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  مقدمه - 1

دهاي زیستی ریزجانداران دهنده رشد استفاده شده در کوهاي افزایشها و باکتريقارچ
متفاوت به صورت مستقیم و غیرمستقیم باعث افزایش  سازوکارهايمفیدي هستند که با 

با اینکه در . شوندهاي زنده و غیرزنده میرشد، عملکرد و مقاومت گیاهان در برابر تنش
و چندین کارخانه بزرگ و کوچک  شده کودهاي زیستی توجه بیشتري  به  هاي اخیرسال

یکی از مشکلات کودهاي زیستی در  اند اماتولید کودهاي زیستی در کشور همت گماشته به
. استایران عدم شناسایی دقیق ریزجانداران استفاده شده در تولید این نوع از کودها 

ها و هاي شناسایی در قارچدلیل نقصان روشهدقیق گونه ممکن است بنشدن شناسایی 
  . ها باشدباکتري

بر اساس تشابه در خواص  ها باکتريو  هاقارچ بندي ولیه تشخیص و طبقههاي ا روش
بر  ي قارچیها گونه یها گاه در این روش. نداهها استوار بودآن شناسیو یا ریخت فنوتیپی

مانند رنگ پرگنه، نوع کنیدیوفور و کنیدي تولید شده، ها  اساس تعداد معدودي از ویژگی
  در . شدندها تفکیک میهاي آنرهاي جنسی و ویژگیزایی، تولید ساختاروش کنیدي

شناسی،  ریخت ها،  آمیزي گرم یا دیگر رنگ رنگ سلول در اثر رنگ هاي باکتریایی،گونه
تا حدودي باعث  اي، تولید اسید، تشکیل اسپور یا تولید رنگدانه تحرك، نیازهاي تغذیه

یک روش براي تشخیص برخی از  ها شاید این روش. شدمیها بندي باکتريشناسایی و رده
ها  گرچه این روش. ها، قابل استفاده نیستند باشند ولی براي شناسایی تمام گروه هاگونهانواع 

هاي  که از نظر ویژگی ریزجاندارانیدر زمان خود موفق بودند ولی دقت کافی براي تشخیص 
که  مشخص شدعدي هاي ب در بررسی. ظاهري و فیزیولوژي به هم شبیه بودند را نداشتند

توانند  ها ندارند و می باکتريها و قارچبندي  کارآیی کافی را براي طبقه پیشینهاي  روش
و  هستند گیروقت و زحمت پر هاي سنتیروشدیگر  سوياز . شوندسبب اشتباهات جدي 

با توجه به شناسی و میکروسکوپی ریختهاي بـا روش ریزجانداران هايشناسایی گونه
هاي ویژگی همچنین. استتجربه زیادي  مهارت و ها مستلزمي بسیار جزئی آنهاتفاوت
این  .دنتغییر کنتحت تأثیر شرایط محیطی نظیر دما و رطوبت ممکن اسـت  شناسیریخت

هاي مولکولی که از حساسیت و سرعت روش مانندهاي دیگر استفاده از روشمسایل اهمیت 
  ها این روش کند ومی مشخص را هستند خورداربر ریزجاندارانبالایی براي شناسایی 
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در شناسایی مولکولی بسته به جنس . شوندبه کارگرفته  گونه تشخیص نهایی براي توانندمی
بدلیل اینکه استفاده از . و گونه ممکن است از یک یا چند ژن براي شناسایی استفاده شود

را دهد و توانایی شناسایی  امکان شناسایی تا سطح جنس تنهایک ناحیه ژنی ممکن است 
ادا و ( است کنندهکمکها و یا چند ژن ، استفاده ترکیبی از روشرا نداشته باشددقیق گونه 
؛ اگارتنر و 2017؛ بوزفسکی و همکاران، 2008؛ مارتنس و همکاران، 1999همکاران، 
و  هاي شناسایی مولکولیروشبه در این دستورالعمل سعی شده است ). 2017همکاران، 

  .شود پرداختههاي قارچی و باکتري بررسی تنوع ژنتیکی جدایه
  

  هاها و باکتري قارچشناسایی مولکولی  - 2
ها انجام ي آنهاي حفاظت شدهي توالی ژنبر پایه جاندارانبندي ریزشناسایی و طبقه

بندي و رده نزدیکیبراي بررسی  که است ریبوزومیژنی  نواحی ،هاآناز مهمترین . شودمی
امکان جهش یا انتقال  شدهحفاظت هاياین توالیدر . شوداستفاده می هاها و قارچباکتري

زیرا این اجزا  ،هاي بزرگ مولکولی چون ریبوزوم وجود نداردهاي اجزاي دستگاهافقی در ژن
 نداها سال با یکدیگر به تکامل رسیدهاي با یکدیگر دارند که طی میلیونهاي پیچیدهمیانکنش

بوجود تواند تغییرات ساختمانی بزرگ و ناکارآمدي ها میو تغییري کوچک در توالی آن
استفاده  هاقارچها و بندي و شناسایی باکتريطور گسترده در طبقهبهاین نواحی ژنی  .آورد
 PCR(1(اي پلیمراز واکنش زنجیره و با استفاده از دستگاه ترموسایکلراین نواحی . دنشومی

توالی بدست آمده از . دنشو، تعیین توالی میآن و کیفیت کمیتپس از بررسی شده و تکثیر 
مختلف از  هاي آنلاینها در پایگاه دادهها از تمام گونههایی از انواع سویهتوالی با جدایهیک 
ریزجاندار یک راه دقیق و مناسب براي شناسایی مولکولی شود که مقایسه می  NCBI جمله
هاي مختلف یک جنس به دلیل شباهت با این وجود در بسیاري از گونه .تاسنظر مورد

 و مقایسه چندین ژن نیز کاربرد MLSA(2(بالاي این نواحی ژنی، استفاده از روش چند ژنی 
و یا  هاقارچ ،هاو تعداد ژن مورد نیاز براي شناسایی باکتري شده هاي استفادهژن. دارد زیادي

   .نوع جنس باکتري و یا قارچ متفاوت است بسته به هابندي آنرده

                                            
1 Polymerase chain reaction 
2 Multilocus sequence analysis 
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هاي حفاظت شده شناسایی ژن) 1: هدف وجود دارد DNAدو راهکار براي انتخاب 

هایی از ژنوم اسکرین تصادفی بخش) 2ها ها و بین آنشناخته شده با تنوع کافی در داخل ژن
عمول حفاظت شده اغلب نواحی م. دهندبراي پیدا کردن نواحی که اختصاصیت کافی نشان می

یادآوري  ناحیه). 1990وایت و همکاران، ( استریبوزومی  DNA ،ریزجانداران در تشخیص
با تعداد کپی  ریزجاندارانهاي مفید شامل حضور در همه داراي تعداد زیادي از ویژگی شده
مورفیسم اغلب با پلی نواحی. دهدهاي بسیار حساس را میکه اجازه تشخیصاست زیاد 
که هستند آر قابل شناسایی سیهاي محدود کننده و آنالیز محصولات پیده از آنزیماستفا

از محصولات تکثیر توانند میهمچنین کاوشگرها . کندها را مشخص میتفاوت بین استرین
هاي اختصاصی آغازگراغلب ). 1992وارد و گري، ( استفاده شوندشده تولید و در تشخیص 

ند توالی منحصر به فرد و شوند تا بتوانتکثیر شده طراحی می ها از روي محصولاتتاکسون
براي  rDNA زمانی که تنوع در توالی . هدف قرار دهند ریزجاندارانرا در  DNA خاصی از

-β هاي ها مانند ژننشانگرهاي اختصاصی تاکسون مناسب نیست دیگر ایجاد تشخیص

tubulin این عیب را دارند که  نشانگرهااین ). 2001فراجی و همکاران، ( شوندبکار گرفته می
  . ها پایین استحساسیت ردیابی آن رواز این .هستندداراي یک کپی در ژنوم 

نواحی تصادفی ژنوم  غربالگريهاي تشخیص ژنتیکی همچنین ممکن است از نشانگر
 پس. هاي ویژه منحصر به فرد هستند، بدست آیدهایی که در تاکسونبراي پیدا کردن توالی

  در برابر  کاوشگرعنوان یک کلون شده و هر کلون به ریزجاندارهایی از ژنوم قطعهاز این 
 .، پیدا شوداستاي که در تاکسون منحصر به فرد شود تا قطعههاي مربوطه استفاده میژنوم

