
 1397، 4، شماره 31جلد                                      )                                                   مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي جانوري 

  دردو جمعيت مختلف آرتميا Na/KATPase ژن بيان دراثر استرس شوري 
franciscana Artemia و Artemia Parthenogenetic با تكنيك DGGE-PCR-RT  

 1ابراهيم حسين نجدگرامي و 2كژال يوسفي، *1مهدي محمد زاده

  شناسي زيستدانشكده علوم، گروه  ، اروميه، دانشگاه اروميه،ايران

 16/11/96 :تاريخ پذيرش           13/2/96: تاريخ دريافت

  چكيده

و بالا رفتن شوري  تغييرات اقليمي ي واسطه به .كند يمهاي بسيار بالا را تحمل شورياست كه  پوستان سختيكي از انواع  ياآرتم
 ماهي ولارو  از فاكتورهاي مهم در امر پرورش و تغذيه يكي عنوان بهاهميت آرتميا  همچنين و ها تالابو  هاي داخليآبمنابع 
مطالعه حاضر  .رسدضروري به نظر ميمختلف آرتميا هاي جمعيتدر فرآيندهاي زيستي  يمولكولدرك مكانيسم هاي  ،ميگو

با استفاده از  دو جمعيت مختلف آرتميا 7اگزون شماره  در Na+/K+ATPaseاسترس شوري برروي بيان ژن  تأثير باهدف
 Artemiaو  Artemia franciscanaاز آرتمياهاي گونه جمعيت  2ابتدا در اين تحقيق . انجام شد RT-PCR-DGGEتكنيك 

Parthenogenetic در انتهاي دوره . گرم درليتر پرورش داده شد 180و  120، 60هاي در شوريmRNA  ژنNa+/K ATPase 
نتايج . شدنديابي توالي يجادشدهاباندهاي و همچنين بررسي  DGGE، تصوير آن بااستفاده از تكنيك cDNAتهيه و پس از توليد 

 Artemia Parthenogeneticدر كه يدرحال ،هموزيگوت A. franciscanaازاين ژن در يدشدهتول اين بررسي نشان داد محصول

دو آلل مختلف  كه ازحاصل ترجمه پروتئيني  Artemia Parthenogenetic همچنين در. استآلل كه حاصل دو هتروزيگوت 
هاي مختلف مشاهده در شوري يموردبررساي ههيچ تفاوتي در نمونه براساس نتايج اين مطالعه، جالب اينكه. است شده حاصل
   .باشدها ميتنها اختلاف موجود در ژنوم اين جمعيت و ظاهراً هنشد

  DGGE. ، تكنيكRT-PCRپتاسيم، -پمپ سديماسترس شوري، آرتميا،  :كليديهاي واژه

  m.mohamadzade@urmia.ac.ir :الكترونيكي ،  پست 04432776707: مسئول، تلفن نويسنده* 

  مقدمه
 يپرور يآبزصنعت هاي اخير در بيشتر نقاط جهان، در سال

 پروتئين ارزانبعنوان راهي جهت دسترسي سريع به 
از عمده مشكلات اين  حال نيا با .است شده  انتخاب

ماهي و  جمله از صنعت تهيه غذاي مناسب براي آبزيان
پرورش آرتميا و استفاده . )48و 13، 11 ،6( باشدمي ميگو

پروتئين و درصد  52- 55 داشتن متوسط وجود بااز آن 
هاي اسيدو اسيدهاي آمينه  برخيدرصد چربي و  4 - 15

هاي آنزيم برخي و همچنين بدليل داشتن چرب ضروري
رونق صنعت  نقش درتواند مي ،گوارشي در بدن خود

  ). 38و  15، 7( داشته باشد يپرور يآبز

 ستا يكي از موجوداتيآرتميا  ،سلوليجانوران پردر ميان 
 ازجملهسخت محيطي شرايط بسيار  به تحملكه قادر 

داراي  موجود زندهاين  ).32و  18( باشدميهاي بالا شوري
پمپ ( اضافي نمك دفعبراي  يافته تخصصهاي اندام
از همولنف ايزواسموتيك داخلي به محيط ) پتاسيم- سديم
هاي پروتئيني پمپ محل قرارگيري. )22( باشدمي خارج

هايي در دوران لاروي و بلوغ داراي تفاوت ،دفع نمك
ها در دوران پمپاين باشد چنانچه محل قرارگيري مي

