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ها در نبر اساس نقطه ذوب آاي را دو رشته DNAقطعات  تفاوت قادر استنگاري مولكولي انگشت در DGGE روش
 +Na+/Kبررسي تنوع ژنتيكي در بخشي از ژن در اين تحقيق به منظور . داخل يك ژل دناتوره كننده آشكار سازد

ATPase هاي جمعيت دراين ژن  7، اگزون شمارهArtemia هاي با نامArtemia urmiana، Parthenogenetic 
Artemia, Urmia lake Lagoons،Parthenogenetic Artemia, Incheh lake  وParthenogenetic 

Artemia, Maharlu lake  از ايران در مقايسه با دو جمعيت آرتمياي غير بومي A. franciscana  وA. sinica  با
پس از استخراج بدين منظور . و تعيين توالي مورد بررسي قرار گرفت  DGGE ، RFLPهاي روشاستفاده از 

DNA ، 280برش آنزيمي قطعه  .تكثير يافتآغازگرهاي اختصاصي جنس آرتميا از  هاين ژن با استفاد 7اگزون شماره 
استفاده از  .آنزيم برش اندونوكلئاز نتوانست هيچ تفاوت مولكولي در اين اگزون را نمايش دهد 8وسيله هجفت بازي ب

در بين بر روي ژل دناتوره كننده نشان داد كه اين اگزون به شدت  PCR براي تفكيك محصول  DGGEروش 
توسط تعيين  DGGEتاييد نتايج . شناسايي نشده بود RFLP روشهاي آرتميا چندشكلي دارد كه قبلا توسط گونه

كه احتمالا اين  نشان دادهاي آرتميا تيجمع در توالي و محاسبه فاصله ژنتيكي تنوع نوكلئوتيدي در اين اگزون
هاي كه در طي روند تكاملي آرتميا و توليد سويه بودهيم پتاس -اگزون داراي نقش بسيار مهمي در ساختار پمپ سديم

 .دو جنسي و پارتنوژنز نقش دارد

 هاي كليدي واژه
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   مقدمه
تواند مياست كه  يموجودتنها   Artemia ،يجانوران پرسلول در

بقا ). Browne 1992(از غلظت نمك را تحمل كند سطوح بالايي 
- زيرا آرتميا داراي اندام باشدمي پذيرتحت چنين شرايطي امكان

هاي تخصص يافته براي خروج نمك از همولنف ايزواسموتيك 
ه تكامل، لارو يدر مراحل اول. باشدجي ميداخلي به محيط خار

ناحيه سر و در  ياندام پشت(اساسا نمك را توسط غده نمك 
كند يبه بيرون ترشح م 2بخش مياني مجراي گوارشو  )1سينه

)Conte 1984( . وظيفه انتقال املاح به بيرون در حيوان بالغ بر
و  يا، غدد آروارهيانهيم سيباشد كه در ضمامي يعهده غدد

 ).Holliday et al. 1990(اند دستگاه داخلي گوارش قرار گرفته
در حالت افزايش  Na+/K+ ATPaseسطح بالاي فعاليت پمپ 
 Cortes et ( ها به اثبات رسيده استغلظت نمك در اين اندام

al.1989; Holliday et al.1990 .( در نتيجه عملكرد اين پروتئين
مايي مشخص شده كه پمپ از غشاي پلاس+K و  +Naدر انتقال 

 ايفاآرتميا پتاسيم نقش ضروري در تحمل اسمزي بالاي - سديم
 .Conte 1984; Cortas et al. 1989; Holliday et al( كندمي

1990(.  
گونه دو جنسي آرتميا و چندين جمعيت پارتنوژنز  7تاكنون 

هر يك از اين ). Asem et al. 2010(ست اآرتميا شناسايي شده
هاي فيزيولوژيك و مورفولوژيك آرتميا داراي ويژگي هايجمعيت

يافته و در خاص خود بوده كه به شرايط ويژه اكولوژيكي سازش
در حقيقت . شونددامنه و محدوده خاصي از كره زمين يافت مي