  هاي اختصاصی استفاده آغازگرسپس تعیین توالی شده و براي طراحی  ویژههاي کلون
  هاي اختصاصی آغازگرتکراري از ژنوم در طراحی هاي توالی ).1989هنسن، ( شوندمی
 شوندمعمول استفاده می شکلآر که به سیمارکرهاي با پایه پی. د بکار برده شوندنتوانمی

RAPD ،ISSR   و  Rep هستند.  
هاي جدایهمحصولات تکثیر شده سپس روي ژل الکتروفورز برده و الگوهاي باندي 

باندهاي تشخیص داده شده ممکن است سپس تعیین توالی شده . شوندیمقایسه م مختلف
اند، نواحی تکثیري مشخص شده راهها از هاي اختصاصی که توالی آنآغازگرو در طراحی 

  ). 1998نیکلسون و همکاران، ( شوندبکار برده 
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  هاچمولکولی قار شناسایی -2-1
 تشکیل شده است که شاملتکراري اي از واحدهاي هسته rDNA ،هاي قارچیدر جدایه

این سه زیر واحد . است 28Sو زیر واحد بزرگ   5.8S، زیر واحد18Sسه زیر واحد کوچک 
شونده از هر واحد تکرار. شونداز هم جدا می ITS2و  ITS1کننده درون ژنی نواحی جداتوسط 

هاي قارچی هدر جدای. شودجدا می (IGS)کننده بین ژنی نواحی جدا توسط واحد مجاورش
در . شوداستفاده می ITSو  18S rDNA ،28S rDNAبندي از نواحی ژنی بسته به سطوح رده

  هاي بالاي مناسب براي ردهرو از اینو  شودانجام میکندي تکامل به 18S rDNAناحیه 
 18Sنرخ تکامل بیشتر از  28S rDNAدر ناحیه . سطوح راسته و خانواده است مانندبندي طبقه

rDNA  و کمتر ازITS  بندي متوسط یعنی سطح جنس مناسب براي سطوح رده رواز ایناست
 DNA Barcodingبندي گونه و و براي سطوح رده بودهنرخ تکامل بالا  ITSدر ناحیه . است

 18S rDNA ،28S rDNAنواحی ژنی  2و  1 لاشکادر ). 2017رجا و همکاران، ( مناسب است
  .اندرد نیاز براي تکثیر این نواحی نشان داده شدهو نام آغازگرهاي مو ITSو 

  

  
هاي قارچی و آغازگرهاي مورد نیاز براي تکثیر در جدایه 28S rDNAو  18S rDNAنواحی  - 1 شکل

  .)2017رجا و همکاران، ( هاآن

  

 
   هاهاي قارچی و آغازگرهاي مورد نیاز براي تکثیر آندر جدایه ITSنواحی  - 2 شکل

  .)2017ان، رجا و همکار(
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  هاي اندوفیتشناسایی مولکولی قارچ -2-1-1

  اندوفیت هايقارچ تهیه میسلیوم -1 -2-1-1
  .نموداستفاده  توانمی ها از دو روشبراي تهیه میسلیوم قارچ

لیتر از  میلی 50مقدار  :(PDB1)دکستروز  زمینیسیب مایع استفاده از محیط کشت - 1
ها با پنبه سترون لیتري ریخته و درب آن میلی 100 در ظروف ارلن مایر PDBمحیط غذایی 

دقیقه داخل اتوکلاو با دماي  20پس از سترون نمودن محیط غذایی به مدت . شودمسدود 
ها توسط سه قرص به قطر پنج  هر یک از ارلن ،اتمسفر 5/1درجه سلسیوس و فشار  121
. شودزنی  ، مایهانده شدهمتر که از حاشیه پرگنه در حال رشد جدایه مورد نظر تهی میلی
روز روي دستگاه  14الی  12ها، به مدت  زنی شده بر حسب سرعت رشد جدایه هاي مایه ارلن

پس از طی مدت زمان لازم، براي . ندودور در دقیقه قرار داده ش 100شیکر با سرعت 
براي . دوبرداشت توده میسلیومی از پمپ خلاء و شستشو با آب مقطر سترون استفاده ش

توده میسلیوم با درب باز به مدت دو تا  دارايهاي  هاي میسلیوم، شیشه خشک نمودن توده
هاي خشک شده در  میسلیوم. ندوقرار داده ش 2کن با سرما  سه روز درون دستگاه خشک

 .ندودرجه سلسیوس نگهداري ش -20دماي 

نخست در این روش : (PDA)آگار دکستروز  زمینیسیباستفاده از محیط کشت  - 2
هاي پتري به مدت دو هفته در تشتک. دوشمیرشد داده  PDAقارچ روي محیط کشت 

رشد کافی پرگنه، با استفاده از اسکالپل تمیز  پس ازدرجه سلسیوس نگهداري  و  25دماي 
هاي چینی به درون هاون و مستقیماً هو سترون، بافت قارچی از روي آن خراش داده شد

 .ندوشمیاستفاده  DNAاج سترون منتقل شده و براي استخر

  
  اندوفیت هاي قارچ ژنومی DNA استخراج - 2- 1- 1- 2

پس از تبدیل . دوها درون هاون چینی با ازت مایع کوبیده ش میسیلیوم هر یک از جدایه
 شودمیبا کمی تغییرات به شرح زیر استخراج  CTABها به روش  آن DNA  به پودري نرم،

                                            
1 Potato dextrose broth 
2 Freeze dryer 
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 600اون چینی محتوي میسلیوم کوبیده شده، مقدار درون هر ه .)1987دویل و دویل، (

 :Trisو  CTAB: 2% ،NaCl: 1/4 M ،EDTA: 20 mMشامل (میکرولیتر از بافر استخراج 

100 mM (سپس محتویات داخل هاون . دوریخته ش)به ) هیف قارچ و بافر استخراج داراي
براي از . شودمام یخ انجام تمام این مراحل در ح. دولیتري انتقال داده شمیلی 5/1هاي  تیوب

. دوها اضافه ش به تیوب 1ها مقدار یک میکرولیتر مرکاپتواتانول ها و پروتئین بین بردن چربی
قرار سلسیوس درجه  65دقیقه در حمام آب گرم در دماي  45ها به مدت  سپس تیوب

یتر میکرول 500به هر تیوب . ندود و هر پنج دقیقه یک بار به خوبی تکان داده شیرنگ
لیتر از محلول، مقدار  میلی 100براي تهیه ( 1:24ایزوآمیل الکل به نسبت / مخلوط کلروفرم

د و چند بار واضافه ش) ندومخلوط ش لیتر ایزوآمیل الکل میلی 4لیتر کلروفرم و  میلی 96
ها در  سپس تیوب. شودند تا مخلوط شیري رنگ وها به آرامی وارونه ش تیوب) بار 20- 25(

فاز بالایی را به آرامی برداشته و به  .ندودقیقه سانتریفیوژ ش 8به مدت  در دقیقه دور 13000
اضافه و ) سلسیوسدرجه  - 20(د و هم حجم آن ایزوپروپانول سرد وتیوب جدید منتقل ش

 13000دقیقه در  10سپس سانتریفیوژ به مدت  وبه مدت یک ساعت در یخچال نگهداري 
درصد سرد به آرامی در  70میکرولیتر اتانول  500حله بعد در مر. دودور در دقیقه انجام ش

پس از . انجام شودسانتریفیوژ  دور در دقیقه 13000تیوب ریخته و به مدت دو دقیقه در 
. دنها را وارونه گذاشته تا در محیط خشک شو ، اتانول را خارج کرده و تیوبDNAشستشوي 

ها اضافه کرده و پس از  به تیوب 2TE میکرولیتر بافر DNA ،50براي حل کردن  پایان در
  .ندونگهداري شسلسیوس درجه  -20ها در دماي   DNAحل شدن، 

  
  اي پلیمراز توسط واکنش زنجیره  ITS1-5.8S-ITS2تکثیر ناحیه ژنومی  - 3- 1- 1- 2

، از ترکیب شده هاي بررسی اي در نمونه هسته rDNAاز   ITS1-5.8S-ITS2براي تکثیر ناحیه 
  استفاده  4و معکوس 3به ترتیب به عنوان آغازگرهاي مستقیم ITS4به همراه  ITS1آغازگرهاي 

  توالی نوکلئوتیدي آغازگرها به ترتیب. دشومیانجام  ترموسایکلرتکثیر با استفاده از . دوشمی

                                            
1 - 2-Mercaptoethanol 

2  Tris-EDTA 
3 Forward 
4 Reverse 
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 5'- TCCGTAGGTGAACCTGCGG -3' 5 و'- TCCTCCGCTTATTGATATGC -3' 

اي پلی مراز ژنومی در واکنش زنجیره DNAاتی از تکثیر قطع ).1990و همکاران،  وایت( است
)PCR ( شودانجام می 1جدول همانند میکرولیتر براي هر نمونه  25در حجمی معادل. 

