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مولکولی و ژنتیکی توانسته است بسیاري از  دستیابی به اطلاعات

هاي  هاي مختلف حل کند. روش هاي علوم زیستی را در جنبه چالش

 هاي جانوري و گیاهی و از بافت DNAکاربردي بسیاري جهت استخراج 

سایر موجودات زنده شناسایی و معرفی شده است.،  در بسیاري مطالعات 

از خاك  DNAنتیکی در جوامع میکروبی، اغلب نیاز به استخراج مستقیم ژ

هاي مختلف پیشنهادي، سه  است. در این تحقیق پس از مطالعه دقیق روش

 - آنزیمی -مکانیکی) و (شیمیایی -آنزیمی)، (شیمیایی - روش (شیمیایی

خاك، جداگانه طرح  ازجامعه میکروبی DNAمکانیکی)، جهت استخراج 

ترین روش، شناسایی و  العه و بررسی قرار گرفت تا مناسبو مورد مط

تکرار براي  5هاي مختلف در شرایط برابر و  معرفی شود. مقایسه بین روش

 32/2اختلاف مشخصی را از میانگین غلظت DNAهر روش، در محصول 

رقیق شده، نشان داد و همچنین بر  DNAنانوگرم بر میکرولیتر  1/6تا 

آمده از دستگاه نانودراپ و الکتروفورز و بررسی اساس اطلاعات بدست 

 -، روش (شیمیاییDNAبه پروتئین در محصول استخراج  DNAنسبت 

اسید،  مکانیکی) با کارایی بهتر در غلظت بیشتر، حذف هیومیک-آنزیمی

ها برتري داشت. در این تحقیق  ها به سایر روش پروتئین و سایر آلودگی

 ها به عنوان یکی از کاربردهاي مهم گرهمچنین ردیابی مولکولی بیمار

 Fusarium oxysporum f. spاستخراج مطرح و فرم اختصاصی 

lycopersici   وFusarium oxysporum f. sp. radicis 
lycopersici میکروبی  فرنگی از جامعهعامل پژمردگی آوندي در گوجه

 اییشناس uniاختصاصی  هاي مولکولی با آغازگر خاك به وسیله تکنیک

در  بیمارگر راهاي اختصاصی این  فرم شد. نتایج ردیابی مولکولی، حضور

  نماید.  تکرار تائید می 5 با  S1نمونه خاك 
  

 Fusarium ، ردیابی مولکولی،DNAاستخراج  کلیدي: هايواژه

oxysporum f. sp. lycopersici، Fusarium oxysporum f. 

sp. radicis lycopersici.  

 

Molecular analysis is often required in many genome 

extracted from various tissues. In much molecular 

analysis of genetic studies of microbial communities, 

often require direct extraction of DNA from soil. In this 

study, after careful study of the various methods 

proposed three methods (chemical enzyme), (chemi-

mechanical) and (chemical mechanical enzymatic), in 

order to extract DNA from soil, a separate project was 

studied to most identify different methods of extraction. 

The comparison between the same conditions, a 

significant difference in the DNA product of the 

average concentration of 2/32 to 6/1 ng per µl DNA 

was diluted and also on the basis of information 

obtained from Nanodrop and electrophoresis device and 

review of the DNA extracted protein product DNA, 

methods (chemical, mechanical, enzymatic) better 

performance at higher concentrations, remove humic 

acid proteins and other contaminants was superior to 

other methods. The molecular detection of pathogens 

that extraction is important applications; the aim of this 

study is molecular detection of pathogen Fusarium 

oxysporum f. sp lycopersici and Fusarium oxysporum f. 

sp. radicis lycopersici  of soil microbial community by 

molecular techniques to identify the special primer 

evaluated. Molecular detection results showed that 

there is tomato Fusarium infection in soil samples S1. 

 
 
Keywords: DNA extraction, molecular track, 
Fusarium oxysporum f. sp lycopersici, Fusarium 
oxysporum f. sp. radicis lycopersici. 

  

  

هاي  کل از جامعه میکروبی خاك و ردیابی مولکولی فرم DNAسازي استخراج مستقیم و خالص

  فرنگی گوجه آوندي پژمردگی عامل Fusarium oxysporumاختصاصی بیمارگر خاکزاد 
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  مقدمه

امروزه با پیشرفت و توسعه روز افزون علم بیوتکنولوژي 

ها و  هاي مختلف شاهد معرفی روش در جنبه

هاي مورد نیاز و جدید براي دستیابی به  تکنیک

اطلاعات مفید براي حل مشکلات گوناگون بشر 

هستیم. دستیابی به اطلاعات مولکولی و ژنتیکی جدید 

خواهد توانست،  در خصوص موجودات زنده توانسته و

اطلاعات بسیار ارزشمندي را در خصوص موجودات زنده 

هاي اساسی  براي بشر به همراه آورد تا بتواند چالش

رو خود را شناسایی و برطرف کند. اما نیل به این  پیش

هاي  موفقیت نیاز مبرم به شناسایی و معرفی روش

کارآمد براي دستیابی به اطلاعات مولکولی و ژنتیکی 

. در بسیاري از آنالیزهاي مولکولی اغلب نیاز است، دارد

هاي مختلف استخراج گردد. تا  ژنوم موجودات از بافت

هاي کاربردي بسیاري جهت استخراج  کنون روش

DNA جانوري و گیاهی و سایر موجودات  هاي از بافت

زنده معرفی و به خدمت گرفته شده است. اما بسیاري از 

یا سایر موجودات زنده  زاد زاي خاك عوامل بیماري

خاك، به راحتی قابل جداسازي و بررسی ژنتیکی با 

تردید این امر در مطالعاتی  امکانات موجود نیستند. بی

چون ردیابی قطعات ژنوم در خاك به منظور شناسایی 

عوامل میکروبی خاك، بررسی فیلوژنی موجودات زنده 

١اي محیطیهDNA خاك، مباحث مربوط به
شناسایی ، 

ودات بر اساس بارکدهاي ژنتیکی، طراحی موج

ها و حذف آنها  آغازگرهاي اختصاصی، ردیابی بیمارگر

قبل از کاشت محصولات زراعی به خوبی مشهود است. 