رتميا باعث هاي آجمعيتشرايط سخت محيطي بين سازش به 
رند درجات كه قاد طوريهاي مختلفي از آرتميا شده توليد سويه
به عنوان اصلي ترين (غلظت نمك و دماي محيط  متفاوتي از

سازگاري  ).Lotfi et al. 2003( تحمل كنندرا ) اكولوژيك عوامل
 +Na+/Kنام به ساختار مولكولي ژني به هاي شوري تنشبه 

ATPase  ارتباط دارد Cortas et al. 1989; Conte 1989; 

Holliday et al. 1990)(. شود كه بتوان اختلافات بيني ميلذا پيش
هاي قابل توجهي را در بين آرتمياهايي با دامنه تحمل به غلظت

  . مختلف نمك در اين ژن يافت

                                                            
1 Cephalothorax 
2 Midgut 

شتاب فراواني به مطالعات  PCR-RFLPهاي اخير تكنيك در سال
هاي مربوط به ساختار ژنومي موجودات بخشيده و يكي از روش

يك بخش از يك ژن  مطمئن جهت مقايسه توالي يك ژن يا
هاي يك گونه يا افراد متعلق خاص در ميان افراد مختلف جمعيت

). Manaffar 2012(رود هاي مختلف به شمار ميبه گونه
 DGGE (Denaturing Gradient Gelالكتروفورز

Electrophoresis) است كه بر اساس اختلاف در دناتوره  روشي
زه مشابه در شيب با اندا PCRشدن و جدايي قطعات حاصل از 

بر  روشاين  ).Myers et al. 1987(فرماميد استوار است  -اوره
سه پيوند هيدروژني براي هر ( GCباز اساس پايداري جفت

. كندعمل مي) دو پيوند هيدروژني( ATباز در مقابل جفت) جفت
هاي متفاوت در يك ژل با توالي DNAمخلوطي از قطعات 

، الكتروفورز DNAاد دناتوره كننده آكريلاميد با شيب افزايش مو
مقاومت بيشتري كرده  GCغني از  DNAعموما قطعات . شوندمي

و تا زمان رسيدن به غلظت بيشتري از مواد دناتوره كننده، دو 
اي بهتر در ژل دو رشته DNAقطعات . مانداي باقي ميرشته

دناتوره  DNAهاي كه مولكولكنند، در حاليآكريلاميد حركت مي
-يافته يا متوقف ميها در ژل كاهششده بزرگتر شده و حركت آن

  .شود
ها در سطح مولكولي و مطالعه حاضر با هدف تعيين تفاوت

هاي دو جنسي و پارتنوژنز آرتميا در ايران بر جداسازي جمعيت
با استفاده از اگزون  DGGEو  PCR-RFLPهاي روشاساس 
 .انجام شد Na+/K+ ATPaseژن  7شماره 

  
   هاواد و روشم
هاي مورد استفاده در اين آزمايش، از سيست بانك سيست 

از  DNAاستخراج . پژوهشكده آرتميا و جانوران آبزي تهيه شد
از سيست آرتميا انجام گرفت  Chelexهاي فوق به روش سيست

(Estoup et al. 1996).DNA  توسط استخراج شده PCR-RFLP 
جهت  PCRواكنش . تمورد بررسي قرار گرف PCR-DGGEو 

ژن مورد نظر با آغازگرهاي اختصاصي  7تكثير اگزون شماره 
-CAG-CCA-'5  هاي آغازگر پيشروطراحي شده اين ناحيه با نام

AAC-GTA-TGG-CTT-<C>-3'ex7(1) : 5: و آغازگر پيرو'-

GAA-TTC-AGC-ACG-ACT-GCA-AA-<G>-3' :ex7(2) 
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-CCG-شامل  GCيك قطعه غني از  DGGE روشدر . انجام شد

GGG-CCC -GCG -GGC -CCC -CGG -GCC -GGG -CCC-
GGG  آغازگر پيشرو اضافه شد '5به ناحيه .  

