
  مقاله كوتاه پژوهشي
از زنبورهاي پارازيتوئيد جنس  اياندي مقايسه كميت و كيفيت روشهاي مختلف استخراج

Lysiphlebus ياسپكتروفتومتر به روش  
  

      3جليل حاجي زاده - 2رضا حسيني -*1سميه رحيمي كلده
 30/3/1390:تاريخ دريافت

15/4/1392:تاريخ پذيرش  

  
 چكيده

مشـكل و  هـا  اولين مرحله در شناسايي مولكولي حشراتي است كـه شناسـايي مورفولوژيـك آن   مي با كميت و كيفيت مناسب ژنو اياناستخراج دي
اهميـت  از ايـن حشـرات   اي خـالص  انپروتكل مناسب به منظـور تهيـه دي   انتخاب يك .تحت تأثير يك مرحله خاص از زندگي، اندازه و جنس قرار دارد

، CTAB ،Phenol- chloroformشناسي شـامل  هاي حشره در آزمايشگاه ايانحاضر پنج روش رايج استخراج دي  تحقيقدر . بسزايي در اين امر دارد
EST ،Lysis buffer  وChelex، از با استفاده استخراج شده  اياندي غلظت .انداي استخراج شده با هم مقايسه شدهاناز لحاظ كميت و كيفيت دي

 بـه در نهايت روش چلكـس بـا توجـه    . نشان داد هاي مورد بررسي بين روشرا داري تجزيه واريانس تفاوت معنينتايج . ري شدگي اندازه اسپكتروفتومتري
زنبورهـاي پارازيتوئيـد جـنس     ايانعنوان روشي مناسب با عملكرد بالاو مقرون صرفه براي اسـتخراج دي به  سادگي، در دسترس بودن و كم خطر بودن

Lysiphlebus شد پيشنهاد.  
  

  Lysiphlebusچلكس، اي، اندي ،اسپكتروفتومتري: كليدي هايواژه
 

    1 مقدمه
اساس كنترل بيولوژيك، شناسايي دقيق دشـمنان طبيعـي اسـت،    

توانـد منجـر بـه شكسـت     هاي مناسب براي شناسايي ميفقدان روش
اي اكثـر پارازيتوئيـدها داراي جثـه   . هاي كنترل بيولوژيك گـردد برنامه
هاي نزديك به هم، داراي تعداد بسيار جزيي ده و اغلب گونهبو كوچك

 .صفات مورفولوژيك متمايز كننده به منظور شناسـايي دقيـق هسـتند   
ــد   ــاي پارازيتوئي ــنس زنبوره  :.Lysiphlebus spp (Hymج

Braconidae) اين جنس . ها هستندداخلي شته -پارازيتوئيد انفرادي
هاي ايـن جـنس،   كم بودن گونهبا وجود  ،داراي تعداد كمي گونه است

هـاي بسـيار مشـكل و ناشـناخته از لحـاظ بيولوژيـك و       يكي از گروه
 سهولت جهت) 5(و همكاران پرساد  ).7( آيدسيستماتيك به شمار مي

از آغازگرهـاي   ،L. testaceipesشناسايي و رديابي زنبور پارازيتوئيد 
از روش يـد  زنبورهـاي پارازيتوئ  ايانديجهت استخراج و اختصاصي 

نيـز از روش چلكـس   ) 7(و همكاران سندروك . چلكس استفاده كردند
اسـتفاده   L. fabarumزنبور پارازيتوئيد  ايانديبه منظور استخراج 

                                                            
ــتاديا   -3و  2، 1 ــد، اس ــب دانشــجوي كارشناســي ارش ــه ترتي ــروه ب ــيار گ ر و دانش

  گياهپزشكي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه گيلان
  )Email: s.rahimik@yahoo.com                   :نويسنده مسئول -(*

  .كردند
هـايي   در مباحث مولكولي، استخراج مواد ژنتيكـي بـا محـدوديت   

بافر استخراج توانسته اسـت در   pHهمراه است كه تغيير در تركيب و 
 .به دسـت آمـده مـؤثر باشـد     RNAو  DNAد كميت و كيفيت بهبو

و  سـازي داري، ذخيـره به سن، نحوه نگـه  يك نمونه ايانديكيفيت 
 بنـابراين اولـين مرحلـه در اسـتخراج    . روش استخراج آن بستگي دارد

اســتفاده از يــك روش ســريع، مقــرون بــه صــرفه از لحــاظ  يااندي
دف از ايـن  ه ـ .رد قبول استبا كميت و كيفيت مو ،اقتصادي و زماني