  وسایل و تجهیزات
  ترموسایکلر - 
  میکرولیتر 10- 1000سمپلر به حجم  - 
  میکرولیتر 10-1000به حجم سر سمپلر استریل رك و  - 
  اتوکلاو - 
  میکرولیتر 1500و  200میکروتیوب  - 
  هود لامینار - 
  آب دیونیزه - 

  گرهامواد و واکنش
  DNAمحصول  - 
  )ITS4 )pmol 10و  ITS1 یعموم آغازگرهاي - 
  )10X(بافر پی سی آر  - 
 - dNTPs )mM 2(  
 - MgCl2 )mM 50(  
  )Taq DNA polymerase )l-1µ U 5آنزیم  - 

  روش کار
به غیر از ) هاي مورد نیازتعداد واکنشبراي ( 1جدول مواد  نخست همهبراي این منظور، 

DNA  شوندلیتري مخلوط میمیلی 5/1الگو، درون یک لوله سترون (PCR mester mix) .
شود، تا مواد مخلوط حاصل به مدت سه ثانیه با استفاده از دستگاه ورتکس هم زده می

 .خوبی مخلوط شوندمراز به پلی DNAآنزیم  ویژهواکنش و به 
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 PCRبراي انجام یک واکنش ) لیترمیلی 25مجموع ( شده ادیر حجمی مواد استفادهمق - 1 جدول
  .ايهسته rDNAاز   ITSبراي تکثیر ناحیه

  ) میکرولیتر( مقدار مصرفی  نهایی غلظت  PCRکار رفته در واکنش همواد ب
  2/18  -  سترونآب دیونیزه 

 1X  5/2  (10X)بافر پی سی آر 
  1  مولارمیلی 2  )رمولامیلی 50(کلرید منیزیم  

  1  مولارمیلی 4/0 )مولارمیلی 10(  فسفات نوکلئوزید تريدئوکسی 
  1  مولارمیکرو 4/0 )میکرومولار 10(آغازگر  

  3/0  واحد 5/1  )واحد در میکرولیتر Taq DNA Polymerase )5آنزیم 
DNA  40 -50 1  نانوگرم  
 

ها،  خطاي میکروپیپتبراي عمولاً م. دارد DNAهاي تعداد واکنش بستگی به تعداد نمونه
هاي مورد نیاز تهیه بسته به تعداد واکنش، حجم کل مخلوط، بیشتر از حجم کل واکنش

در مرحله بعد، به کمک . شودروي یخ انجام  PCRبهتر است تهیه مخلوط واکنش . شود می
، PCR ویژه لیتري میلی 2/0هاي  میکرولیتر از مخلوط فوق به هریک از لوله 24میکروپیپت، 

هاي ده  ژنومی هر نمونه به کمک میکروپیپت DNAسپس یک میکرولیتر از . دوشمیمنتقل 
هاي درون چاهک PCRهاي لوله .دوشمیاضافه  PCRمیکرولیتري به مخلوط درون هر تیوب 

و تکثیر  PCRهاي دستگاه ترموسایکلر قرار داده شده و سپس برنامه حرارتی براي واکنش
 ).2جدول (شود نظیم میت DNAقطعات 

  

  .PCRشده به دستگاه ترموسایکلر جهت انجام واکنش  برنامه زمانی ارائه - 2ل جدو
  تعداد چرخه  )دقیقه(زمان   )درجه سلسیوس( دما  مرحله

  1  5  94  1اولیه سازيواسرشته
 1  94  2سازيهواسرشت

  1  50  3اتصال  30
  1  72  4گسترش

  1  10  72  5گسترش نهایی

                                            
1 Initial denaturation 
2 Denaturation 
3Annealing 
4 Extension 
5 Primer extension 



9                    هاها و باکتريهاي آزمایشگاهی شناسایی مولکولی و بررسی تنوع ژنتیکی قارچروش

     
را مطابق بخش  PCRایان زمان انجام واکنش در دستگاه ترموسایکلر محصول پس از پ

  .فورز نماییدوالکتر - 4- 1- 1- 2
 

  1الکتروفورز ژل آگارز - 4- 1- 1- 2
  RNA ،DNAمانند هاي باردارجداکردن مولکول برايهاي آزمایشگاهی مرسوم از روش

 جرم و بار اندازه،		وجه بهاین جداسازي با ت. استتکنیک الکتروفورز ژل آگارز  پروتئین  و
شود از پودر آگارز و یا پلی استفاده می روشژلی که براي این . شودمی انجام آنها مولکولی

ها با  مولکول تا شوددار است و همین امر موجب میها منفذساختار این ژل. آکریلامید است
براي کردن این منافذ براي کوچک یا بزرگ . دنراحتی از آن عبور کنهاي متفاوت به اندازه

الکتروفورز  درشده هاي استفاده توانیم غلظت ژلهاي کوچکتر و یا بزرگتر، میحرکت مولکول
یند کلی این تکنیک به این صورت است که با برقراري جریان در آفر .را کمتر و یا بیشتر کنیم

شود اعث میشود که بژل الکتروفورز، دو سمت ژل داراي دو قطب مخالف مثبت و منفی می
 با هااین عمل حرکت مولکول .هاي باردار به سمت قطب مخالف خود حرکت کنندمولکول

دلیل این مهاجرت ساختار ماتریکس نفوذپذیر ژل . شناخته شده است“ مهاجرت“اصطلاح 
 .داز میان منافذ موجود در آن عبور و در طول ژل حرکت کنن توانندمیها  است که مولکول

  

  زاتوسایل و تجهی
  میکرولیتر 10- 1000سمپلر به حجم  - 
  میکرولیتر 10-1000به حجم سر سمپلر استریل رك و  - 
  اتوکلاو - 
  ژل آگارز ویژهو شانه  2سینی - 
  تانک الکتروفورز افقی - 
  دستگاه ترانس لومیناتور - 
  لیتريمیلی 1000بالن ژوژه  - 

                                            
1 Agarose gel electrophoresis 
2 Tray 
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  لیتري میلی 50بشر  - 
  1هنمون بارگذاري		رنگ - 

  

  گرهامواد و واکنش
  آگارز رپود - 
. تهیه نمایید )X 5( TBEیک محلول غلیظ از بافر  براي شروع: )TBE )X 5/0بافر  - 

لیتر آب مقطر حل میلی 900گرم بوریک اسید را در  5/27و  Tris HCLگرم  54مقدار 
ها اضافه نموده و پس از بهم را به آن PH=8نیم مولار با  EDTAلیتر میلی 20سپس . نمایید

از . محلول حاصل را اتوکلاو و در دماي اتاق نگهداري نمایید. به حجم یک لیتر برسانید زدن
شود به سختی در آب حل می EDTA. شودتهیه  X 5/0غلظت   TBEاین محلول غلیظ بافر

 8را در  EDTAگرم  722/3نیم مولار مقدار  EDTAلیتر میلی 20براي تهیه  رواز این
غلیظ به آن  NaOHلیتري ریخته و قطره قطره میلی 50بشر لیتر آب مقطر در یک میلی

تنظیم  پس از. تنظیم شود 8آن بر روي  PHبا یک کدورت نسبی کم  پایانتا در شوداضافه 
PH  لیتر برسانیدمیلی 20حجم آن را به.  