 ميكروليتر آب ديونيزه، يك ميكروليتر بافر 8/3 با PCRواكنش 
PCR ،8/1 ميكروليتر Mgcl2 ،8/0  ميكروليترdNTPs ،2/0 

 Taq DNA ميكروليتر آنزيم 2/0ميكروليتر از آغازگر، 
polymerase  ميكروليتر  دووDNA  با دستگاه ترموسايكلر طبق
سازي اوليه براي واسرشته C°94دقيقه در دماي  دوبرنامه ذيل 

)Initial Denaturation( ،32 ثانيه  25اي شامل چرخه سه مرحله
ثانيه در  Denaturation( ،45(سازي براي واسرشته C°94 در دماي

ثانيه در دماي  25و ) Annealing(براي اتصال آغازگر  C°56دماي 
C°72  براي توسعه)Extension( توسعه نهايي قطعات  .انجام شد

محصول . بود C°72اي در دماي دقيقهسه هدف نيز با يك چرخه 
PCR  شده به روش الكتروفورز با ژل آگارز يك درصد در بافر

)1X(TBE  )Cinnagen(  ميكروليتر اتيديوم برومايد، با  4حاوي
 Gel-documentationبرداري و سيستم عكس UVاز اشعه  استفاده

 .مشاهده شد

 6در  مطالعه ژن موردبه منظور بررسي اختلافات مولكولي 
 محدود كننده آنزيم 8دوجنسي و پارتنوژنز آرتميا توسط جمعيت 

EcoRI, XapI(ApoI), SmoI, HinfI, HaeIII, SmaI, Hin61 و 
AvaII   مورد  شركتشده توسط  هارائدر درجه حرارت و زمان

 UVسپس توسط دستگاه ژل داك زير اشعه ه هضم قرار گرفت
  .مورد بررسي قرار گرفت

- دو رشته PCRهمانطور كه گفته شد، قطعات  DGGEدر تكنيك 

اي از ميان ژل دناتوره كننده حركت كرده و با واسرشته شدن 
ها بر اساس ميزان واسرشته شدن تغيير محدود سرعت حركت آن

اي، يك براي جلوگيري از جدايي كامل قطعات دو رشته. كنندمي
. شودبه يكي از آغازگرها اضافه مي) GCقطعه غني از ( GCدم 

ژل دناتوره كننده مورد استفاده بر روي شيب  DGGEبراي انجام 
ساعت در  14ها به مدت نمونه. درصد تنظيم شد 20- 50غلظتي 

بعد از اتمام . وفورز شدندالكتر C°57ولت و در دماي  120ولتاژ 
آميزي شد و زمان الكتروفورز، ژل توسط اتيديوم برومايد رنگ

  .مورد بررسي قرار گرفت UVسپس زير اشعه 
  

همچنين جهت تاييد نتيجه آزمايش پس از بررسي كيفيت 
قطعه مورد نظر جهت تعيين توالي نوكلئوتيدي به ، PCR محصول

ول تعيين توالي شده به محص. شركت سيناكلون تهران ارسال شد
افزار منظور بررسي تنوع نوكلئوتيدي و فاصله ژنتيكي، با نرم

POPGENE   و بر اساس رابطهNei’s genetic distance (1973) 
 .مطالعه قرار گرفت مورد

  
    نتايج و بحث

نتايج تكثير قطعه مورد نظر بوسيله آغازگرهاي اختصاصي نشان 
جفت بازي  280تميا يك قطعه هاي آرداد كه در تمامي جمعيت

  .)1شكل(است صورت كامل تكثير يافتهه ب
آنزيم آندونوكلئاز  8توسط  RFLPنتايج بررسي به روش 

 ,EcoRI, XapI(ApoI), SmoI, HinfI, HaeIII, SmaIدالاثر محدو

Hin61   وAvaII ها نشان نتوانست هيچ اختلافي را بين نمونه
ها گوي برش مابين نمونهدر حقيقت هيچ اختلافي در ال. دهد

  ).شكل نشان داده نشد(مشاهده نشد 
دهنده الگوي الكتروفورز قطعات بر روي ژل دناتوره نشان