اي به منظور ارائـه  انپژوهش، مقايسه پنج روش مختلف استخراج دي
حشـرات بـا جثـه     ايانيك روش سريع و آسان بـراي اسـتخراج دي  

  .استآلي  تركيبات و پروتئين به آلودگي عدمخلوص بالا و  كوچك،
  

  هامواد و روش
ــتخراج دي ــه روش اناس ــور   : CTABاي ب ــدد زنب ــنج ع پ

ليتـر بـافر   ميكرو 600در داخل تيوب حاوي  L. fabarum پارازيتوئيد
. استخراج قرار داده شده و با اسـتفاده از پسـتل پلاسـتيكي خـرد شـد     

 65دقيقه در داخـل حمـام آب گـرم در دمـاي      40-60به مدت  نمونه
پس از سانتريفيوژ، مايع رويي به تيوب . گراد قرار داده شددرجه سانتي

 از پـس . ميكروليتر كلروفرم اضـافه گرديـد   550به آن  جديد منتقل و
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ميكروليتـر   750مايع رويي به تيوب جديد منتقل و  مجدد، سانتريفيوژ
دقيقه تا يك  30سپس به مدت . ايزوپروپانول سرد به آن اضافه گرديد

پـس از گذشـت   . گراد نگهـداري شـد  درجه سانتي -20شب در فريزر 
اي دور انمـايع رويـي فاقـد دي   . ديـد زمان لازم نمونه سـانتريفيوژ گر 

سـرد  % 70نشين شده با اسـتفاده از  اتـانول  اي تهانريخته شده و دي
بـه نمونـه اضـافه     TEميكروليتر بـافر   50در پايان . سانتريفيوژ گرديد

 ).2( گرديد
پـنج عـدد زنبـور     :كلروفرم-اي به روش فنلاناستخراج دي

ليتـر بـافر   ميكرو 400حاوي  در داخل تيوب L. fabarumپارازيتوئيد 
مقدار . استخراج قرار داده شده و با استفاده از پستل پلاستيكي خرد شد

ليتـر بـه   ميكروگرم بـر ميكـرو   20به غلظت  Kميكروليتر پروتئيناز  5
 56دقيقه در حمام آب گرم در دمـاي   15نمونه اضافه شده و به مدت 

-RNaseميكروليتـر   5/0مقدار سپس . گراد قرار داده شددرجه سانتي

A  ليتر به نمونه اضافه شده و به مدت گرم بر ميليميلي 10به غلظت
گـراد قـرار   درجه سانتي 37دقيقه در داخل حمام آب گرم در دماي  15

پس از سانتريفيوژ، مايع رويي به تيوب جديد منتقل و بـه آن  . داده شد
 مجـدداً ه و كلروفرم به نسبت مساوي اضافه شـد -ميكروليتر فنل 200

مايع رويي بـه تيـوب جديـد منتقـل و يـك حجـم       . سانتريفيوژ گرديد
مولار اضافه و به مـدت   5حجم سديم كلرايد  2/0ايزوپروپانول سرد و 

نمونــه . گـراد نگهــداري شـد  درجــه سـانتي  -20دقيقـه در فريـزر    15
نشين شده اي تهاندي. سانتريفيوژ گرديده و مايع رويي دور ريخته شد

بـه   TEميكروليتر بـافر   50سرد شسته شده و در پايان  70%با اتانول 
  .)7( نمونه اضافه گرديد
پنج عدد زنبـور پارازيتوئيـد    :ESTاي به روش اناستخراج دي

L. fabarum  ليتـر بـافر اسـتخراج    ميكرو 500در داخل تيوب حاوي
نمونه به مدت  .قرار داده شده و با استفاده از پستل پلاستيكي خرد شد

گـراد قـرار   درجه سانتي 94قيقه در داخل حمام آب گرم در دماي د 12
 700پس از سانتريفيوژ، مايع رويي به تيوب جديـد منتقـل و   . داده شد

 5ميكروليتـر كلريـد سـديم     200ميكروليتر ايزوپروپانول سرد بعـلاوه  
پـس از انتقـال فـاز    . مولار به نمونه اضافه و سپس سانتريفيوژ گرديـد 

به تيوب اضافه و % 70ميكروليتر اتانول سرد  50ديد، رويي به تيوب ج
ميكروليتر بـافر   50اتانول دور ريخته شده و درپايان . سانتريفيوژ گرديد

TE 3( به نمونه اضافه گرديد( .  
پـنج عـدد زنبـور    : Lysis bufferاي به روشاناستخراج دي

ر ليتـر بـاف  ميكرو 400در داخل تيوب حاوي  L. fabarumپارازيتوئيد 
. استخراج قرار داده شده و با اسـتفاده از پسـتل پلاسـتيكي خـرد شـد     