  DNA 2نشانگر  - 

  براي ژلDNA  3رنگ - 
  ITS1-5.8S- ITS2 حاصل از تکثیر ژن PCRمحصول  - 

  

  ارروش ک
نشان داده شده است به ترتیب  3که مراحل آن در شکل  الکتروفورز ژل آگارزبراي انجام 

  .شودزیر عمل می
 TBE )Xبافر لیتر میلی 100در  را گرم از پودر آگارز 2/1: درصد 2/1تهیه ژل آگارز  - 

حدود . محلول شفافی بدست آید سرانجامو به کمک حرارت حل شود تا  کردهمخلوط ) 5/0

                                            
1 Loading dye 
2 Ladder 
3 DNA stain 
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گراد درجه سانتی 60کاهش یافته و به حدود ژل دماي تا  کنیددقیقه صبر  20الی  10

  . به آن اضافه نموده و به آرامی بهم بزنید  DNAرنگمیکرولیتر  2. برسد
سپس شانه . دو طرف سینی را با نوار چسب مسدود کرده و ژل را درون آن بریزید - 
در دماي آزمایشگاه شانه  شدن ژلمحکم  سفت و پس از. چاهک را روي ژل قرار دهید ویژه

  .کنیدعنوان محل قرار دادن نمونه استفاده ههاي برجاي مانده بو از چاهک نموده را خارج
داراي  تانک الکتروفورز افقیژل را برداشته و آن را در درون  داراينوار چسب سینی  - 

  .قرار دهید )TBE )X 5/0مقدار کافی بافر 
  

  
  .الکتروفورز ژل آگارزلف انجام مراحل مخت - 3شکل 

  
) لیترمیلی 2( هنمون بارگذاري		رنگرا با ) لیترمیلی PCR )6مقدار مشخصی محصول  - 

  . مخلوط نماید) 1به  3نسبت (
  .مخلوط حاصل را با استفاده از سمپلر در درون چاهک ژل بریزید - 
ر دو چاهک کناري را د) PCRبه اندازه مقدار محصول ( DNAنشانگر مقدار معینی از  - 

  .دو طرف ژل بریزید
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ولت تنظیم و به مدت  100را روشن کرده، ولتاژ آن را بر روي  دستگاه ترانس لومیناتور - 
   .ساعت الکتروفورز نمایید 5/1

 تصویر آن ثبت) 4شکل ( دستگاه ژل داك و با استفاده ازنمایان  UVژل تحت نور  - 
حدود به اندازه ، تکثیر بخش موردنظر ژنوم  DNAمقایسه باند تکثیرشده با نشانگر  .شود
  ).5شکل ( دهدمیرا نشان  1)bp(جفت باز  600

  

  
  .UV نور تحت ژل ریتصو ثبت يبراشده  استفاده داكژل دستگاه - 4شکل 

  

  
هاي اي جدایههسته rDNAاز  ITS1-5.8S- ITS2 یژن هیناح يباز جفت 600 باند ریتکث - 5شکل 

    در ژل آگارز یک درصد ITS4 و  ITS1 دوفیت به کمک آغازگرهاي انمتعلق به قارچ
  ).1395دولت آباد و همکاران، (

                                            
1 Base pair 
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  هاي میکوریز قارچشناسایی مولکولی  - 2- 1- 2

و  18S rDNA ،28S rDNA هاي میکوریز از نواحیها از جمله قارچدر تعدادي از قارچ
ITS  6 شکل(شود به طور همزمان استفاده می .(  
  

  
 ,a. هاي قارچی میکوریز آربوسکلارشناسایی مولکولی جدایه براي rDNAکثیر نواحی ت - 6 شکل

b ( تکثیر ناحیهSSU-ITS1-5.8S-ITS2-LSU خطوط . اياي پلیمراز آشیانهبه روش واکنش زنجیره
  .)2009کروگر و همکاران، ( دهنده نواحی تکثیر شده استتیره نشان

  
  میکوریز هاي ژنومی قارچ DNA استخراج - 1 - 2- 1- 2

میکوریز آربوسکولار، ضدعفونی اسپورها با  هايقارچژنومی در  DNA بدست آوردن براي 
دقیقه، شستشوي اسپور با  10مدت دو درصد به Tقرار دادن اسپورها در محلول کلرآمین 

مدت پنج آب مقطر استریل، قرار دادن اسپورها در محلول دو درصد هیپوکلریت سدیم به
درصد  02/0وي اسپورها با آب مقطر استریل، قرار دادن اسپورها در محلول دقیقه، شستش

 شودو با آب مقطر استریل انجام میمدت پنج دقیقه و سپس شستشاسترپتومایسین به
یک اسپور توسط استریومیکروسکوپ با حداقل  پایاندر  .)2014ینیواسان و همکاران، رس(

پس از خشک شدن آب، اسپور با نوك . گیردمیمیزان آب مقطر استریل روي اسلاید قرار 
میکرولیتر آب سترون تمامی محتویات اسپور به  10سپس با . دوشمیسوزن شکسته 

  ). 2017ی و همکاران، بلاشکوفسک(د وشمیمیکروتیوپ سترون منتقل 
  

اي به روش واکنش زنجیره SSU-ITS1-5.8S-ITS2-LSUتکثیر ناحیه  - 2- 2- 1- 2
  ياپلیمراز آشیانه

- واکنش زنجیره پلیمراز به روش آشیانه SSU-ITS1-5.8S-ITS2-LSUتکثیر ناحیه  براي
   ).2009کروگر و همکاران، ( دشومیبا تغییراتی انجام  3 جدول با استفاده از آغازگرهاي اي
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   SSU-ITS1-5.8S-ITS2-LSU ژنومی ناحیه مورد نیاز براي تکثیرتوالی آغازگرهاي  - 3جدول
 .یزهاي میکورقارچ

 آغازگر توالی

5’-TGGGTAATCTTTTGAAACTTYA-3’ SSUmAf1 
5’-TGGGTAATCTTRTGAAACTTCA-3’ SSUmAf2 

5’-TCGCTCTTCAACGAGGAATC-3’ SSUmCf1 
5’-TATTGTTCTTCAACGAGGAATC-3’ SSUmCf2 
5’-TATTGCTCTTNAACGAGGAATC-3’ SSUmCf3 
5’-GCTCACACTCAAATCTATCAAA-3’ LSUmAr1 
5’-GCTCTAACTCAATTCTATCGAT-3’ LSUmAr2 

5’-TGCTCTTACTCAAATCTATCAAA-3’ LSUmAr3 
5’-GCTCTTACTCAAACCTATCGA-3’ LSUmAr4 

5’-DAACACTCGCATATATGTTAGA-3’ LSUmBr1 
5’-AACACTCGCACACATGTTAGA-3’ LSUmBr2 
5’-AACACTCGCATACATGTTAG-3’ LSUmBr3 

5’-AAACACTCGCACATATGTTAGA-3’ LSUmBr4 
5’-AACACTCGCATATATGCTAGA-3’ LSUmBr5 

  
شود که شامل میکرولیتر تهیه می 25ار براي یک نمونه با حجم سیمواد مرحله اول پی

میکرولیتر کلرید  5/0، )مولارمیلی dNTP )10میکرولیتر  5/0ار، سیمیکرولیتر بافر پی 5/2
پیکومول 10( LSUmArو  SSUmAf، یک میکرولیتر آغازگرهاي )مولارمیلی 50(منیزیم 

. است) واحد در میکرولیتر 5(اي پلیمراز .ان.دي Taqمیکرولیتر آنزیم  2/0و ) در میکرولیتر
درجه  94سازي اولیه چهار دقیقه در اي پلیمراز شامل واسرشتهبرنامه دمایی واکنش زنجیره

درجه سلسیوس یک دقیقه، اتصال  94سازي در چرخه شامل واسرشته 35سلسیوس، 
ثانیه و بسط  90درجه سلسیوس  72ر درجه سلسیوس یک دقیقه، بسط د 50آغازگر در 
پذیرد که در این مرحله درجه سلسیوس به مدت هفت دقیقه صورت می 72نهایی در 

ار اول در مرحله دوم سیمحصول پی. شودجفت باز تکثیر می 1800اي به طول قطعه
و  SSUmCfمیکرولیتر با آغازگرهاي  25که در حجم کل  شودواکنش استفاده می

LSUmBr  ار مرحله دوم دماي سیدر پی. پذیردار اول صورت میسیابق با شرایط پیمط
جفت باز  1500اي به طول درجه سلسیوس است که در این مرحله قطعه 53اتصال آغازگر 

  .شودتکثیر می
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 شناسایی مولکولی باکتري - 2- 2

استفاده  16S rDNA هاي باکتري براي شناسایی اولیه در سطح گونه از ناحیه در جدایه
  . )7شکل ( شودمی