لاروي در غدد نمكي پشت گردن و در دوران بلوغ در 
اي، غدد ماكزيلاري ضمايم سينه خارجي پاهاي هايبخش
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نتايج تحقيقات  ).34(راردارد قو لوله گوارش مياني 
عملكرد اين پروتئين   ي يجهدرنتمختلف نشان داده است 

 ،آرتميا از غشاي پلاسمايي +Kو  +Na هاييون در انتقال
هميشه در يك محدوده نرمال  آنفشار اسمزي داخل بدن 

  ).34و  24 ،22 ،5(قرار دارد 

 مورفيسم مولكولي در ژنبراساس مطالعات قبلي وجود پلي
هاي در توانايي جمعيت Na+/K+ ATPaseكننده پمپ كنترل

هاي مختلف، به اثبات متفاوت آرتميا براي تحمل شوري
اين مطالعات، اختلاف براساس نتايج ). 10(رسيده است 

 هاي ژن در ساختار يكي از اگزون  توجهي قابلژنتيكي 

Na+/K+ATPaseازجملههاي مختلف آرتميا بين تيپ  
  حالايننسي و پارتنوژنز وجود دارد باآرتمياي دوج

نظر به ). 40و 21(شود محصول پروتئيني مشابه حاصل مي
هاي مختلف اختلافات فنوتيپي و قدرت سازش جمعيت

كه  رسد ميهاي مختلف، به نظر آرتميا براي رشد در شوري
بايستي اختلافات ساختاري در محصول اين ژن در بين 

 ديگر بيان به. ود داشته باشدهاي مختلف آرتميا وججمعيت
 Gene(جهش دراين ژن بايستي موجب تغيير پيرايش 

splicing frame shift(  تغيير  سببدر اين ژنوم باشد كه
-وجود جهشهمچنين  .شودپروتئين حاصل از اين ژن مي

تواند موجب مي 7هاي تك نوكلئوتيدي در اگزون شماره 
هاي جمعيتپتاسيم در بين - تغيير ساختار پمپ سديم

در ساختار زير واحد اي تغيير ناحيه. مختلف آرتميا شود
 تغييرموجب  احتمالاًتواند مي Na+/K+ATPaseژن آلفا از 

  ).10(شود  غشايي كارايي اين پمپ

هاي مربوط به آن، ژنتيك مولكولي و تكنيك ةينزم در
ها شناسايي واسطه آنهاست كه ب  شده ارائهمختلفي  نظرات
لي صهدف ا. ي نادر ژنتيكي فراهم گرديده استهاجمعيت

بسياري از آزمايشات ژنتيك مولكولي در آبزيان، آناليز 
اي، ساختار جمعيتي، تنوع ژنتيكي، ارتباطات گونه

هاي در دهه ).37(باشد ها ميبندي آنسيستماتيك و طبقه
جانداران  يرپذيريتأثاخير بررسي نقش عوامل ژنتيكي در 

. ، اهميت بسيار زيادي پيدا كرده استاز عوامل محيطي
تواند كمك بسيار زيادي در بررسي اين عوامل ژنتيكي مي

از . هاي محيطي نمايدهاي مقاوم به تنشتعيين جمعيت
 توان از تكنيكمي  ها يبررسدر اين  شده استفاده هايروش

RT-PCR-DGGE امروزه يكي از مهماين روش . نام برد
 شوداكولوژي ميكروبي محسوب مي ةنزمي درها ترين ابزار

هاي سويهدر متمايز كردن  اين روشهمچنين ). 49و  44(
هايشان از توالي مختلف باكتريايي براساس تفاوت در

يابي جهش در بين شناخت و رد ،)47و  16،26، 1(يكديگر 
در بررسي  وتر باهم نزديك ارتباط باهاي ارگانيسم
هاي پيچيده مانند درياچه، رودخانه، دريا و خاك اكوسيستم

  رايبDGGE  روشاز   از استفاده  اي نمونه. كاربرد دارد
رشد   هورمون هگيرند 10  اگزون در  مورفيسم پلي  يافتن
  ).31( است شده انجام) 1999(  و همكاران جي  توسط

 5000 بر  بالغران با مساحتي ي اروميه در ايرياچهد
هاي طبيعي يكي از زيستگاه عنوان به، هميشه يلومترمربعك