لذا در بررسی جوامع میکروبی اغلب نیازمند استخراج 

هستیم. در جدیدترین مقالات منتشر  DNAمستقیم 

امع و مختلف استخراج ژنوم از جو هاي شده روش

هاي گوناگون در حال بررسی و مقایسه است و  بافت

هنوز چالش شناسایی یک روش کارآمد و مناسب در 

                                                                  
1. Environmental DNA 

 .Hart et alخورد ( میاغلب مطالعات ژنتیکی به چشم 

 هاي استخراج روش ). لذا لازم است در بین2015

DNA که از منابع علمی  از جامعه میکروبی خاك

روش از و کارآمدترین  متعدد قابل دریافت است، بهترین

شناسایی،  DNAلحاظ خلوص و غلظت محصول 

  کار گرفته شود. هتوصیه و ب

هاي میکروبی نقش حیاتی را در حفظ  جمعیت

حاصلخیزي خاك با تنظیم چرخه، حفظ و رهاسازي 

 Torsvik etکنند ( مواد غذایی اساسی در خاك ایفا می

al., 2002(. طبا بررسی نتایج سایر محققان مربو 

درصد  99توان مدعی شد، که بیش از  می

هاي  هاي موجود در خاك، براي پژوهش میکروارگانیسم

اي بیوتکنولوژي قابل دسترس نبوده و همچنین  پایه

 ,.Knietsch et al( ندارندقابلیت کشت مناسب را نیز 

براي استخراج مستقیم و  . تا کنون چندین روش)2003

هاي مختلف  هجمعیت از نمون DNAسازي کل  خالص

 Liesack( اند استفاده قرار گرفتهمحیطی معرفی و مورد 

and Wayland, 1991;  Burgman et al., 

2001;. Torsvik et al., 2002; Robe et al., 

2003;. Luna et al., 2006(هاي مرسومی  . اما روش

اند، نتایجی را ارائه  حاضر معرفی شده که در حال

ایل جامعی از تنوع میکروبی کنند که به سختی پروف می

). از Luo et al., 2003دهد ( میبافت خاك را نشان 

و  16srRNAهاي  ژن PCRطرف دیگر، استفاده از 

اکولوژیکی اگرچه نسبت به  هاي مهم سایر ژن

اند، اما  هاي مناسبی را ارائه کرده تر داده هاي سنتی روش

بی ها نتوانسته دامنه اطلاعات جوامع میکرو این داده

هاي  دهد. کارآمدي روش خاك را افزایش چشمگیري 

ضامن آنالیزهاي مولکولی جوامع  DNAاستخراج 

هاي ترکیبی محیطی مانند نمونه  میکروبی در نمونه

دقیق جمعیت  باشد. در صورتی که تعیین خاك می

میکروبی قابل دستیابی باشد، کارایی استخراج هر 

است ستخراج اسیدنوکلئیک، بیانگر موفقیت آن روش ا

)Robe et al., 2003; Lipthay et al., 2004 .(

هایی  خاك از خاك، به خصوص درDNA سازي  خالص
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،  اسید بالا همانند خاك شالیزارها با ترکیبات هیومیک

