم‌را‌د

‌طیوپژ ‌در ‌باعث‌قابل‌توصیه‌‌هشگران ‌استخراج مراحل

‌.‌بودشدن‌این‌روش‌خواهد‌
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 مختلف بر اساس چهار روش استخراج  A.floreaزنبورعسل کوچک  DNAن غلظت و خلوص میانگی -1جدول
Table 1. Average concentration and purity of DNA of dwarf honeybee A. florea based on four 

different extraction methods 

Concentration DNA(µg/µl) Absorption ratio 260nm/280nm Extraction method 

210.72 ± 0.03 1.82 ± 0.01a CTAB+SDS‌

191.36 ± 0.05 1.7 ± 0.02b CTAB‌

158.4 ± 0.04 1.37 ± 0.01b Phenol-choloroform‌

140.88 ± 0.06 1.15 ± 0.01c Salting out‌

‌

 A.floreaزنبورعسل کوچک  DNAهای استخراج تجزیه واریانس روش -2جدول
Table 2. Analysis of the DNA extraction methods of dwarf honeybee A. florea 

Pr>F F Mean square Sum of squares DF Source change 

0.000 22.363 0.411 1.234 3 Treatment 

  0.018 0.295 16 Error experimental 

   1.528 19 Total 

‌
 اسپکتوفتومتری روش از حاصل A.florea کوچک زنبورعسل DNA جذب نسبت میزان مقایسه -1شکل

Figure 1. The comparsion of DNA absorption ratio of dwarf honeybee A. florea by 

Spectrophotometric method 

‌

‌

 مختلفاستخراج شده با چهار روش  A.florea زنبورعسل کوچک DNAژل آگارز نمونه  -2شکل 
Figure 2. DNA sample of dwarf honeybee A. florea extracted with 4 different methods on agarose gel
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Abstract 

Background and Objectives 

DNA extraction is the first step of genetic experiments. In this regard, quality and quantity of 

extracted DNA plays an important role in molecular studies. This experiment was conducted in order 

to achieve a novel method that helps us to extract DNA from Apis florea F. (one of two important 

Iranian honeybees). This species is regarded as an important honeybee due to its world-wide 

distribution and direct role in pollination of field crops, orchards and forests. 

Materials and Methods 

Samples were collected randomly from the hives of dwarf honeybee in Khuzestan province. In the 

current research, DNA was extracted from the thorax tissues of worker bees. In total, four DNA 

extraction methods were evaluated including the optimal salting out, phenol-chloroform, CTAB 

and CTAB+SDS. To evaluate the quality of extracted DNA, spectrophotometry, 

electrophoresis and agarose gel methods were applied to compare the quantity and quality of 

DNA extraction.  

Results 

Quantity and quality of extracted DNA was evaluated by spectrophotometry based on the 

absorption ratio 260/280 and electrophoresis on agarose gel. Based on the absorption ratio, 

for the methods of salting out, phenol-chloroform, CTAB and CTAB + SDS were 1.15 ± 

0.01, 1.37 ± 0.01, 1.72 ± 0.02 and 1.82 ± 0.01, respectively. Duncan multiple range test 

revealed that CTAB+SDS was significantly different from other methods for the evaluation 

of DNA extraction. 

Discussion 

Based on the results, the quality of DNA visible bands on the agarose gel can be considered as the 

option to evaluate the quality of DNA. On the other hand, twice washing in the CTAB + SDS method 

reduced protein contamination significantly. Furthermore, it could be mentioned that all the DNA 

extraction methods used in this study seems to be suitable in polymerase chain reaction test, but 

CTAB+SDS resulted in higher DNA quality and quantity. We referred to this thorax tissue as 

“thoracic muscle mass”, which could be used as candidate tissue to obtain larger quantities of DNA. 

 

Keywords: Apis, CTAB, DNA, Extract, Genetic 
 


	6.pdf (p.1-8)
	Abs_6.pdf (p.9)