درجـه   56دقيقه در داخل حمام آب گرم در دمـاي   30نمونه به مدت 
ميكروليتر استات پتاسيم به نمونـه   60گراد قرار داده شد، سپس سانتي

دقيقه روي يخ قرار داده شـد و در نهايـت    30اضافه گرديد و به مدت 
و  هدر اين مرحله فاز رويي به تيوب جديد منتقل شد. گرديدسانتريفيوژ 

ميكروليتر ايزوپروپانول سرد به نمونه اضافه و سپس سـانتريفيوژ   500

 5/0ميكروليتـر اسـتات آمونيـوم      100پس از حذف فاز رويي، . گرديد
. اضافه و سپس سـانتريفيوژ شـد  %  70ميكروليتر اتانول  400مولار و 

بـه نمونـه اضـافه     TEميكروليتر بـافر   50پايان  فاز رويي حذف و در
  . )4( گرديد

ــتخراج دي ــه روش اناس ــور  : Chelexاي ب ــدد زنب ــنج ع پ
ميكروليتــر  100در داخــل تيــوب حــاوي  L. fabarumپارازيتوئيــد 

Chelex-100 %5    قرار داده شده و با استفاده از پسـتل پلاسـتيكي
 65در دمـاي   تهـات پلي ـ ساعت در داخل  2نمونه به مدت  .خرد شد

 100دقيقـه در دمـاي    8سپس به مدت . درجه سانتيگراد قرار داده شد
ثانيـه ورتكـس    10-15درجه سانتيگراد قـرار داده شـده و پـس از آن    

درجـه سـانتيگراد قـرار     100دقيقه در دماي  8مجدداً به مدت . گرديد
فاز رويـي  . ثانيه ورتكس و سانتريفيوژ گرديد 10-15داده شد و سپس 

 . )8( به تيوب جديد منتقل شد اياندي يحاو
هاي استخراج شده به روش اياندي براي تعيين كميت و كيفيت

 ND-1000)هـا، از دسـتگاه  ذكر شده در بـالا و مقايسـه ايـن روش   

Spectrophotometer nanodrop, USA)  در مؤسسه تحقيقات
 وگرمهر نمونه برحسب نان ايانديغلظت . مركبات كشور استفاده شد

اين بررسـي در قالـب طـرح     .به دست آمد يتر نمونهلبر ميلي اياندي
بـراي   LSDتكـرار انجـام شـد و از آزمـون      11كاملاً تصـادفي و بـا   
  .ها استفاده شدمقايسه ميانگين داده

  
  نتايج

نشـان داده شـده    1در جـدول   ياسـپكتروفتومتر از نتايج حاصـل  
به دست آمده نشان  DNAنتايج تجزيه واريانس ميزان غلظت  .است

هاي مورد بررسي به لحاظ آماري در سطح احتمال يـك   داد بين روش
  ). 2جدول (داري وجود دارد  درصد اختلاف معني

نانو گـرم بـر    4/85با ميانگين Chelexروش بر اساس اين نتايج 
بـا سـاير   بـوده و  استخراجي اي انداراي بيشترين غلظت دي ليترميلي
 Lysisو  CTABهـاي  روش. داري نشان داد يها اختلاف معن روش
در يـك گـروه آمـاري     DNAبا دارا بودن كمترين ميزان غلظت بافر 

  .قرار گرفتند
  
  بحث

 ،لي ـاز قب يعـوامل بهينـه   ايانيروش اسـتخراج د  كي نييدر تع
هر نمونه، حجم  ايانيو مدت زمان لازم به منظور استخراج د نهيهز

 دي ـبا ازي ـمورد ن هايو دستگاه ياضاف باتيمواد، ترك ،ينمونه استخراج
  .)1( رنديمد نظر قرار گ
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  هاي به دست آمده توسط اسپكتروفتومتريها و نسبتغلظت -1جدول 
نسبت

DNA/RNA 
 نسبت

DNA/Protein 
 DNAغلظت

(ng/ml) هاروش  تكرار  
10/0
12/0 
29/0 
13/0 
19/0 
21/0 
12/0 
33/0 
26/0 
25/0 
18/0 