 ,.Courtois et alاغلب نتایج مناسبی در بر ندارد (

). چرا که مواد هیومیک به دلیل شباهت 2001

اسیدها معمولاً در طول  ئیکفیزیکوشیمیایی با نوکل

ها استخراج شده  ها همراه با آن از خاك DNAاستخراج 

سازي  گیري و خالص توانند در ردیابی، اندازه و می

DNA ) اختلال ایجاد کنندYeates et al., 1998 بر .(

آلودگی ناشی از  )2003و همکاران (Luo اساس نظرات 

پلیمراز در  Taqبازدارنده فعالیت تواند  مواد هیومیک می

هاي متعددي براي  باشد. روش PCRطی فرایند 

هاي خاك ارائه شده  جامعه از نمونه DNAاستخراج 

ها به مقدار کافی قوي  است، اما هیچ یک از این روش

نیست که توسط جامعه علمی به عنوان یک روش 

  واقع شود.  استاندارد مورد قبول

 1809در سال   Linkقارچ فوزاریوم که توسط

هایی بوده  توصیف شد در سه قرن اخیر یکی از جنس

که تعداد زیادي از بیمارگرهاي گیاهی را در برگرفته 

است. این جنس با داشتن تعداد زیاد گونه و تنوع بالا در 

هاي ثانویه همیشه به  ها،  همچنین تولید متابولیت گونه

است. عنوان یک جنس مهم در کشاورزي مطرح بوده 

در فهرستی که توسط انجمن ، 2009در سال 

)، ارائه شده، گزارش گردید APSشناسی آمریکا ( بیماري

گیاه مهم اقتصادي، هر گیاه حداقل به یک  98که از 

است. این قارچ با  ایجاد  گونه از قارچ فوزاریوم حساس

هاي جوان و گسترش آن و  علائمی مثل زرد شدن برگ

هاي  فتیابد. همچنین با سپس نکروزه شدن، نمود می

آوندي و ساقه گیاه آلوده شده و سرانجام پوسیدگی 

ریشه، طوقه، ساقه و نکروزه شدن بافت آوندي موجب 

هاي  شود. شناسایی گونه پژمردگی و مرگ کامل گیاه می

هاي مختلف  سازي قارچ به روش فوزاریوم پس از خالص

از  استفادهمثل استفاده از محیط کشت اختصاصی با 

مورفولوژیک معتبر، امکانپذیر است،  کلیدهاي شناسایی

هاي تاکسونومیکی این قارچ داراي  اما زیرگونه

اختصاصیت میزبانی بوده و تفکیک آنها در حد فرم 

اختصاصی یا نژاد از یکدیگر، جز با انجام آزمون 

ها و ارقام میزبان و یا انجام  زایی روي گونه بیماري

م پذیر نیست. انجا هاي مولکولی امکان بررسی

زایی علاوه بر اینکه زمان زیادي نیاز  هاي بیماري آزمون

ها و ارقام  شرایط کاملاً مشابه و روي گونهدارد، باید در 

هاي اختصاصی انجام  خاص موردنظر در مزارع یا گلخانه

شود و علیرغم کنترل بسیاري از عوامل، نتایج آن عاري 

مینه، از خطا نخواهد بود. اما مطالعات مولکولی در این ز

 نر تري را در بازه زمانی کوتاه نتایج قابل قبول و دقیق

کند. طرح ردیابی مولکولی این قارچ تنها زمانی  ارائه می

اي روي  پذیر است که اولاً مطالعات گسترده امکان

اي این قارچ انجام شده باشد، ثانیاً   هاي زیرگونه تاکسون

امکان دسترسی به ژنوم موجودات در محیط مورد 

ررسی با غلظت و کیفیت بالا فراهم گردد. لذا در این ب

هاي متعددي انجام شد و مشخص شد  زمینه، بررسی

درباره اطلاعات ژنتیکی ثبت شده در منابع علمی معتبر 

 .Fusarium oxysporum f. spدو فرم اختصاصی 

lycopersici وFusarium oxysporum f. sp. 

radicis lycopersic لکولی اینامکان ردیابی مو 

هاي بیمارگر را در جامعه میکروبی خاك فراهم  فرم

و همکارانش  Hiranoکند. بر اساس مطالعات  می

 هاي هاي تفکیک جدایه ترین راه ) یکی از دقیق2006(

Fusarium oxysporum  استفاده از واکنش

پلیمراز با آغازگرهاي اختصاصی است.  اي زنجیره

گالاکتروناز  ه اندوپلیآغازگرهاي ساخته شده قطعه سازند

(pg1) گالاکتوروناز  و اگزو پلی(pgx4)  را تکثیر

یابی و مقایسه  فوق پس از توالی کند. در تحقیق می

هاي بیمارگر آغازگرهایی براي  نژادهاي اختصاصی و  فرم

تفکیک مولکولی آنها طراحی گردیده است. بر این 

 به نوعی طراحی شده است که کلیه  uniاساس، آغازگر

 .Fusarium oxysporum f. sp هاي جدایه

lycopersici و Fusarium oxysporum f. sp. 

radicis lycopersici ها  مشترکاً از سایر فوزاریوم را

. این دو فرم )Hirano et al., 2006(کند  میجدا 

فرنگی با علائم  هر دو روي گیاه گوجه  اختصاصی

کنند. در  مشابه، بیماري پژمردگی آوندي را ایجاد می
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هاي  ترین بیماري حال حاضر این بیماري از مخرب

فرنگی به خصوص در  هاي گوجه مزارع و گلخانه

مناطقی مانند ورامین، خوزستان، بوشهر، 

غربی و اصفهان گزارش  شرقی، آذربایجان آذربایجان

 ). لذا این تحقیق باDarvishnia, 2015شده است (

روش استخراج  ترین  هدف شناسایی و معرفی کاربردي

DNA از جامعه میکروبی چندین نمونه خاك مورد ،

هاي  مطالعه، طراحی و اجرا گردید، تا از بین روش

مختلفی که در منابع علمی به آنها اشاره شده (با برخی 

تغییرات در آنها) روشی ارائه شود که حاصل آن 

هاي خاك با  از میکروارگانیسم DNAاستحصال 

پژوهش  لاتر باشد. در اینخلوص بیشتر و غلظت با

ردیابی مولکولی همچنین تلاش گردید تا با شناسایی و 

 Fusarium هاي اختصاصی قارچ خاکزاد فرم

oxysporum  بیماریزا روي گوجه فرنگی توسط واکنش

اي پلیمراز، بتوان روشی ارائه کرد که پیش از  زنجیره

هاي مدیریت  روش بروز علائم این بیماري، با کاربرد

یقی از ایجاد خسارات عمده در مزارع گوجه فرنگی تلف

جامعی که انجام شد، این جلوگیري کرد. با بررسی منابع 

گزارش براي اولین بار در ایران در خصوص شناسایی و 

از  DNAمعرفی کارآمدترین روش استخراج مستقیم 

هاي جامعه میکروبی خاك و ردیابی مولکولی فرم

 Fusariumزاي مارياختصاصی پاتوژن خاکزاد و بی

oxysporum فرنگی ارائه می شود روي گوجه.  

  

 ها   مواد و روش

  ها    آوري نمونه جمع

  هاي خاك مورد مطالعه جهت اجراي این تحقیق، نمونه

هاي استان  ها و گلخانه از هفت منطقه مختلف از پارك

آوري گردیده که اطلاعات مربوط به  تهران و البرز جمع

برداري از  نمونه آورده شده است. 1 آن در جدول شماره

متر خاك مناطق مورد مطالعه به  عمق صفر تا سانتی

هاي خاك  صورت کاملاً تصادفی انجام شد. سپس نمونه

آوري شده براي ایجاد یک نمونه مرکب، با یکدیگر  جمع

گراد در طول دوره  درجه سانتی 4مخلوط و در دماي 

  آزمایش نگهداري شد.

  
  هاي مورد مطالعه هاي خاك نمونه  .1جدول 

  مناطق  نمونه خاك

S1 تهران، شهرك غرب  

S2  آباد تهران، جنت  

S3  تهران، شهریار  

S4  البرز، فردیس  

S5  تهران، بوستان حکیم  

S6   آباد تهران، خاك سطحی حسین  

S7  آباد تهران، خاك عمقی حسین  

S8   تهران، خاك سطحی درکه  

S9   تهران، خاك عمقی درکه  

  