  
 

تیره نشان دهنده  خط. هاي باکتريجهت شناسایی جدایه16S rDNA  تکثیر ناحیه - 7 شکل
  ).1999تناك، (تکثیر شده است  احیهن

 
  ژنومی باکتري DNA استخراج - 1- 2- 2

براي  DNAهاي مختلفی در داخل و خارج از کشور اقدام به تولید کیت استخراج کتشر
 مختلفی ها داراي مواد و مراحلیاین کیت. اندهاي گرم منفی و گرم مثبت نمودهباکتري
  .استفاده شوندر دقیق بایست به طوبا کیفیت بالا می DNAکه به منظور استخراج  هستند

  

  اي پلیمراز توسط واکنش زنجیره 16S rDNA تکثیر ناحیه ژنومی - 2- 2- 2
هاي با توالی 1492Rو  27F عمومی هايآغازگراز  16S rDNA یژنناحیه تکثیر  براي

  .)2006جیانگ و همکاران، (شود استفاده می 4 در جدولارائه شده 
  

 .1492Rو  27F یعموم آغازگرهاي یتوال - 4جدول 

 توالی  آغازگر
27F  5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'  

1492R  5′-CGGTTACCTTGTTACGACTT-3′  
  

  وسایل و تجهیزات
  ترموسایکلر - 
  میکرولیتر 10- 1000سمپلر به حجم  - 
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  رمیکرولیت 10-1000به حجم سرسمپلر استریل رك و  - 
  اتوکلاو - 
  میکرولیتر 1500و  200میکروتیوب  - 
  هود لامینار - 
  آب دیونیزه - 

  گرهامواد و واکنش
  DNAمحصول  - 
  )1492R )pmol 10و  27F یعموم هايآغازگر - 
  )10X(بافر پی سی آر  - 
 - dNTPs )mM 2(  
 - MgCl2 )mM 50(  
  )Taq DNA polymerase )l-1µ U 5آنزیم  - 

  روش کار
را با استفاده از ) خود قرار داده شوند ویژهدر داخل رك (و سرسمپلرها  هامیکروتیوب - 

  .اتوکلاو استریل نمایید
هاي بایست براي تعداد نمونهمیکرولیتر مخلوط واکنش شامل مواد زیر است که می 25 - 

براي انجام . )5جدول (جا در زیر هود لامینار ساخته شوند مورد نظر محاسبه و بصورت یک
فاده از تاس ابهاي مورد نظر حساب نموده و را براي نمونه DNAمام مواد به جز اینکار ت
  .بهم بزنیدو بخوبی  ریختهمیکرولیتري  1500در یک میکروتیوب سمپلر 
  

  .16S rDNA میکرولیتر مخلوط واکنش تکثیر ژن 25در براي یک نمونه مقادیر مواد  - 5جدول 

آب   ماده
  دیونیزه

بافر 
PCR 

  آغازگر
27F 

  غازگرآ
1492R 

dNTPs  MgCl2  Taq DNA 
polymerase  DNA  

مقدار 
  4/0  25/0  5/0  5/0  5/0  5/0  5/2  9/19  )میکرولیتر(
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میکرولیتر ریخته و  200هاي میکرولیتر از محلول واکنش را داخل میکروتیوب 6/24 - 

  .نمونه مورد نظر اضافه نمایید DNAمیکرولیتر  4/0به هرکدام 
  :تنظیم نمایید 6ا روشن نموده و مطابق جدول دستگاه ترموسایکر ر - 
  

 .16S rDNA یژن هیناح ریتکث يبرا PCR انجام طیشرا - 6جدول 

  تعداد چرخه  )دقیقه(زمان   )سلسیوسدرجه ( دما  مرحله
  1  5  94  اولیه  سازيواسرشته

 1  94  سازي واسرشته
  1  55  اتصال  30

  1  72  گسترش
  1  7  72  گسترش نهایی

 
  .را بزنید STARTا را در دستگاه ترموسایکلر قرار داده و گزینه نمونه ه - 
بخش  همانندرا  PCRمحصول پس از پایان زمان انجام واکنش در دستگاه ترموسایکلر  - 

  .فورز نماییدوالکتر - 4- 1- 1- 2
، تکثیر بخش موردنظر ژنوم به اندازه حدود DNAمقایسه باند تکثیرشده با نشانگر 

  ).8شکل (دهد را نشان می) bp(جفت باز  1500
 
  
  
  
  
  

نشان 1- 24 هايشماره. هاباکتري 16S rRNA یژن هیناح باز جفت 1500 باند ریتکث - 8شکل 
جهاندیده ( جفت باز است 1500تا  100با اندازه  DNAنشانگر  M. مختلف هستند هايجدایه دهنده

  ).1399و همکاران، 

1500 

1000 

500 

100 
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   تجزیه و تحلیل نتایج شناسایی مولکولی - 3- 2
هاي قارچی و باکتري منظور تعیین توالی، قطعات حاصل از تکثیر نواحی ژنومی جدایه به

نوکلئوتیدي  هايپس از دریافت نتایج، توالی. ندشویابی ارسال میهاي توالیبه شرکت
اصلاح و یک توالی همپوشان براي هر ژن یک جدایه  Vector NTIافزار  ها توسط نرمجدایه

هاي مرتبط با استفاده از و یا بانک NCBI  هاي همپوشان در پایگاهتوالی .آیددست میبه
Blastn هاي مرتبط پس از تعیین نام گونه، توالی ژن. شوندهاي موجود مقایسه می با توالی

براي  1و شماره دسترسیثبت ) GenBank )http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbankدر 
  .آیددست میها بههر یک از آن

  
  هاباکتريها و قارچ ژنتیکیبررسی تنوع  - 3

میکروبی نشان داده است  ها در اکولوژيژنتیک مولکولی و کاربرد آن هايروش پیدایش
 بارهاطلاعات دقیق در . میکروبی طبیعی کشف شده است که تنها بخش کوچکی از تنوع

 ملکردعنشده ممکن است اطلاعات بیشتري در تکامل شناسایی  ریزجاندارنی ژنتیک مولکول
 .خارجی ارائه نماید یا در یک محیطو از یک گونه معین در زیستگاه خود  ریزجانداران

توانند در شناسایی مفید می  rRNAهايژن مولکولی از جمله شناسایی از طریق مطالعات
- کافی درباره توالی ژن است و نیاز به داشتن اطلاعاتگیر ولی این روش نیز وقت شوند واقع

به  rRNAهاي توالی ژن تجزیه و تحلیلبسیار نزدیک نیز  هايبراي گونه. دارد rRNAهاي 
اي هایی که بتوانند از مزایاي واکنش زنجیرهبنابراین روش. اختصاصی نیست اندازه کافی

مورد نظر نباشند  DNA توالیلیه در مورد پلیمراز استفاده نمایند، اما نیازمند اطلاعات او
   .ضروري هستند

دهند ها که اطلاعات مناسبی از تنوع میکروبی را ارائه میدر زیر برخی از این روش
  .اندتوضیح داده شده

  

                                            
1 Accession number 



19                    هاها و باکتريهاي آزمایشگاهی شناسایی مولکولی و بررسی تنوع ژنتیکی قارچروش

     
پالیندرومی خارج ژنی  اساس عناصر مراز براي پلیواکنش زنجیره هايروش - 1- 3

  rep-PCR(1( يتکرار
مراز براي شناسایی و اي پلیاساس واکنش زنجیره اري ژنومی برنگهاي انگشتروش

هاي روش در میان انواع مختلف. شودمیزیر گونه استفاده  حبه سط ریزجانداران بنديطبقه
براي اهداف تاکسونومی فراهم  یک ابزار متمایزکننده قوي rep-PCR ژنتیکی موجود، آزمون

. شود هاي مختلف میکروبی استفادهتکامل بین ژنومتعیین تنوع و  براي تواندمیکند و می
یک . است مفید در سطح زیر گونه هاي میکروبیبندي سویهطبقهتفکیک و  براياین روش 

 مهمتریند که یکی از نعناصر تکراري در ژنوم تمام ریزجانداران وجود دار مجموعه
پیدا  هاها و قارچباکتريتعدادي از قطعات این عناصر تکراري در ژنوم . استها مشخصات آن

سه خانواده از . مشخص نیست دقیق این عناصر تکراري در ژنوم اگرچه عملکرد. شده است
 124با  IRU5یا  ERIC4جفت باز،  40تا  35با  PU3یا  2REPاین عناصر تکراري شامل 