 هاي يستگاهزاز  .)14( شودمناسب براي آرتميا محسوب مي
ي بزرگ نمك درياچه از توان يمآرتميا  ديگر توليد طبيعي

)Great Salt Lake ( در آمريكا كه بدون شك نقش حياتي
مثال كند، جهاني سيست آرتميا ايفا ميهاي نياز ينتأمرا در 

دليل كاهش البته در چند سال گذشته به. )35و  9،  3( زد
اين  ، ميزان شوري آبدر درياچه اروميه نزولات آسماني

گرم برليتر  350و به   يداكردهپافزايش چشمگيري  درياچه
شوري بالا باعث كاهش ميزان توليد . )4( رسيده است

شده  توجه قابلميزان بسيار  آرتميا به ي زنده و سيستتوده
 ژن ساختار بودن متفاوت رسدمي نظر به. )32و  19( است

Na+/K ATPase پارتنوژنز و يدوجنس هايجمعيت در 
 مورفيسمپلي از مختلفي درجات از ناشي كه آرتميا

 را مختلفي هايفنوتيپ باشدمي قادر ،باشدمي مولكولي
اين مسئله  .نمايد ايجاد مختلف هايشوري در رشد براي

 نحوه ازنظررا  آرتميا مختلف هايجمعيت ويژگي بررسي
 .ضروري ساخته است مولكولي، ازنظر شرايط بااين مقابله

روي بيان ژن بر  استرس شوري تأثير  باهدفمطالعه حاضر 
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Na+/K+ATPase  توسط  7با استفاده از اگزون شماره
  .نجام شدا RT-PCR-DGGE تكنيك

  روشهامواد و 
دراين بررسي از بانك   مورداستفاده آرتمياي هايسيست

اين . تهيه شدند دانشگاه اروميه سيست پژوهشكده آرتميا
 Artemia(هاي آرتميا فرانسيسكانا سيست ها شاملسيست

fransiscana( درياچه اروميه تيكو آرتمياي پارتنوژن 
)Parthenogenetic Artemia (هاي هردو سيست. بودند

 فيلتر  ppt35  دريايآب (يت تحت شرايط يكسان جمع
گراد و درجه سانتي 25 ، دماينميكرو 45/0 شده با فيلتر

 فالكون مخروطيدر ظروف ) نور و هوادهي به حد كافي
اين ). 20(گشايي گرديد براساس پروتكل استاندارد تخم

و ) گرم در ليتر 60و180،120(تيمار شوري  3در  بررسي
از هر جمعيت آرتميا . كرار انجام شدت 3هر تيمار با 

به داخل  و  شده شمارش يك عدد لارو اينستار 500تعداد
به ازاي هر ( ليتر 1 اي مخصوص حاويظروف استوانه
 26±  1دماي پرورش. منتقل گرديد) ليتر آبآرتميا دو ميلي
از ته ظرف مخروطي با كمك   يهوادهگراد و درجه سانتي

و كاتيو   نتايج كارهاي آقايبراساس  .پيپت انجام شد
،  آرتميا در پرورش  مورد استفاده  غذاي )1992(  همكاران

 غلظت با Dunaliella salina  تركيبي از جلبك
 Cells/ml106×18 ر فرمولهشده  و مخم  lansy Pz با غلظت  

g1 در ml150شوري. )25( بود% 9 سرم فيزيولوژيك 
  سنج وريبار توسط شكي هرروز،  پرورش  ظروف 

،  يا كاهش شوري  افزايش  شد و در صورت مي  گيري اندازه
  آب  مقطرّ يا آب دريا، شوري  آب  كردنبه ترتيب با اضافه

به يك آرتميا در سه  8 تراكم آرتميا در روز .شد تنظيم مي
 ليتر يليمار چهبه يك آرتميا در  14آب و در روز  ليتر يليم

هاي هر آرتميا ،پرورش 17در روز  .آب كاهش داده شد
 جداشدهميكرومتري  400جداگانه توسط فيلتر  طور بهتيمار 

برداشت  منظور بهاستريل و توسط آب شير و آب مقطر 
-تيوباضافي كاملاً شستشو شدند و به ميكروو مواد نمك 

نگهداري شدند تا  - c80°منتقل و در دماي  ml5/1هاي 
  .)17( يردها صورت گها بر روي آنساير آناليز