  از جامعه میکروبی خاك  DNAتخراج اس

 DNAبخش اول این تحقیق براي استخراج در 

جامعه میکروبی خاك مورد مطالعه، سه روش متفاوت 

اي  پایه هاي طراحی و مورد بررسی قرار گرفت. تفاوت

تیمارها بین سه روش مورد استفاده در استخراج 

DNA  2از جامعه میکروبی خاك در جدول شماره 

است که در ادامه به تفکیک هر یک از این  ارائه شده

ها  در  شود. هرکدام از روش روش ها توضیح داده می

  شد.  بار تکرار 5شرایط برابر حداقل 

  تفاوت تیمارها براي استخراج خاك در سه روش مورد مطالعه .2جدول 

  Cمواد اصلی در روش   Bمواد اصلی در روش  Aمواد اصلی در روش   تیمار

 SDS20%  شیمیایی 
CTAB1% 

1.5M NaCl  

SDS1% 
0.1M NaCl 

10%SDS 
0.15M NaCl  1براي محلول  

0.1M NaCl  2براي محلول  

  لیزوزیم  -  پروتئیناز پتاسیم  آنزیمی 

  فریز کردن و گرم کردن  فریز کردن و گرم کردن  -  مکانیکی 
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جامعه میکروبی خاك DNA روش در این : Aروش 

رات لازم شامل تغییر در مورد مطالعه، بر اساس تغیی

سانتریفیوژ در  مقدار آنزیم، دماي نگهداري، زمان

 )1996و همکاران ( Zhouپروتکل ارائه شده توسط 

آنزیمی است، به شرح  - که مبتنی بر روشی شیمیایی

  مراحل ذیل، طراحی گردید:

A-1پنج گرم از نمونه خاك مورد آزمایش با . 

) به همراه 3دول لیتر از بافر استخراج (ج میلی 5/13

  ترکیب شد.  Kمیکرولیتر آنزیم پروتئیناز  100

A-2گراد به درجه سانتی 37ها در دماي  . نمونه 

دور در دقیقه شیک شدند.  225دقیقه با  30مدت 

% به مخلوط فوق اضافه شد SDS 20لیتر  میلی 5/1

دقیقه در حمام آب گرم با درجه  90براي مدت  و

 ر گرفت.گراد قرا سانتی 65حرارت 

A -3درجه 25دقیقه در دماي  10ها به مدت  . نمونه 

  دور در دقیقه سانتریفیوژ شدند.  6000گراد با  سانتی

A-4لایه رویی به تیوپ جدید انتقال یافته و . 

لایه زیرین طی مراحل بعدي شستشو شدند (با 

 5/0لیتر بافر استخراج همراه با  میلی 5/4افزودن 

 ثانیه).  10مدت  % و بهSDS 20لیتر  میلی

A-5 65. مواد حاصل در حمام آب گرم با دماي 

 دقیقه انکوبه شد. 10گراد به مدت  درجه سانتی

A-6دقیقه 10ها در دماي اتاق به مدت  . نمونه 

دور در دقیقه سانتریفیوژ و سپس لایه رویی  6000با 

 آوري گردید. جمع

A-720ساعت در فریزر  ها به مدت نیم . نمونه- 

 گراد نگهداري شدند.  سانتیدرجه 

A-865ها درون حمام آب گرم  . سپس نمونه 

 دقیقه قرار گرفتند. 15گراد به مدت  درجه سانتی

A-9دور در دقیقه به مدت  6000ها در  . نمونه

دقیقه در دماي محیط سانتریفیوژ شده و سپس  15

 آوري و به تیوپ جدید منتقل شد. جمع فاز رویی

A-10 حجم مایع رویی، از محلول. به اندازه هم 

ها  ) به نمونه24:1الکل به نسبت ( ایزوآمیل- کلروفرم

 10دور در دقیقه به مدت  9000اضافه و سانتریفیوژ 

گراد انجام و مجدداً فاز  درجه سانتی 4دقیقه در دماي 

 آوري شد. بالایی جمع

A-11 .6/0 درصد از مجموع حجم فازهاي رویی 

فه شده و به مدت نیم جمع شده، ایزوپروپانول اضا

 ساعت در دماي محیط نگهداري شد.

A-12دور در دقیقه به مدت 12000ها با  . نمونه 

دقیقه در دماي محیط سانتریفیوژ شدند و در این  20

 مرحله فاز رویی حذف گردید.

A-12 میکرولیتر 100- 70% به میزان 70. اتانول 

دقیقه  5-2ها اضافه شده و به مدت  به نمونه

 یفیوژ انجام شد.سانتر

A-13در این مرحله اتانول حذف و تیوپ . 

 در دماي محیط خشک شد.  DNAحاوي

A-14500ها،  . بعد از خشک شدن نمونه 

  میکرولیترآب مقطر استریل به نمونه اضافه شد.
  

 Aطرز تهیه بافر استخراج در روش . 3جدول 

  شرایط تهیه  مقدار  مواد شیمیایی

TrisHcl 100mM  pH=8  
Sodium EDTA  100mM  pH=8  

Sodium Phosphate  100mM  pH=8  
NaCl  1.5M  -  

CTAB  1%  -  

  

 این روش بر اساس تغییرات ایجاد شده :Bروش 

هاي حرارتی، افزودن  در تعداد شوك شامل تغییر 

و تغییر زمان سانتریفیوژ در پروتکل  13تا  10مراحل 

 ) در خصوص استخراجKuske  )1997پیشنهادي

DNA مکانیکی است، - نی بر روشی شیمیاییکه مبت 

  به شرح مراحل ذیل طراحی و اجرا گردید:

B -1 لیتر از  میلی 10. ابتدا Tens bufferکه 

گرم نمونه خاك  5آورده شده را به  4شماره  جدول

ساعت در حمام آب گرم  ها به مدت یک اضافه و نمونه

 .گراد قرار گرفتند درجه سانتی 70

B -2درجه 25فیوژ در دماي . ده دقیقه سانتری 

آوري و نگهداري  گراد انجام شد و مایع رویی جمعسانتی

  گردید.
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 Bدر روش  TENS bufferمیلی لیتر  10طرز تهیه   -4جدول 

  شرایط تهیه  مقدار  مواد شیمیایی

Tris HCl 50mM  pH=8  
disodium EDTA  20mM  pH=8  

NaCl 0.1M  -  
SDS  1%  -  

  
B -3لیتر از . پنج میلیTens buffer  بدون

SDS  به لایه زیرین اضافه کرده و5(جدول شماره ( 

دور در دقیقه و دماي  6000دقیقه با  10به مدت 

 محیط سانتریفیوژ شد. 