بر اساس این عناصر روشی . اندجفت باز مطالعه شده 154با  BOXجفت باز و  127تا
مطابق  ؛ یعنی آغازگرهاییکندی شده است که ژنوم مابین این دو عناصر را تکثیر میطراح

  و  شودمیاین قسمت تکثیر  PCRو سپس با استفاده از  ساختهبا این عناصر تکراري 
ها نام این روش. هاي مختلف بر اساس این اطلاعات تعیین نمودتوان تفاوت را بین جدایهمی

REP-PCR ،ERIC-PCR  وBOX-PCR  هرکدام انجام که در زیر جزئیات مراحل  بوده
  .توضیح داده شده است

  
 BOX-PCR آزمون - 1- 1- 3

   BOXAIR آغازگراز  BOX-PCRبراي انجام آزمایش 
)5'-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3'( شوداستفاده می )یچ و ورسالوو

  ).1994همکاران، 

                                            
1 Repetitive element sequence-based PCR 
2 Repetitive extragenic palindromic 
3 Palindromic unit 
4 Enterobacterial repetitive intergenic 
5 Intergenic repeat unit 
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  وسایل و تجهیزات
  ترموسایکلر - 
  میکرولیتر 10- 1000سمپلر به حجم  - 
  میکرولیتر 10- 1000به حجم سرسمپلر استریل  رك و- 
  اتوکلاو - 
  میکرولیتر 1500و  200میکروتیوب  - 
  هود لامینار - 
  آب دیونیزه - 

  

  گرهامواد و واکنش
 DNAمحصول  - 

 )BOXAIR )pmol 10 آغازگر - 

  )10X(بافر پی سی آر  - 
 - dNTPs )mM 2(  
 - MgCl2 )mM 50(  
  )Taq DNA polymerase )l-1µ U 5آنزیم  - 

  

  روش کار
را با استفاده از ) خود قرار داده شوند ویژهدر داخل رك (و سر سمپلرها  هامیکروتیوب - 

  .اتوکلاو استریل نمایید
هاي بایست براي تعداد نمونهمیکرولیتر مخلوط واکنش شامل مواد زیر است که می 30 - 

براي انجام . )7جدول ( لامینار ساخته شوند مورد نظر محاسبه و بصورت یکجا در زیر هود
هاي مورد نظر حساب نموده و در یک را براي نمونه DNAاینکار تمام مواد به جز 

  .میکرولیتري بریزید و بخوبی بهم بزنید 1500میکروتیوب 
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  .BOXآزمایش میکرولیتر مخلوط واکنش  30در  براي یک نمونه مقادیر مواد - 7جدول 

آب   ماده
  آغازگر PCRبافر   دیونیزه

BOXAIR 
dNTPs  MgCl2  Taq DNA 

polymerase  DNA  

مقدار 
  2  48/0  2/1  24/0  8/1  3  28/21  )میکرولیتر(

  
میکرولیتر ریخته و به  200هاي میکرولیتر از محلول واکنش را داخل میکروتیوب 28 - 

  .نمونه مورد نظر اضافه نمایید DNAمیکرولیتر  2هرکدام 
  :تنظیم نمایید 8را روشن نموده و مطابق جدول دستگاه ترموسایکر  - 
  

 .BOXآزمایش  يبرا PCR انجام طیشرا - 8جدول 

  تعداد چرخه  )دقیقه(زمان   )سلسیوسدرجه ( دما  مرحله
  1  6  95  اولیه سازيواسرشته

 1  94  سازيواسرشته

  1  50  اتصال  30
  4  72  گسترش

  1  7  72  گسترش نهایی

  
 
  .را بزنید STARTترموسایکلر قرار داده و گزینه ها را در دستگاه نمونه - 
  فورز شده و تصویر ژل با دستگاه والکتر - 4- 1- 1- 2مطابق بخش  PCRمحصول  - 

و ) v/v(درصد  2باید دقت شود که در این مرحله ژل آگارز . )9شکل ( شودداك ثبت ژل
  .استساعت  2ولت به مدت  100ولتاژ 
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 1- 23 هايشماره. مختلف باکتري هايجدایه BOX-PCR از آمده دستهب يباند يالگوها - 9شکل 

جفت باز  3000تا  150با اندازه  DNAنشانگر   M. مختلف باکتري هستند هايجدایه دهندهنشان
  ).1399جهاندیده و همکاران، ( است

  

  REP-PCRآزمون  - 2- 1- 3
هاي ارائه شده ا توالیب REP2Iو  REP1R هايآغازگراز  REP-PCRبراي انجام آزمایش 

  ).1991یچ و همکاران، ورسالوو( شوداستفاده می 9 در جدول
  

 .REP2Iو  REP1R آغازگرهاي یتوال - 9جدول 

 توالی  آغازگر
REP1R  5'-IIIGCGCCGICATCAGGC-3'  
REP2I  5′-ACGTCTTATCAGGCCTAC-3′  

  
  وسایل و تجهیزات

  ترموسایکلر - 
  میکرولیتر 10- 1000سمپلر به حجم  - 
  میکرولیتر 10-1000به حجم سرسمپلر استریل رك و  - 
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  اتوکلاو - 
  میکرولیتر 1500و  200میکروتیوب  - 
  هود لامینار - 
  آب دیونیزه - 
  

  گرهامواد و واکنش
 DNAمحصول  - 
 )REP2I )pmol 10و  REP1Rهاي آغازگر - 
  )10X(بافر پی سی آر  - 
 - dNTPs )mM 2(  
 - MgCl2 )mM 50(  
  )Taq DNA polymerase )l-1µ U 5آنزیم  - 
 

  روش کار
را با استفاده از ) خود قرار داده شوند ویژهدر داخل رك (و سرسمپلرها  هامیکروتیوب - 

  .اتوکلاو استریل نمایید
هاي بایست براي تعداد نمونهمیکرولیتر مخلوط واکنش شامل مواد زیر است که می 30 - 

براي انجام . )10جدول ( نار ساخته شوندمورد نظر محاسبه و بصورت یکجا در زیر هود لامی
هاي مورد نظر حساب نموده و در یک را براي نمونه DNAاینکار تمام مواد زیر به جز 

  .میکرولیتري بریزید و بخوبی بهم بزنید 1500میکروتیوب 
  

  .REP-PCRمیکرولیتر مخلوط واکنش آزمایش  30در  براي یک نمونه مقادیر مواد - 10جدول 

آب   ماده
  ونیزهدی

بافر 
PCR 

  آغازگر
REP2I 

  آغازگر
REP1R 

dNTPs  MgCl2  Taq DNA 
polymerase  DNA  

مقدار 
  2  48/0  2/1  24/0  8/1  8/1  3  48/19  )میکرولیتر(
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میکرولیتر ریخته و به  200هاي میکرولیتر از محلول واکنش را داخل میکروتیوب 28- 
  .نمونه مورد نظر اضافه نمایید DNAمیکرولیتر  2هرکدام 

  :تنظیم نمایید 11جدول  هماننددستگاه ترموسایکر را روشن نموده و  - 
  

 .REP-PCRآزمایش  يبرا PCR انجام طیشرا - 11جدول 

  تعداد چرخه  )دقیقه(زمان   )سلسیوسدرجه ( دما  مرحله
  1  6  95  اولیه سازيواسرشته

 1  94  سازيواسرشته
  1  40  اتصال  35

  4  72  گسترش
  1  7  72  گسترش نهایی

 
  .را بزنید STARTها را در دستگاه ترموسایکلر قرار داده و گزینه نمونه - 
  فورز شده و تصویر ژل با دستگاه والکتر - 4- 1- 1- 2مطابق بخش  PCRمحصول  - 

و ) v/v(درصد  2باید دقت شود که در این مرحله ژل آگارز . )10شکل ( شودداك ثبت ژل
 .استساعت  2ولت به مدت  100ولتاژ 

 
 
  
 
  

  
  
  

  

 1- 21 هايشماره. مختلف باکتري هايجدایه REP-PCR از آمده دستهب يباند يالگوها - 10شکل 
جفت باز  3000تا  150با اندازه  DNAنشانگر   M. مختلف باکتري هستند هايجدایه دهندهنشان

  ).1401دولت آباد و همکاران، ( است
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  ERIC-PCRآزمون  - 3- 1- 3