براي كشف تغييرات پايه"اصولاً RT-PCR-DGGEتكنيك 
و   DNAشناسايي تغييرات تصادفي در ساختار اي و
در اين  PCR هايفراورده. ها استسازي جهشآشكار
داراي طول قطعات ژنومي بيشتري   كه درصورتي، روش
 آنزيم تأثير آگارز تحت ژل روي بر بررسي از د پسنباش

  شدن  دناتوره جلوگيري از  د و براينگيرر ميدهنده قرابرش
  از يك، مراز پليهزنجيراز   حاصلاي دو رشته  كامل قطعات

-GC  نام به  مصنوعي  ذوب  دماي  بالاترين  حاوي  ناحيه

clamp  سپس ). 28( شود يم  استفادهباز جفت 30- 40با
 جهت) bp400 -100(قطعات كوچك در محدود ژنومي

-كننده پليدناتوره ژل روي بر رات احتماليتغيي مشاهده

 دماي رماميد دروف و اوره از حاصل گراديان ميد باآكريلآ
 45 در اعتس 16ا ت 12مدت  به) сº 60 -45معمولاً( ثابت
 الكتروفورز  ).49و  2( دنگردمي الكتروفورز ولت

DGGEت كه براساس اختلاف در دناتوره شدن تكنيكي اس
 درشيببا اندازه مشابه   PCRو جدايي قطعات حاصل از

دراين  ).42و  ،41 ،23 ،12( فورماميد استوار است - اوره 
از كيت  ها،نمونهاز بافت  RNAاستخراج براي بررسي، 

. استفاده شد )، ايرانكلونسينا( RNAمخصوص استخراج 
 7اگزون شماره ( موردنظرجهت فراگمنت  يازموردنمواد 

 8/1، ديونيزه آبميكروليتر 8/3شامل ) Na+/K+ATPaseژن 
 PCR ،8/0 بافرميكروليتر  MgCl2 ،1ميكروليتر 

 2/0مراز و پلي  Taqميكروليتر dNTPs،2/0ميكروليتر
در يك ودند كه ب dE-R و ex7 )1(هاي پرايمرميكروليتر از 

مخلوط شدند و سپس به  باهمليتري ميلي 2تيوب ميكرو
 PCRهاي كوچك مخصوص تيوبها در ميكروتعداد نمونه

ها به دستگاه ترموسايكلر منتقل سپس آن .تقسيم شدند
 .شدساخته  cDNA) 10( ييبراساس پروتكل دماو  شدند

والي تدر اين مرحله داراي   مورداستفادهپرايمرهاي 
  :ندبه شرح زير بود يوكلئوتيدن
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d-ER: 5'-ccg-ggg-ccc-gcg-ggc-ccc-cgg-gcc-ggg-ccc-
ggg-gaa-ttc-agc-acg-act-gca-aa-<g>-3' 

ex7(1): 5'-cag-cca-aac-gta-tgg-ctt-<c>-3' 

ها ليتر از نمونهميكرو PCR  ،10هايسيكل بعد از اتمام
در  يك درصد بر روي ژل آگارز PCRموفقيت  ييدتأبراي 
ميكروليتر  4حاوي  )EDTA )TBE/بورات /تريس بافر

 و )UV( ماوراءبنفش اتيديوم برومايد، با استفاده از اشعه
 آزمايش شدند Gel-documenatation تصويربرداريسيستم 

قرار داده  oC4در دماي هاي بعديو بقيه آن براي استفاده
و  انجام شد) 39(پروتكل  براساس DGGE يكتكن .شدند
%  10-50 ،دناتوره كننده در ژل  مورداستفاده غلظتي شيب
ساعت  14ها به مدت نمونه. تنظيم شد 9%آميد كريلآ و ژل

بعد . الكتروفورز شدند oC57ولت و در دماي  120در ولتاژ 
- برومايد رنگ از اتمام زمان الكتروفورز، ژل توسط اتيديوم

 فتقرار گر  يموردبررس UVآميزي شد و سپس زير اشعه 
  .)49و 41(

  نتايج
بوسيله پرايمرهاي  موردنظرتكثير قطعه  نتايج الكتروفورز

،  موردمطالعه يها نمونهاختصاصي نشان داد كه در تمامي 
جفت بازي بصورت كامل تكثير  280 يك قطعه حدوداً