B -4آوري و به مایع رویی . مایع رویی جمع 

 مرحله قبل اضافه گردید.

B -5لیتر  ونیم میلی . هفتTens buffer به لایه 

حرارتی شامل فریزر زیرین اضافه شد و سپس شوك 

دقیقه و  10گراد به مدت  سانتی -20کردن در دماي 

درجه  65انتقال فوري در حمام آب گرم با حرارت 

دقیقه انجام گرفت و این روند  10گراد به مدت  سانتی

 بار تکرار گردید. 3

B -6دقیقه و 10دور به مدت  6000ها در  . نمونه 

 در دماي محیط سانتریفیوژ شد.

B -7دقیقه در 5ع رویی حاصل به مدت . مای 

 گراد فریرز شد.  درجه سانتی - 20دماي 

B -8درجه 65ها در حمام آب گرم  . نمونه 

 دقیقه نگهداري شد.  5گراد به مدت  سانتی

B -9دقیقه 15دور و به مدت   6000ها در  . نمونه 

در دماي محیط سانتریفیوژ شده و سپس مایع رویی 

  آوري گردید.  مجدداً جمع

B -10هم حجم24:1الکل ( ایزوآمیل - . کلروفرم ( 

ها با  جمع شده به آن اضافه گردید و نمونه مایع رویی

دقیقه سانتریفیوژ شده و مایع  5دور به مدت  6000

 آوري گردید.  رویی جمع

B -11 درصد ازحجم 6/0. ایزوپروپانول، به میزان 

درجه  25ها اضافه و در دماي  مایع رویی به نمونه

 ساعت نگهداري شد.   گراد، به مدت یک سانتی

B -1212000دقیقه در  20ها به مدت  . نمونه 

- 70سانتریفیوژ شد و پس از حذف فاز رویی با  دور

 % شستشو داده شد. 70میکرولیتر اتانول  100

B -13دقیقه در 5- 2ها مجدداً به مدت  . نمونه 

دور سانتریفیوژ و سپس لایه زیرین در دماي  6000

 گراد خشک شدند. سانتیدرجه  37

B -14 میکرولیتر آب مقطر استریل  500. مقدار

  ها اضافه گردید. نمونه به

  

  Bدر روش  Tens buffer. طرز تهیه 5جدول 

  شرایط تهیه  مقدار  مواد شیمیایی

Tris HCl 50mM  pH=8  
disodium EDTA  20mM  pH=8  

NaCl  0.1M  -  

 
 بر اساس  DNAاستخراجاین روش  :C روش

 Tsai and Olsonلازم در روش پیشنهادي  ات تغییر

آنزیمی و  - هاي شیمیایی ) که مبتنی بر روش1991(

  گردید: مکانیکی  است، به شرح مراحل ذیل اجرا

C -1 10. پنج گرم از خاك نمونه مورد مطالعه با 

مولار، مخلوط  میلی 120فسفات  لیتر بافر سدیم میلی

 ). 6شد (جدول 

C -2. دور در 150دقیقه با  15ها به مدت  نمونه 

 دقیقه شیک گردید.

C -3 دور در دقیقه و به 6000. محلول حاصل با 

 دقیقه سانتریفیوژ و مایع رویی دورریخته شد.  10مدت 

C -4 لیتر بافر فسفات میلی 10. لایه زیرین با 

  شستشو و لایه رویی مجددا دور ریخته شد. 

C -5 لیتر از محلول  میلی 10. به نمونه هاLysis 1  

) و آنزیم لیزوزیم به میزان 6اضافه شد (جدول شماره 

  میلی لیتر آب مقطر) اضافه گردید.  1گرم در   میلی 15(

C -637ها درون حمام آب گرم با دماي  . نمونه 

 دقیقه قرار گرفتند. 90گراد به مدت  درجه سانتی

C -7لیتر از محلول  . ده میلیLysis 2 به مخلوط 

 فوق اضافه گردید.

C -8ها به مدت ده دقیقه در . به ترتیب، نمونه 

گراد فریز و بلافاصله در حمام آب گرم  سانتی -20

گراد به مدت ده دقیقه قرار گرفتند و  درجه سانتی 65

 این مرحله سه بار تکرار شد. 
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C -9 .دور در دقیقه و به مدت 6000ها در نمونه 

دقیقه با دماي محیط، سانتریفیوژ شدند و فاز  15

 یی آنها استحصال شد.رو

C -10هم حجم مایع رویی حاصل، کلروفرم .-

دور در دقیقه و به  6000الکل اضافه و در  ایزوآمیل

دقیقه سانتریفیوژ انجام شد و مایع رویی  5مدت 

 آوري گردید. جمع

C -11دهم درصد ازحجم مایع رویی، . شش 

گراد  درجه سانتی 25ایزوپروپانول اضافه و در دماي 

 ک ساعت نگهداري شد.به مدت ی

C -12 12000دقیقه سانتریفیوژ با  20. پس از 

 دور در دقیقه و دماي محیط، مایع رویی حذف شد.

C -13 5تا  2% شستشو شد و به مدت 70. اتانول 

 دور در دقیقه سانتریفیوژ گردید. 6000دقیقه با 

C -14 37. اتانول حذف و لایه زیرین در دماي 

 انکوباتور خشک شد.گراد در محیط  درجه سانتی

C -15میکرولیتر آب مقطر 500ها  . به نمونه 

  استریل اضافه شد.