23/2
08/3 
24/2 
51/2 
41/2 
53/2 
76/2 
32/2 
43/2 
43/2 
58/2 

40/41
00/31 
50/98 
60/42 
60/60 
70/70 
90/40 
90/120 
30/86 
30/93 
62/68 

1 
2  
3  
4  
5  
6  
7  
8  
9  
10  
11 

EST  

15/0
12/0 
07/0 
06/0 
26/0 
12/0 
17/0 
11/0 
11/0 
17/0 
11/0 

58/1
81/1 
83/1 
37/2 
54/1 
66/1 
58/1 
78/1 
66/1 
54/1 
92/1 

40/61 
90/40  
10/21 
60/18 
50/91 
80/42 
80/58 
30/40 
30/41 
60/63 
03/48 

1 
2  
3  
4  
5  
6  
7  
8  
9  
10  
11 

Phenol-chloroform  

24/0
62/2- 
13/0- 
48/1- 
12/5- 
84/0- 
29/1- 
90/0- 
20/0- 
43/0- 
21/01 

84/1
38/2 
20/2 
27/2 
76/2 
74/2 
04/3 
35/2 
88/3 
77/3 
84/2 

10/6
70/24 
50/1 
50/19 
08/10 
80/13 
10/8 
20/14 
70/5 
00/8 
17/11 

1 
2  
3  
4  
5  
6  
7  
8  
9  
10  
11 

Lysis buffer  

25/0-
28/0- 
47/0- 
43/0- 
17/0- 
03/0 
05/0- 
11/0- 
63/0- 
11/0 
28/0- 

30/1
61/3 
72/2 
64/2 
39/10 
45/0 
01/2 
01/12 
89/3 
29/2 
15/2 

00/21 
00/17 
00/4 
00/17 
00/30 
50/10 
20/42 
80/17 
00/7 
00/14 
05/18 

1 
2  
3  
4  
5  
6  
7  
8  
9  
10  
11 

CTAB  

50/1
49/3 
59/2- 
05/1 
36/1 
94/1 
52/2 
07/1- 
00/2 
20/1- 
12/1 

79/0
42/1 
78/1 
62/1 
00/1 
03/1 
30/1 
47/7 
08/1 
19/2 
58/1 

50/79
80/89 
30/71 
90/102 
00/95 
80/100 
40/85 
20/99 
60/92 
30/86 
60/36 

1 
2  
3  
4  
5  
6  
7  
8  
9  
10  
11 

Chelex  
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  ايانس غلظت ديتجزيه واريان -2جدول 
  )MS(ميانگين مربعات  )df(درجه آزادي منابع تغييرات

  )روش استخراج(تيمار 
  خطا

C. V. 

4  
50  

** 86/1  
05 /0  
76/15  

  دار درصد معني 1در سطح  - **                                                          
  

 
  ايانديدست آمده در روشهاي مختلف استخراج  به ايانديمقايسه ميانگين غلظت نمودار  - 1 شكل

  
-اننتايج حاصل از اين تحقيق نشان داد كه كميت و كيفيـت دي 

هـا اسـت، بـه    تـر از ديگـر روش  اي حاصل از روش چلكـس مطلـوب  
. هاي اسـتخراجي نشـان داد  داري با ديگر روشطوريكه اختلاف معني

و نيز به دليل تعدد هاي متيوب ،هاي آليروش بدون نياز به حلالاين 
 ESTروش  .عدم دارا بودن تركيبات شيميايي روشي بسيار ايمن است

كه در مدت اي بوده انبعد از روش چلكس، داراي بيشترين غلظت دي
بـه همـراه    CTABروش  .گـردد زمان كمتر از يك ساعت كامل مي

 در يك گروه آماري قرار گرفـت، هـر دو روش   Lysis bufferروش 
صـرف   ،با توجه به تعداد زيـاد مراحـل  ه و ي برخوردار بوداز غلظت كم

، روش چندان مناسبي و آلودگي شديد به تركيبات آلي مدت زمان زياد

هـم   CTABد، اگـر چـه روش   نباشنمي ايانديبه منظور استخراج 
هـاي مولكـولي خصوصـاً در رابطـه بـا      اكنون در بسياري از آزمايشگاه

تعداد مراحـل   .گيردرد استفاده قرار ميهاي گياهي مواستخراج از بافت
بـافر احتمـال    Lysisكلروفـرم و   -، فنـل CTABهاي زياد در روش
هـا و  از طـرف ديگـر اسـتفاده از آنـزيم    . بردها را بالا ميآلودگي نمونه

-ها را به طـور معنـي  كلروفرم هزينه اين روش-تركيباتي از قبيل فنل
شده و ميزان  مامي موارد يادبا در نظر گرفتن ت .دهدداري افزايش مي

هـاي مـورد بررسـي، در نهايـت      به دست آمده از روش DNAغلظت 
روش چلكس به عنوان روشي ساده، ايمن و كارآمـد بـراي اسـتخراج    

  .شودپيشنهاد مي Lysiphlebusاي ژنومي زنبورهاي اندي
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