هاي ارائه با توالی ERIC2و  ERIC1R غازگرهايآاز  ERIC-PCRبراي انجام آزمایش 
  ).1991یچ و همکاران، ورسالوو( شوداستفاده می 12 شده در جدول

  

 .ERIC2و  ERIC1R هايآغازگر یتوال - 12جدول 

 توالی  آغازگر
ERIC1R  5'- ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC -3'  
ERIC2  5′- AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG -3′  

  

  وسایل و تجهیزات
  ترموسایکلر - 
  میکرولیتر 10- 1000سمپلر به حجم  - 
  میکرولیتر 10-1000به حجم سر سمپلر استریل رك و  - 
  اتوکلاو - 
  میکرولیتر 1500و  200میکروتیوب  - 
  هود لامینار - 
  آب دیونیزه - 
  

  گرهامواد و واکنش
 DNAمحصول  - 

 )ERIC2 )pmol 10و  ERIC1R آغازگرهاي - 

  )10X(بافر پی سی آر  - 
 - dNTPs )mM 2(  
 - MgCl2 )mM 50(  
  )Taq DNA polymerase )l-1µ U 5آنزیم  - 
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  روش کار
را با استفاده از ) خود قرار داده شوند ویژهدر داخل رك (سمپلرها و سر هامیکروتیوب - 

  .اتوکلاو استریل نمایید
اي هبایست براي تعداد نمونهمیکرولیتر مخلوط واکنش شامل مواد زیر است که می 30 - 

براي انجام . )13جدول ( مورد نظر محاسبه و بصورت یکجا در زیر هود لامینار ساخته شوند
هاي مورد نظر حساب نموده و در یک را براي نمونه DNAبه جز  اینکار تمام مواد زیر

  .میکرولیتري بریزید و بخوبی بهم بزنید 1500میکروتیوب 
  

  .ERIC-PCRیکرولیتر مخلوط واکنش آزمایش م 30در براي یک نمونه مقادیر مواد  - 13جدول 

آب   ماده
  دیونیزه

بافر 
PCR 

 آغازگرهاي
ERIC1R 

  آغازگرهاي
ERIC2 

dNTPs  MgCl2  Taq DNA 
polymerase  DNA  

مقدار 
  2  48/0  2/1  24/0  8/1  8/1  3  48/19  )میکرولیتر(

  
و به  میکرولیتر ریخته 200هاي میکرولیتر از محلول واکنش را داخل میکروتیوب 28 - 

  .نمونه مورد نظر اضافه نمایید DNAمیکرولیتر  2هرکدام 
  :تنظیم نمایید 14دستگاه ترموسایکر را روشن نموده و مطابق جدول  - 
  

 .ERIC-PCRآزمایش  يبرا PCR انجام طیشرا - 14جدول 

  تعداد چرخه  )دقیقه(زمان   )سلسیوسدرجه ( دما  مرحله
  1  6  95  اولیه سازيواسرشته

 1  94  يسازواسرشته

  1  53  اتصال  35
  4  72  گسترش

  1  7  72  گسترش نهایی
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  .را بزنید STARTها را در دستگاه ترموسایکلر قرار داده و گزینه نمونه - 
  فورز شده و تصویر ژل با دستگاه والکتر - 4- 1- 1- 2مطابق بخش  PCRمحصول  - 

و ) v/v(درصد  2ز باید دقت شود که در این مرحله ژل آگار. )11شکل ( شودداك ثبت ژل
  .استساعت  2ولت به مدت  100ولتاژ 

  
  
  
  
  
  

  
  

  
 1- 21 هايشماره. مختلف باکتري هايجدایه ERIC-PCR از آمده دستهب يباند يالگوها - 11شکل 

جفت باز  3000تا  150با اندازه  DNAنشانگر   M. مختلف باکتري هستند هايجدایه دهندهنشان
  ).1399ن، جهاندیده و همکارا( است

  
  RAPD(1(چند شکل تکثیر شده تصادفی  DNA روش - 2- 3

باشد، که براي انجام آن نیازمند  می PCRهاي مبتنی بر  یکی از نشانگر RAPDنشانگر 
هاي در این روش برخلاف روش. باشد نمی DNAبازي  اطلاعات اولیه در مورد ردیف 

نوکلئوتیدي که ردیف  10تا  8با طول  اي پلیمراز، از آغازگرهایی استاندارد واکنش زنجیره
از این  ).1384نقوي و همکاران، (شود  ، استفاده میشود آنها به طور قراردادي تعیین می

ها و ارزیابی تنوع ها، شناسایی آن دار کردن جدایههاي ژنتیکی، نشان نشانگر در تهیه نقشه

                                            
1 Random amplified polymorphic DNA 
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ها،  ها، زیرگونه بین گونه زاییتبارها و همچنین مطالعه روابط  ها و گونه ژنتیکی در جمعیت
 RAPDاز جمله مزایاي . )1995 تومراپ و همکاران،( شود ها و نژادها استفاده می پاتوتیپ

به نداشتن در تهیه آغازگرها و نیاز  آسانیبه شمار زیاد قطعات، ساده بودن آن،  توانمی
این  نواقصاز . ردو هزینه کم اشاره ک DNAاطلاعات ژنتیکی و ژنومی، نیاز به مقدار کم 

ها در قارچ براي نمونه .پذیري و غالب بودن آن اشاره کردناتوان به تکرار می روش
    .داد تشخیص یکدیگر از تواننمی را هاهتروزیگوت و هاهموزیگوت

بسیار درستی روش قابل اعتمادي است که با  RAPD هاي مولکولی روشدر بین روش
بسیاري از  بندي و تعیین ارتباطات ژنتیکیطبقه آمیزي درموفقیت شکل و به زیاد

منفرد نقاط مکمل خود را روي دو  آغازگردر این واکنش یک . شوداستفاده می ریزجانداران
چنانچه . شودمتصل می DNAهاي پیدا کرده و در آن نقاط به رشته ژنومی DNAرشته 
قابل  DNAاي که فاصله(ند بر روي دو رشته متقابل به هم نزدیک باش هاآغازگرپیوند محل 

. اي پلیمراز تکثیر خواهد شدواکنش زنجیره در فرایند، ردیف بین آن دو نقطه )تکثیر است
 هاآغازگر پیوندتفاوت در محل  به دلیل RAPD مشاهده شده در تکنیک شکلیچند

) اضافهحذف، واژگونی و (در داخل قطعات تکثیر یافته  و یا بازآرایی) ايهاي نقطهجهش(
  .است

) 'RP04 )5'-GGAAGTCGCC-3آغازگر از توان می RAPDبراي انجام آزمایش 
  ).1995ریچاردسون و همکاران، ( کرداستفاده 

  

  وسایل و تجهیزات
  ترموسایکلر - 
  میکرولیتر 10- 1000سمپلر به حجم  - 
  میکرولیتر 10-1000به حجم سر سمپلر استریل رك و  - 
  اتوکلاو - 
  میکرولیتر 1500و  200میکروتیوب  - 
  هود لامینار - 
  آب دیونیزه - 
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  گرهامواد و واکنش

 DNAمحصول  - 

 )RAPD )RP04( )pmol 10 آغازگر - 

  )10X(بافر پی سی آر  - 
 - dNTPs )mM 2(  
 - MgCl2 )mM 50(  
  )Taq DNA polymerase )l-1µ U 5آنزیم  - 

 

  روش کار
را با استفاده از ) اده شوندخود قرار د  ویژهدر داخل رك (و سرسمپلرها  هامیکروتیوب - 

  .اتوکلاو استریل نمایید
هاي بایست براي تعداد نمونهمیکرولیتر مخلوط واکنش شامل مواد زیر است که می 30 - 

براي انجام . )15جدول ( مورد نظر محاسبه و بصورت یکجا در زیر هود لامینار ساخته شوند
ي مورد نظر حساب نموده و در یک هارا براي نمونه DNAاینکار تمام مواد زیر به جز 