  
  Cها و بافر مورد استفاده روش  محلول .6جدول 

  شرایط  مقدار  دهنده مواد و اجزاء تشکیل  ها و بافر محلول

 10ml pH=8  سدیم فسفات  mM120  بافرسدیم فسفات

Lysis1  
0.15 M NaCl 

0.1M 
disodium EDTA  

10ml  pH=8  

Lysis2  
0.1M NaCl 

0.5M Tris- HCl 
10% SDS  

10ml  pH=8  

Lysozyme  -  15mg/ml  نگهداري روي یخ  

  

 DNAارزیابی کیفیت و کمیت  

 هاي ، تکنیکDNAمنظور بررسی کمیت و کیفیت به

زیادي براي تمایز و تشخیص اسیدهاي نوکلئیک وجود 

ارزان تاً از جمله الکتروفورز که روشی سریع و نسب دارد

را از لحاظ اندازه، سالم  DNAتوان  است. همچنین می

بررسی  DNAبودندر مطالعات قبلی کیفیت و کمیت 

) 1989و همکاران ( Sambrookشده بر اساس گزارش 

 ,UV-1601با استفاده از یک اسپکتروفتومتر (

Shimadzu و با محاسبه نسبت (A260/A280, 

A260/A230  بر این اصل  تخمین زده شد. این روش

، فنل و سایر ترکیبات استوار است که اسیدهیومیک

نانومتر  230اند، در  آروماتیک که همزمان استخراج شده

در  DNAکه  بیشترین طیف جذبی را دارند، در صورتی

شود.  نانومتر جذب می 280نانومتر و پروتئین در 260

دهنده خلوص ) نشان2- 8/1( 280به  260نسبت جذب 

DNA  تر  کوچک 8/1این نسبت از  هر چهاست و

با پروتئین یا فنل را نشان  DNA باشد، آلودگی بیشتر

در  RNAدلیل وجود  2تر از  می دهد و نسبت بزرگ

). دستیابی به Yeates et al., 1998( نمونه است

پیشرفت علمی و دسترسی به دستگاه  اطلاعات فوق با

ت. در پذیر اسدقت و سرعت بیشتري امکاننانودراپ با 

 DNAاین تحقیق با سه روش مختلف جداسازي 

جمعیت میکروبی از خاك صورت گرفت. به منظور 

شده از  استخراج DNAارزیابی غلظت و  کیفیت 

استفاده  Termoشرکت  ND 1000نانودراپ دستگاه 

گیري غلظت و کیفیت  گردید. این دستگاه قابلیت اندازه

ا ت 2ng/mlاسیدهاي نوکلئیک و پروتئین از 

3700ng/ml سازي نمونه در  بدون نیاز به رقیق

نانومتر و دقت جذب  840- 190محدوده طول موج 

  .را دارد 003/0نوري 

   

 Fusariumردیابی مولکولی بیمارگر خاکزاد 

oxysporum f. sp. lycopersici  و Fusarium 

oxysporum f. sp. radicis lycopersici.  

 Hiranoطالعات در بخش دوم این تحقیق، بر اساس م

هاي  ترین راه ) که یکی از دقیق2006و همکارانش (
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را  Fusarium oxysporumهاي  تفکیک جدایه

با آغازگر  اي پلیمراز از واکنش زنجیره استفاده

مولکولی  معرفی کرده، ردیابی  uniاختصاصی

 Fusarium هاي اختصاصی بیمارگر خاکزاد فرم

oxysporum انجام  فرنگی زا روي گوجه بیماري

مطالعات گسترده ژنتیکی و مولکولی انجام  گرفت.

یابی کامل ژنوم  و توالی شده روي این بیمارگر خاکزاد

این قارچ از طرفی و طراحی آغازگر اختصاصی براي 

زا روي  هاي اختصاصی بیماري ردیابی و شناسایی فرم

فرنگی و خسارت عمده ایجاد شده توسط این  گوجه

فرنگی و  هاي گوجه لخانهبیمارگر در مزارع و گ

 جامعه میکروبی خاك، امکان DNAدسترسی به 

بررسی و ردیابی مولکولی این قارچ را در نمونه 

DNA  موجود فراهم نمود. براي این کار از آغازگر

 F. oxysporum با قابلیت تفکیک uniاختصاصی 

f. sp. Lycopersici از سایر بیمارگرهاي خاکزاد،  و

میکرولیتر مخلوط اجزاي  25تهیه  استفاده شد. براي

میکرولیتر  5/2اي پلیمراز به ترتیب از  واکنش زنجیره

PCR buffer ،85/0  ،5/0میکرولیتر کلریدمنیزیم 

 میکرولیتر آغازگر رفت و dNTP ،1میکرولیتر 

، Taq DNA polymeraseمیکرولیتر  2/0برگشت، 

استفاده شد. جهت انجام این DNA  میکرولیتر 2

ساخت شرکت  uniغازگر اختصاصی واکنش آ

MWG  7مورد استفاده قرار گرفت (جدول شماره.( 

اي پلیمرازي اجرا شده  برنامه حرارتی واکنش زنجیره

 94عبارت است از: چرخه نخست، دو دقیقه در دماي 

درجه  94چرخه بعدي شامل،  35گراد،  درجه سانتی

گراد  درجه سانتی 52گراد به مدت یک دقیقه،  سانتی

گراد به مدت دو  درجه سانتی 72ه مدت یک دقیقه و ب

گراد به مدت دو  درجه سانتی 72دقیقه و چرخه نهایی 

مدل  Bio radدقیقه در دستگاه ترموسایکلرگرادیانت 

MycyclerTM  انجام گرفت. این واکنش براي هر

  بار تکرار شد و براي بررسی  5یک از نمونه ها 

تروفورز محصول تکثیر قطعه ژن مورد نظر، از الک

PCR  درصد با بافر  2/1در ژل آگارزTBE  استفاده

  گردید.