كه ناشي از اختلافات نوكلئوتيدي زياد  بودهالكتروفورزي متفاوت 
بررسي ). 2شكل(در اين اگزون مابين آرتمياهاي مختلف است 

الگوي الكتروفورز در دقيق باندهاي الكتروفورز نشان داد كه 
ها شامل حداقل سه باند با درجه ذوب مختلف براي اغلب نمونه
در خصوص . بود) خصوصا در آرتمياهاي پارتنوژنز(هر نمونه 

بايستي  DGGEتنوع باندهاي مشاهده شده در ژل الكتروفورز 
اشاره شود كه تمامي باندهاي فوق در اين ژل در اصل داراي وزن 

كه در ژل الكتروفورز آگارز  بودهديك به هم مولكولي بسيار نز
اما در اين . بودها صورت نگرفته هيچگونه تفكيكي بين نمونه

هاي تكنيك كه اساس جداسازي آن بر پايه دماي ذوب رشته
DNA كه حاصل  نوكلئوتيديباشد اختلافات حتي تك مي
هاي موجب تغيير دماي ذوب رشته استي بازهاي آلي يجابجا
DNA ها نهايت الگوي حركت رشته در سرعت حركت و شده و

  .ستابر روي ژل متفاوت شده 
  جفت نوكلئوتيدي از اگزون 280قطعه  فوق،   نتايج تاييد   جهت
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)  M؛ F (A. franciscana؛  S (A. sinicaچاهك ها به ترتيب . bp50 از نوع  نشانگركنار ها در تمامي نمونهبدست آمده از الكتروفورز  bp 280باندهاي  -1شكل 

Parth. Mahalu Lake ؛I  (Parth. Incheh Lake ؛P  (Parth. Urmia Lake ؛U  (A. urmiana باشدمي.  
  

  
 دهندههر پيكان نشان. اعداد نمايش دهنده تعداد تكرارها در هر جمعيت مي باشند. جمعيت آرتمياي ايران 6در  DGGEالگوي حاصل از الكتروفورز به روش  -2شكل

  . در اين الكتروفورز فقط آرتمياي متلعق به درياچه اينچه هيچ گونه تنوع درون جمعيتي نشان نداد. باشديك الگوي جديد الكتروفورز مي
  

هاي آرتميا در تمامي جمعيت Na+/K+ ATPaseاز ژن  7شماره 
هاي مرتب شده در يك بررسي توالي. تعيين توالي نوكلئوتيدي شد

در اين  نوكلئوتيديدهنده اختلافات نشان نمونه از هر جمعيت
نتايج بررسي اختلافات . )3شكل( باشداگزون مابين نمونه مي

د اختلاف قابل نشان دا POPGENEافزار توسط نرم نوكلئوتيدي
شود هاي دو جنسي و پارتوژنز ديده ميتوجهي مابين نمونه

ي بر اساس محاسبه به عمل آمده كمترين فاصله ژنتيك). 1جدول(

كه حاصل شد در حالي A. urmianaمابين آرتمياهاي پارتنوژنز با 
 .Aهاي دوجنسي آرتميابالاترين فاصله ژنتيكي مابين گونه

franciscana  وA. sinica بررسي دقيق جدول ذيل . مشاهده شد
كه فاصله ژنتيكي اين دو گونه دوجنسي آرتميا  دادهمچنين نشان 

از فاصله ژنتيكي آرتمياهاي پارتنوژنز با آرتمياهاي پارتنوژنز بيشتر 
  .باشدمي A. urmianaبا 
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دهنده اختلاف عدم وجود علامت ستاره در زير هر رديف نشان .يابي شده در اين تحقيقهاي مختلف آرتمياي تواليافزار در جمعيتتوالي مرتب شده توسط نرم -3شكل

  .باشدنوكلئوتيدي مي
  

 .M  (Parth؛  F (A. franciscana؛ I  (Parth. Incheh Lake. جمعيت مختلف آرتميا 6در  Na+/K+ ATPaseژن  7زون فاصله ژنتيكي در اگ -1جدول