د در تعدادي از اين بان دهنده نشان 1شكل . يافته است
  .باشد يمدر مقايسه با ماركر وزني  ها نمونه

  

  
  bp 280باندهاي بدست آمده از الكتروفورز نمونه با وزن  -1شكل 

  
براي تعيين توالي Na+/K+ATPase از ژن  7قطعه اگزون 

ارسال شد و تعيين توالي نوكلئوتيدي  موردنظربه شركت 
در يك  شده رتبمهاي توالي دهنده نشان 2شكل . گرديد

اين نتايج نشان داد كه . باشدنمونه از هر جمعيت مي
براي اگزون  موردنظراختلافات بسيار كوچكي در ناحيه 

با بررسي توالي نوكلئوتيدي اگزون  ،وجود دارد بحث مورد
تعيين توالي شده در اين  A. franciscanaمتعلق به  7شماره

- بررسي) لفا- 3شكل (تحقيق و ترجمه اسيدهاي آمينه آن 

دهد كه در محصول نهايي هيچ تغييري مشاهده ها نشان مي
با توجه به اينكه تنها اختلاف يافت ، )ب - 3شكل (شود ينم

يافت  DNAفقط در مولكول   يموردبررسشده در ناحيه 

شد و هيچ اثري از اختلاف در محصول جهش يافت شده 
 Reverse اين اگزون يافت نشد لذا با انجامدر 

transcriptase PCR  محصول حاصل از اين ژن در
  يموردبررسكننده الكتروفورز گراديانت ژل دناتوره

از   يدشدهتولاين بررسي نشان داد كه محصول . قرارگرفت
  كه يدرحالهموزيگوت بوده  A. franciscanaاين ژن در 

 )parthenogenetic Artemia( تيكدر آرتمياي پارتنوژن
دو آلل مختلف  باپروتئيني  هتروزيگوت و حاصل ترجمه

هاي مورد جالب اينكه هيچ تفاوتي در نمونه. باشدمي
تنها  هاي مختلف مشاهده نشد و ظاهراًبررسي در شوري

  .)4شكل ( باشداختلاف موجود در جمعيت آرتميا مي
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  بحث
نتايج مطالعات ديگران نشان داده است برخي از 

بت به هاي آرتميا داراي مقاومت بيشتري نس يتجمع

هاي مختلفي از باعث توليد سويهكه نوسانات شوري دارند 
  ).50و  32، 14،  8(آرتميا شده است 

  

Parthenogenetic      AGCCGTCGAAACCCTTGGCTCCACCTCAACAATTTGCTCAGATAAGACCGGCACCCTCAC   
60 

A.franciscana        AGCCGTCGAAACCCTTGGCTCCACCTCAACAATTTGCTCAGATAAGACTGGCACCCTGAC   
60 

************************************************ ******** ** 
 

ParthenogeneticACAAAACCGTATGACAGTCGCTCACATGTGGTTCGATGGAACGATCACTGAGGCTGATAC  120 

A.franciscanaTCAAAACCGTATGACAGTCGCTCACATGTGGTTCGACGGAACGATCACCGAGGCTGATAC  120 

*********************************** *********** *********** 
 

ParthenogeneticTACTGAAGATCAGTCAGGGGCTCAGTTTGATAAATCATCGGCTGGATGGAAAGCTCTTGT  180 

A.franciscanaTACAGAAGATCAATCAGGGGCTCAGTTTGATAAATCATCTGCTGGATGGAAAGCTCTTGT  180 

*** ******** ************************** ******************** 
 

Parthenogenetic      GAAAATTGCCGCTCTTTGCAGTCGTGCTGAATTCA   215 

A.franciscana        TAAAATTGCCGCCCTTTGCAGTCGTGCTGAATTCA   215 

 

  ياجمعيت مختلف آرتم 2در  افزار نرمسكانس مرتب شده توسط  -2شكل

  
 

   

 .Aمتعلق به7توالي نوكلئوتيدي اگزون شماره) الف -3شكل

franciscana  تعيين توالي شده در اين تحقيق و ترجمه اسيدهاي آمينه
  .آن

 Na/Kژن  7بررسي جهش يافت شده در اگزون )ب-3شكل

Atpase .يافته شدن جهش در اين  باوجوددهد كه اين بررسي نشان مي
  .شود ينمناحيه در محصول نهايي هيچ تغيير مشاهده 
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  هاي مختلفدر شوري  موردمطالعهآرتمياي  در دو DGGEژل الكتروفورز  - 4شكل
 