  

  مشخصات آغازگر مورد استفاده در این تحقیق .7جدول

Primers Melting Point (ºc) Sequence 
uni f  
 

55.9 ً ATCATCTTGTGCCAACTTCAG 3ً5 
uni r 56.5 ً GTTTGTGATCTTTGAGTTGCCA 35ً 

  

   نتایج و بحث

 هاي ذکر شده، حضور نجام دقیق روشپس از ا

DNA ها با آنالیز  به دست آمده براي هریک از روش

تکرار در  5خام از  DNAباندها پس از الکتروفورز 

). نتایج حاصل از 1شرایط برابر، تایید شد (شکل 

 هاي خاك مورد در نمونه DNAمطالعه محصول 

مطالعه با استفاده از سه روش یاد شده، به وسیله 

تگاه نانودراپ نشان داد که میانگین غلظت، براي دس

نانوگرم  1/6و  1/4، 32/2به ترتیب  Cو  B ،Aروش 

رقیق شده در حجم برابر آب  DNAبر میکرولیتر 

 ).  2مقطر است (شکل 

 
به استخراج شده  DNAالگوي الکتروفورزي  .1شکل 

خاك.  در شرایط برابر در یک نمونه Cو  A ،Bهاي  روش

و  C روش  :3و  2هاي  ، چاهکA: روش 1چاهک 

 GeneRuler: 8و چاهک  B: روش7و  6، 5، 4 هاي چاهک

DNA Ladder Mix  شرکتFermentas.  

1            2               3               4              5            6              7          ladder 
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استخراج شده بر حسب  DNAهاي  میانگین غلظت .2شکل 

رقیق شده در آب مقطر از یک  DNAنانوگرم بر میکرولیتر 

  تکرار 5نمونه خاك با سه روش مورد مطالعه  در 

  
توجه به اینکه نمونه خاك مورد آزمایش در هر با 

به دست  DNAسه روش یکسان بوده است، غلظت 

آمده با استفاده از روش استخراج آنزیمی سلول (روش 

A  وCمکانیکی (روش  -) بیشتر از روش شیمیایی

B بود. تکرارهاي متعدد روش هاي (A ،B  وC   با

اد، حداکثر هاي دیگر نیز به خوبی نشان د نمونه خاك

نانوگرم بر  بر حسب Cبا روش DNA غلظت 

میکرولیتر قابل استحصال است. این نتایج تاییدي بر 

و همکاران Zhang شده توسط مطالعات انجام 

بیشتر  دهی ) بود که نشان داده بود، محصول2003(

هاي آنزیمی در نتیجه هضم دیواره توسط  روش

دیواره تواند به طور موثري  لیزوزیم است که می

را به  DNAسلولی میکروارگانیسم را شکسته و 

  ). Zhang et al., 2003راحتی آزاد کند (

فاکتور مورد ارزیابی دیگر این تحقیق خلوص 

DNA  استخراج شده از نظر آلودگی به پروتئین در

گیري نسبت  هاي ذکر شده بود که با اندازه روش

نانومتر توسط  280به 260هاي  جذب طول موج

اه نانودراپ ارزیابی شد. متوسط نسبت جذب دستگ

DNA  به پروتئین براي روشA 35/1 براي ،

گزارش  C 61/1و براي روش  B  18/1روش

شود. نتایج این تحقیق حاکی از آن است که  می

DNA  استخراج شده به روشC  مبتنی بر)

آنزیمی و مکانیکی) کمترین  - هاي شیمیایی روش

نشان داد و کارایی این  میزان آلودگی به پروتئین را

ها در حذف  روش را در مقایسه با سایر روش

ها تایید کرد. از طرف دیگر متوسط نسبت  آلودگی

(مبتنی بر  Bبه پروتئین براي روش  DNAجذب 

اي کمتر  مکانیکی) بطور مقایسه - هاي شیمیایی روش

 Bبود. به عبارت دیگر روش  Cو  Aاز دو روش 

ها و استخراج مناسب  دگیکارایی کمتري در حذف آلو

DNA  از جامعه میکروبی خاك نشان داد. همچنین

هاي جذبی طول موج  مشاهده شد که میانگین نسبت

هاي خاك  ي تمام نمونهDNAنانومتر،  280به  260

مورد مطالعه در هر سه روش مورد مطالعه بیشتر از 

استخراج شده  DNAتوان گفت که  یک است لذا می

از  داراي مقدار کمی ناخالصیتوسط هر سه روش، 

  باشد. پروتئین می اسید و جمله هیومیک

هاي آنزیمی در مورد  در  این آزمایش تکنیک

بهترین نتایج را   DNAاستخراج سلولی و خلوص 

با وزن مولکولی و DNA نشان دادند. کیفیت بهتر 

به دست آمد. این مورد ممکن  Cخلوص بالا با روش 

ک استخراج شیمیایی/ است به دلیل ترکیب تکنی

 توانست محصول آنزیمی/ مکانیکی باشد که می

DNA دهد که  بیشتري را بدون شکستن شدید ارائه

) Olson)1991 و   Tsaiاین موضوع با مطالعات

توان  مطابقت نشان داد. دلیل دیگري به این نتایج می

گرم -نسبت داد این است که عملیات فریز کردن

سیب مشخصی به اسید تواند منجر به آ کردن می

خطی  DNAهاي  نوکلئیک به خصوص مولکول

ها شود.  کروموزومی یوکاریوت DNAبزرگ مثل 

) گزارش 1991و همکاران ( Liesack پیش از این

هاي مکانیکی  هموژنایز کردن و سایر روش کردند که

سونیکاسیون به طور کلی منجر به شکستن مثل 

ئیات روش شوند. لذا به کارگیري جز می DNAشدید 

C بهترین انتخاب براي استخراج ،DNA  کل جامعه

در نظر  هاي خاك مورد مطالعه میکروبی از نمونه

نشان داد  UVهاي جذب  گرفته شد چرا که پروفایل

DNA نسبتاً استخراج شده علاوه بر غلظت بالا ،
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عاري از ترکیبات چسبنده خاك مثل هیومیک اسیدها 

براي  Cچنین روش هاي پروتئین بود. هم و آلودگی

هاي  جمعیت میکروبی از خاك DNAاستخراج 

مختلف، قابل اطمینان و سریع است. با توجه به 

 تکرارهاي متعدد این آزمایش و نتایج قابل قبول

 مکانیکی) -آنزیمی -(استخراج شیمیایی Cروش 

توان نسبت به طراحی و ساخت کیت استخراج  می

DNA ي این هاي کاربرد در داخل کشور و جنبه

 تحقیق پیشنهادهاي لازم را ارائه کرد. 