Mahalu Lake ؛P  (Parth. Urmia Lake ؛S (A. sinica ؛U  (A. urmiana.  
 I F M P S U 
I 0.0  
F 0.306 0.0     
M 0.273 0.046 0.0    
P 0.273 0.046 0.0 0.0   
S 0.704 0.735 0.726 0.726 0.0  
U 0.292 0.056 0.023 0.023 0.726 0.0 

  
در  چندشكليهاي رايج در تعيين از جمله تكنيك RFLPروش  

صورت موثري در بررسي ه كه ب باشدمي ي مختلفهابين جمعيت
 .Taggart et al(استفاده قرار گرفته ميتوكندري مورد  هاينژ

1992; Manaffar 2012 (در ميليون است يكاحتمال اشتباه آن  و 

)Avise 2004(.  در بررسي جمعيت پارتنوژنتيكاي ايران با استفاده
- مي روشاين  به كمككه  همشخص شد PCR-RFLP روشاز 

 كردجمعيت جدا  5توان جمعيت آرتمياي پارتنوژنيك ايران را به 

)Hajirostamloo 2009(. در بررسي به عمل آمده توسط ااخير 
اختلافات بنيادي در بين دو سويه آرتمياي پاتنوژنز ، RFLP روش

كشف  ،باشدو دوجنسي كه ناشي از يك نوكلئوتيد اختلاف مي
از پتانسيل بالايي براي  روشاين با اينكه  .Manaffar) (2012شد 

بوده  هاي ژنتيكي آرتميا برخوردارنشان دادن تنوع و شباهت

)Gajardo et al. 2004( وز هم نتايج قابل قبولي در ليكن هن
هاي آرتميا كشف نشده ها و سويهاختلاف ژنتيكي بين جمعيت

تعيين توالي اختلافات نوكلئوتيدي در اين در حاليست كه . است
موجب پيشنهاد  RFLP روشعدم كارايي . دهدزيادي را نشان مي

هاي دو جنسي و براي شناسايي جمعيت DGGE روشاستفاده از 
در اصل جهت شناسايي تنوع  روشاين  .ر ايران شدپارتنوژنز د

ها ابداع شده و با موفقيت مورد استفاده قرار هاي باكتريجمعيت
). Myers et al. 1987; Muyzer and Smalla 1998(است گرفته

به عنوان يك روش سريع، حساس و كاربردي اين روش همچنين 
است فتهكاربرد خوبي ياتشخيص تجاري نژادهاي روتيفر  جهت

)Dooms et al. 2007 .(  
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از پمپ  αزير بخش ) تعيين توالي شده در اين تحقيق و ترجمه اسيدهاي آمينه آن، ب A. franciscanaمتعلق به  7 توالي نوكلئوتيدي اگزون شماره) الف -4شكل

Na+/K+ ATPase .  
  

بررسي تنوع ژنتيكي به منظور حاضر تحقيق در همين راستا در 
جمعيت متفاوت  6در  Na+/K+ ATPaseژن  7ماره اگزون ش

و  RFLP، DGGEهاي روشآرتميا به ترتيب ناحيه فوق توسط 
هاي به عمل با بررسي. نهايتا تعيين توالي مورد بررسي قرار گرفت

هاي مختلف آرتميا مشخص ها و سويهآمده در خصوص جمعيت
انواع  ها سال با دستيابي بهشده كه اين موجود در طي ميليون

هاي متفاوت در شريط مختلف اكولوژيك به بقاي خود سازگاري
-و هم اكنون با سويه )Browne 1992; Yeong 2008(ادامه داده 

هاي مختلف اكولوژيك را تحمل مي كنند هاي مختلفي كه ويژگي
با توجه به اينكه آرتميا در  ).Lotfi et al. 2003(شوند شناسايي مي

شود بخشي از اين هايي با غلظت نمك متفاوت يافت ميآب
 +Na+/Kتواند ناشي از ساختار مي فيزيولوژيك هايسازگاري

ATPase  باشد)Holliday et al. 1990; Lind et al. 2013 .( اين
شود، ديده ميساختار متفاوتي  ژن كه در اغلب موجودات با