تحمل اين شرايط مديون پمپ پروتئيني بسيار مهمي به نام 
Na+/K+ATPase كارايي در آرتميا  ازنظرباشد كه مي

اهميت اين پمپ در آرتميا در  ).34(باشد مي فرد منحصربه
هايي با فشار اسمزي بالا، در نتيجه عملكرد تحمل محيط
به از غشاي پلاسمايي  +Kو  +Naدر انتقال اين پروتئين 

 ،برخي محققاني هابررسي .)24و  22( اثبات رسيده است
هاي شوري نشان داده است بخشي از سازگاري با تنش

  كننده كنترل به ساختار مولكولي ژنتواند مي
 Na+/K+ ATPaseكه در اغلب موجودات  ارتباط داده شود

نتايج بررسي   ).36و  34( با ساختار متفاوتي وجود دارد
دو ديدگاه مهم تواند از هايي مانند آن مياين ژن و ژن

ديدگاه اول بررسي مكانيسم و كاركرد ژنتيكي پمپ : باشد
Na+/K+ATPase  افزايش دانش در حوزه   نظر ازنقطهكه

و ديدگاه دوم  باشد يمعلوم پايه داراي اهميت زيادي 
ر برابر شوري و بررسي مقاومت دو گونه مهم آرتميا د

كه ديدگاه اخير  باشد يمژنتيكي  يها بحثارتباط آن با 
بيشتر و همچنين   هاي يبررس با تواند يم  يتدرنها

مهندسي ژنتيك منجر به توليد آرتمياهايي باشد كه داراي 

مقاوم   حال يندرعپروري اندازه مناسب براي اهداف آبزي
  .در برابر نوسانات محيطي باشد

 +Na+/Kساختار مولكولي ژن بر روي عات مطال نتايج

ATPase  1واحد ريكننده زكد يهاژننشان داده استα  از
- يك مكان پلياز وجود  يعلائم Na+/K+ATPaseپمپ 
 α1زوفرم ياند و انشان داده A. franciscana ك را دريمورف

  يدر سازگار يدين پمپ احتمالاً نقش كليا
A. franciscana اين تغييرات . )30(كند يم يباز يبه شور

هايي از ساختار ژن هايي در بخشتواند حاصل جهشمي
در . آرتميا باشد يها گونهاين پمپ در برخي از  كننده كنترل

نوكلئوتيدي در  ها و يا تغييرات تكتوضيح توانايي جهش
ها تاكنون و عملكرد پروتئين  يبعد سهتغيير ساختار 

نوكلئوتيدي  هاي تكشو جه  شده انجامتحقيقات زيادي 
ها ناهنجاري همچون بيماري داسي شكل مسئول صد

لذا ). 46و  33(است  شده دادههاي انسان تشخيص گلبول
نوكلئوتيدي در اگزون شماره  هاي تكوجود چنين جهش

پمپ تواند موجب تغيير ساختار در آرتميا هم مي 7
Na+/K+ATPase هاي مختلف آن باشدكه در بين جمعيت

از اين ژن موجب تغيير شده  1αواحد ريزي در ساختار جاي
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موجب كاهش يا افزايش كارايي اين پمپ  احتمالاًو 
هاي مختلف بر روي شوري تأثيردر اين تحقيق . شود يم

بررسي ناحيه با استفاده از   Na+/K+ATPaseپمپ بيان ژن
انجام  RT-PCR-DGGEتوسط تكنيك  7اگزون شماره 

 يموردبررساختلافاتي در ناحيه ان داد كه نشنتايج .شد
كه با نتايج تحقيقات قبلي همخواني دارد و  وجود دارد

توانايي متفاوت دو جمعيت آرتميا   كننده يهتوج تواند يم
مختلف   هاي يشوردر تحمل دراين تحقيق  يموردبررس

  .باشد

با انجام  بعد براي بررسي بيشتر اين اختلافات،در مرحله 
Reverse transcriptase PCR  ،محصول حاصل ازاين ژن

 تر يقدق يموردبررس PCR-DGGEتكنيك طريق از 
از اين ژن در  يدشدهتولنشان داد محصول نتايج . قرارگرفت