هاي اختصاصی  در بخش ردیابی مولکولی  فرم

   F. oxysporum f. sp. lycopersiciبیمارگر خاکزاد 

پس  F. oxysporum f. sp. radicis lycopersiciو 

از جامعه  DNAاستخراج  دستیابی به روش مناسب از

بررسی هاي مورد  میکروبی خاك، از نمونه خاك

استخراج گردید  C با روش  DNA)، 1(جدول شماره 

  ). 3(شکل شماره 

 
  

  
شده به روش  استخراج DNAالگوي الکتروفورزي  .3شکل 

C ها در برخی از نمونه.   

 GeneRuler DNA: 1از سمت راست به ترتیب چاهک 

Ladder Mix  شرکتFermentas7، 6، 5، 4، 3، 2 . چاهک 

در ژل اگارز   S1 ،S2 ،S3 ، S4،S5 ،S6هاي به ترتیب: نمونه

  ).60َ،  100، ولتاژ TBEدرصد (بافر  8/0

  

اختصاصی بودن پرایمر مورد استفاده امکان 

ردیابی این پاتوژن را در حد فرم اختصاصی  فراهم 

ها نیاز به   نموده است. در صورت تعدد پاتوژن

سکوئنس سایر پاتوژن ها و دسترسی به قطعات ژن 

ها را دارا باشند،  یت تفکیک این پاتوژنخاص که قابل

باشد که مطالعات گسترده تاکسونومی مولکولی می

طلبد. و از حد این تحقیق خارج است.  ها را می قارچ

انتخاب  این پاتوژن در این تحقیق به سبب گسترده 

بودن مطالعات انجام شده روي این قارچ  و در اختیار 

  بوده است.  بودن پرایمر اختصاصی براي ردیابی

مطالعات گسترده مولکولی انجام شده روي این 

یابی کامل ژنوم این قارچ از طرفی و  بیمارگر و توالی

خسارت عمده ایجاد شده توسط این پاتوژن در مزارع 

فرنگی، امکان بررسی و ردیابی  هاي گوجه و گلخانه

موجود فراهم  DNAاین قارچ را در نمونه مولکولی 

با قابلیت  uniار آغازگر اختصاصی نمود. براي این ک

 و  F. oxysporum f. sp. lycopersici  تفکیک
Fusarium oxysporum f. sp. radicis 

lycopersici  از سایر بیمارگرهاي خاکزاد، استفاده

شد. به منظور ردیابی مولکولی قارچ فوزاریوم تمامی 

تکرار طبق  5هاي استخراج شده در DNAنمونه 

ذکر شده، با آغازگر اختصاصی تحت  برنامه حرارتی

  PCRقرار گرفتند و بررسی محصول PCRواکنش 

 در TBEدرصد و بافر  2/1با الکتروفورز در ژل آگارز 

 S1نشان داد که تنها نمونه  S1–S9هاي  نمونه خاك

فرنگی  تکرار داراي آلودگی فوزاریومی گوجه 5با 

الگوي الکتروفورزي این واکنش با تشکیل  است.

مطلب است  موید این bp 672 ندي به وزن حدودبا

  ). 4(شکل شماره 

 Fusariumدر نتیجه این خاك حاوي قارچ 

oxysporum f.  sp. lycopersici  یا Fusarium 

oxysporum f. sp. radicis lycopersici یا  و

باشد. وجود هر یک از این  هردو فرم اختصاصی می

ك و ایجاد تواند نشان آلودگی خا دو در خاك، می

فرنگی  هاي گوجه پژمردگی آوندي در بوتهبیماري 

باشد. آغازگر مورد استفاده هر دو فرم اختصاصی را 

هاي متفاوتی براي  کند. راه مشترکاً جداسازي می

تفکیک این دو فرم نیز از یکدیگر وجود دارد که از 

تواند به عنوان یک  بحث این مقاله خارج بوده و می

    S6    S5    S4     S3     S2     S1     ladder 

10Kb 
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مطرح گردد. لکن با وجود ایجاد  موضوع تحقیق جدید

علائم مشترك، با ردیابی عامل بیماري در خاك، 

گیاه و بروز علائم  آلودگی فوزاریومی، قبل از کاشت

بیماري قابل تشخیص بوده و این امکان را فراهم 

آورد که بتوان نسبت به حذف عامل بیماري به  می

هاي مختلف یا کاشت واریته مقاوم و انتخاب  روش

بان غیرحساس اقدام نموده و خسارت اقتصادي میز

در مابقی . ناشی از این بیماري قارچی را کاهش داد

ها باندي که بیانگر آلودگی به قارچ فوق باشد،  نمونه

). این نتایج ضمن تایید 3مشاهده نشد (شکل شماره 

تاییدي بر این امر بود  S1حضور پاتوژن در نمونه خاك 

امعه میکروبی خاك، استخراج شده از ج DNAکه 

قابلیت اتصال و تکثیر قطعه ژن مورد نظر تحت واکنش 

PCR باشد.را دارا می در دستگاه ترموسایکلر  

  

  
 6، چاهکS1نمونه  5تا  1ها،  از سمت راست: چاهک  اي پلیمراز نمونه الگوي الکتروفورزي محصول واکنش زنجیره .4شکل 

:GeneRuler DNA Ladder Mix  شرکتFermentasهايبه ترتیب نمونه 14، 13، 12، 11، 10 ،9، 8، 7هاي  . چاهک S9  S8  

S7  S6  S5  S4  S3  S2   درصد (بافر  2/1روي ژل آگارزTBE نتایج 60َ، 100، ولتاژ (PCR  نمونهS1  تکرار، بیانگر آلودگی  5با

 ی به بیماري فوق باشد، دیده نشد.آلودگ ها باندي که بیانگر باشد. در مابقی نمونه نمونه خاك آن منطقه می

  

  سپاسگزاري

سندگان از دانشگاه پیام نور مرکز تهران شرق و ینو

همکاران محترم آزمایشگاه بیوتکنولوژي کشاورزي 

سرکار خانم دکتر بدري و سرکار خانم مظفري که 

شرایط این تحقیق را فراهم کردند، تشکر و قدردانی 

  نمایند. می
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