بين در  يچندشكلرجات مختلفي از داراي دكه  شدهحدس زده 
كد  يهاژن گزارش شده كه. باشدمي آرتميا هاي مختلف جمعيت
از وجود  يعلائم Na+/K+ ATPaseاز پمپ  1αرواحد يكننده ز

اند و نشان داده A. franciscanaرا در  چندشكليك مكان ي
 ;Sa´ez et al. 2000; Shinoda et al. 2009(ن پمپ يا α1زوفرم يا

Lind et al. 2013( در  يدياحتمالا نقش كلآن  7شماره  و اگزون
. كنندهاي مختلف نمك ايفا ميآرتميا نسبت به غلظت يسازگار

هاي وجود چندشكلي مولكولي در اين ناحيه و توانايي جمعيت
هاي مختلف نمك، احتمال مختلف آرتميا، به زيست در غلظت

در . كندنقش با اهميت اين بخش كوچك از ژنوم را پيشنهاد مي
ها و يا تغييرات تك نوكلئوتيدي در تغيير توانايي جهش توضيح

ها تاكنون تحقيقات زيادي به ساختار سه بعدي و عملكرد پروتئين
هاي تك نوكلئوتيدي مسئول صدها انجام رسيده و جهش

همچون ) Hoj et al. 1993; Sasabe et al. 2007(ناهنجاري 
لذا . ه اندهاي انسان تشخيص داده شدبيماري داسي شكل گلبول

-مي 7هاي تك نوكلئوتيدي در اگزون شماره وجود چنين جهش

-پتاسيم در بين جمعيت- تواند موجب تغيير ساختار پمپ سديم

جايي در ساختار زير واحد آلفا جابهكه  باشدهاي مختلف آرتميا 
پتاسيم موجب تغيير و احتمالا موجب كاهش يا  -  از ژن سديم

هاي اخير نيز وجود در بررسي. افزايش كارايي اين پمپ شود
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در توليد محصولات مختلف از اين ژن  gene splicingپديده 
  .)Manaffar 2012; Lind et al. 2013(بيني شده است پيش

 .Aبر اساس مطالعات به عمل آمده ارتباط ژنتيكي نزديكي ما بين 

urmiana هاي پارتنوژنز آرتميا پيشنهاد شده است با ديگر جمعيت
)Abreu-Grobois 1987 .( بر اساس اين مطالعات احتمالا نسل اول

ميليون سال قبل از آرتمياي  5/5آرتمياهاي پاتنوژنز چيزي حدود 
در منطقه خاورميانه جدا ) A. urmianaبه احتمال زياد (دو جنسي 

نتايج تحقيق حاضر نيز روابط  ).Baxevanis et al. 2006(اند شده
مختلف آرتميا را به اثبات  مولكولي نزديك اين دو جمعيت

اين بررسي نشان داد كه با وجود گذشت چندين ميليون . رساند
سال همچنان اين دو جمعيت آرتميا روابط نزديك ژنتيكي خود را 

هاي فنوتيپي، اكولوژيك و اند چيزي كه در بررسيدهكرحفظ 

-آرتميا بيشتر به چشم ميفيزيولوژيك اين دو جمعيت متفاوت

  .)Manaffar 2012(د خور
به نظر ) Manaffar 2012(زايي آلوپاتريكي آرتميا با توجه به گونه

هاي رسد اختلافات مولكولي مشاهده شده در بين جمعيتمي
تواند ناشي از فشار اكولوژيكي محيط باشد كه نهايتا آرتميا مي

. شده استهاي مفيد ژنتيكي موجب انتخاب جمعيتي و يا جهش
تيكي مشاهده شده در بخش كوچكي از ژن با توجه به تنوع ژن

Na+/K+ ATPase  و قابليت تكنيكDGGE  در رديابي اختلافات
كوچك شايد بتوان در آينده به كسب نتايج ارزشمندتر در 

دلايل كاربردي تغييرات مولكولي  اخصوص تنوع ژنتيكي خصوص
  .هاي آرتميا اميدوار بوددر اين ژن بين جمعيت
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