A. franciscana  در آرتمياي   كه يدرحالهموزيگوت بوده
هتروزيگوت و  )parthenogenetic  Artemia( پارتنوژنز

نتايج . باشدز دو آلل مختلف ميپروتئيني ا ،حاصل ترجمه
PCR-DGGE  توسط تعيين توالي و محاسبه فاصله ژنتيكي

در  دنظرمهاي بين جمعيت 7تنوع نوكلئوتيدي در اگزون 
اين  اين فرضيه را مطرح نمود كه احتمالاً ،بررسياين 

 پمپاگزون داراي نقش بسيار مهمي در ساختار 
Na+/K+ATPase ند تكاملي آرتميا و باشد كه در طي رومي

. )10(جنسي و پارتنوژنز نقش دارد هاي دوتوليد سويه
هاي مولكولي مناسب، ماركر جوجست قصد به نيازا شيپ
جمعيت آرتيما از نواحي  23نمونه از  730كلي  طور به

مختلف دنيا براي پيدا نمودن اختلافات مولكولي در اين 
در اين تحقيق روش  ).40( قرارگرفت مطالعه موردناحيه 

Chelex براي استخراجDNA   و روش  )27( سيستاز
SDS - كلروفرم براي استخراجDNA  از افراد بالغ

اين ژن با  7اگزون شماره  .)45(قرارگرفت  مورداستفاده
تكثير هاي اختصاصي جنس آرتميا آغازگراز  استفاده
آنزيم  8جفت بازي بوسيله  280برش آنزيمي قطعه .يافت

دونوكلئاز نتوانست هيچ تفاوت مولكولي در اين برش آن
براي  DGGEروش استفاده از . اگزون را نمايش دهد

كننده نشان داد بر روي ژل دناتوره PCRتفكيك محصول 
مورفيسم هاي آرتميا پليدر بين گونه شدت بهكه اين اگزون 
 شناسايي نشده بود RFLPتوسط تكنيك  دارد كه قبلاً

)10.(  

باشد مي دقيقيپيشرفته و  روش RT-PCRوش ر هرحال به
جهت ارزيابي  Semi quantitaiveيك روش  عنوان بهكه 

Up regulation  با. است قرارگرفته  موردتوجهيك ژن 
  هاي دياپوزاستفاده از اين روش، بيان ژن در جنين

A. franciscana )43(  و همچنين ميزان بيانDNA  متيل
تعيين   گونه ينااحل رشد در در طول تمام مر 2ترانسفراز 

در تحقيقي ديگر نيز ميزان بيان ژن زير واحد ). 29(شد 
در طول ) AMP )AMPKآلفا پروتئين كيناز فعال شونده با 
توسط اين  A. franciscanaرشد و در پاسخ به استرس در 

  ). 51(روش صورت گرفت 
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Effect of salinity stress on the  gene expression of Na/K ATPase on 
two Artemia populations (Artemia franciscana and 

Parthenogenetic Artemia) by RT-PCR-DGGE 
Mohammadzadeh M., Yousefi K. and Najde gerami E.H. 

Dept. of Biology, Faculty of Science, Urmia University, Urmia, I.R. of Iran 

Abstract 

Artemia is One of types of crustacean that can withstand in very high salinity. Due to 
the climate changes and increasing the salinity of inland waters and importance of 
Artemia as a main food sources for crustacean and marine fish larvae as well, it is 
necessary to understand the molecular mechanisms of biological processes in different 
populations of Artemia. The current study, investigates the effects of salinity stress on 
Na+/ K ATPase gene expression in exon 7 of two Artemia population with using of RT-
RCR-DGGE. Two different populations of Artemia franciscana and Parthenogenetic 
Artemia were reared at salinities 60, 120 and 180 mg/l. At the end of the experiment the 
mRNA of Na+/ K ATPase was provided and converted to cDNA. Subsequent DGGE 
and sequencing analyses revealed that the products of these genes in A. franciscana is 
homozygous while in Parthenogenetic Artemia is heterozygous which is produced by 
two alleles. Also it was found that in the Parthenogenetic Artemia protein translation 
and the production of two different alleles is obtained. Interestingly, no difference was 
observed in the samples studied and apparently the only difference can be related to 
genomic variation among these populations. 

Key words: Artemia, salinity stress, sodium-potassium  pump, RT-PCR, DGGE technique 

  
  
  
  