  .میکرولیتري بریزید و بخوبی بهم بزنید 1500میکروتیوب 
 

  .RAPDمیکرولیتر مخلوط واکنش آزمایش  30در براي یک نمونه مقادیر مواد  - 15جدول 

آب   ماده
  دیونیزه

بافر 
PCR 

  آغازگر
RP04 

dNTPs  MgCl2  Taq DNA 
polymerase  DNA  

مقدار 
  4  48/0  2/1  24/0  5/1  3  58/19  )میکرولیتر(

  
میکرولیتر ریخته و به  200هاي میکرولیتر از محلول واکنش را داخل میکروتیوب 26 - 

  .نمونه مورد نظر اضافه نمایید DNAمیکرولیتر  4هرکدام 
  :تنظیم نمایید 16دستگاه ترموسایکر را روشن نموده و مطابق جدول  - 
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 .RAPDآزمایش  يبرا PCR انجام طیشرا - 16جدول 

  تعداد چرخه  )دقیقه(زمان   )سلسیوسدرجه ( دما  مرحله
  1  6  95  اولیه سازيواسرشته

 1  94  سازي واسرشته
  2  40  اتصال  35

  4  72  گسترش
  1  7  72  گسترش نهایی

 
  .را بزنید STARTها را در دستگاه ترموسایکلر قرار داده و گزینه نمونه - 
  فورز شده و تصویر ژل با دستگاه والکتر - 4- 1- 1- 2مطابق بخش  PCRمحصول  - 

و ) v/v(درصد  2باید دقت شود که در این مرحله ژل آگارز . )12شکل ( شودداك ثبت ژل
 .استساعت  2ولت به مدت  100ولتاژ 

 
  
  
  
  
  
  
  
  

  
 هايشماره. مختلف باکتري هايجدایه RAPD آزمون از آمده دستهب يباند يالگوها - 12شکل 

جفت  3000تا  100با اندازه  DNAنشانگر   M.هستند مختلف باکتري هايهجدای دهندهنشان 1- 21
 ).1401دولت آباد و همکاران، ( باز است
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  RFLP(1( چند شکلی طول قطعات حاصل از برشروش  - 3- 3

شامل  محدودکننده هاينزیمآبا ) هضم(تنوع در اندازه قطعات حاصل از برش  روش این
Alu I ،Hpa II ،BshF I ،Hinf I ،Rsa I  محدودکنندههاي  آنزیم. دهد را نشان می.... و 
DNAتوالی خاصی را در سطح ، DNA  رواز ایندهند و  شناسایی و برش میمور نظر 

هاي شناسایی آنزیم  هاي تشخیص و یا از بین رفتن جایگاه براساس وجود جهش در جایگاه
جفت باز طول  6تا  4 ا معمولاًههاي تشخیص این آنزیممکان. آید قطعات متفاوتی بوجود می

چه توالی شناسایی شده کوتاهتر باشد، تعداد قطعات تولید شده از هضم بیشتر هر. دارند
در یک  به شکل پیاپیداشته باشیم که  GAGC اگر یک توالی کوتاه از نمونه است؛ براي

 DNA دهد،را تشخیص می GAGC که توالی محدودکننده آنزیم، وجود دارد DNA نمونه از
اي و یا باز آرایی هاي نقطهدر نتیجه جهش .برش خواهد داد GAGC را در هر تکرار الگوي

هاي برش آنزیمی و یا تغییر در اندازه که سبب تفاوت در تعداد محل) ضافهمانند حذف و ا(
  .شود می DNA مورفیسم در ساختارشود منجر به مشاهده پلی قطعات می

هاي توسط این آنزیم 16S rDNA یژنناحیه ت مختلفی در مقالا هاباکتريباره در
ها اوتها و تفبررسی شباهتو قطعات بدست آمده براي  داده شدهبرش  محدودکننده

هاي مورد نظر ي باکتريهرچند بسته به جنس و یا گونه. اندشده قرار گرفتهشده بررسی 
با جزئیات آورده  16S rDNAدر زیر هضم آنزیمی ژن . شوندهاي دیگر نیز استفاده میژن

  ).1994مویر و همکاران، ( شده است
  

  وسایل و تجهیزات
  میکرولیتر 10- 1000سمپلر به حجم  - 
  میکرولیتر 10-1000به حجم سر سمپلر استریل  رك و - 
  اتوکلاو - 
  با قابلیت تنظیم دما و چرخش هواي داخلی )خانهگرم(انکوباتور  - 
  ترمیکرولی 1500و  200میکروتیوب  - 

                                            
1 Restriction Fragment Length Polymorphism 
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  هود لامینار - 
  آب دیونیزه - 

  

  گرهامواد و واکنش
 PCRحاصل از  16S rRNAمحصول  - 

 )l-1µ U 10( )....و  Alu I ،Hpa II ،BshF I ،Hinf I ،Rsa I( کنندهآنزیم محدود - 

  )10X(بافر پی سی آر  - 
  

  روش کار
ا استفاده از را ب) خود قرار داده شوندویژه در داخل رك (و سرسمپلرها  هامیکروتیوب - 

  .اتوکلاو استریل نمایید
هاي بایست براي تعداد نمونهمیکرولیتر مخلوط واکنش شامل مواد زیر است که می 20 - 

براي انجام اینکار تمام . مورد نظر محاسبه و بصورت یکجا در زیر هود لامینار ساخته شوند
هاي مورد نمونه را براي PCRحاصل از  16S rDNAمحصول به جز ) 17جدول (مواد زیر 

  .میکرولیتري بریزید و بخوبی بهم بزنید 1500نظر حساب نموده و در یک میکروتیوب 
  

  .RFLP میکرولیتر مخلوط واکنش آزمایش 30در براي یک نمونه مقادیر مواد  - 17جدول 
  16S rDNAمحصول  آنزیم PCRبافر   آب دیونیزه  ماده

  10  5/0  2  5/7  )میکرولیتر(مقدار 

  
میکرولیتر ریخته و به  200هاي رولیتر از محلول واکنش را داخل میکروتیوبمیک 10 - 

  .نمونه مورد نظر اضافه نمایید 16S rDNAمحصول میکرولیتر  10هرکدام 
  .گراد نگهداري شوددرجه سانتی 37مخلوط به مدت یک شبانه روز در دماي  - 
دقیقه در  30ه مدت ماري ببه منظور جلوگیري از انجام واکنش مخلوط در یک بن - 

  .گراد قرار داده شوددرجه سانتی 65دماي 
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کننده و با آنزیم محدود 16S rDNAسپس، چندشکلی حاصل از برش ناحیه ژنی  - 

فورز شده و تصویر ژل با دستگاه والکتر - 4- 1- 1- 2مطابق بخش طول قطعات برش خورده 
و ) v/v(درصد  2ل آگارز باید دقت شود که در این مرحله ژ. )13شکل ( شودداك ثبت ژل

  .استساعت  2ولت به مدت  100ولتاژ 
  
  
  
  
  
  
  
 با هاجدایه 16S rDNA ژن هضم لهیوس به RFLP ونمآز از آمده بدست يباند يالگوها -  13 شکل

با  DNAنشانگر   M.هستندمختلف باکتري  هايجدایه دهندهنشان 1- 21 هايشماره. Bshf I میآنز
  ).1399جهاندیده و همکاران، ( باز است جفت 1500تا  100اندازه 

  
  ISSR(1( ساده میانی	چندشکلی نواحی تکرايروش  - 4- 3

 2- 5هستند که شامل  DNAهاي توالی 2هاهاي ساده تکراري یا ریزماهوارهتوالی
پی تکرار در هر کدام پی کههستند  (ATGT)و  (CTT)، (CA)نوکلئوتید واحد مانند 

مناطق کناري . هستنددر سراسر ژنوم پراکنده  DNAراري هاي تکاین توالی. شوند می
در مناطق  PCRهاي آغازگر. اند هاي همان گونه حفاظت شدهمعمولاً در ژنوتیپها ریزماهواره

و  SSRبا توالی آغازگر یک . دنشو استفاده می SSR داراي DNAکناري براي تکثیر قطعات 
هاي مطابق با نسبت موقعیت آغازگرنوع  دو. شود با بازهاي اختیاري ساخته می تا حدودي

                                            
1 Inter Simple Sequence Repeat 
2 Microsatellite  

1500 

1000 

500 

100 
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تکثیر  SSRsهمزمان چندین قطعه نزدیک با ). 14 شکل( استاین دو بخش قابل تصور 
  .)2003وین و همکاران، (یابند  می

 
هستند   5`اگر بازهاي اختیاري آغازگر در انتهاي . ISSRهاي تکراري اصول توالی - 14 شکل

وین و (آیند بدست می Bباشد محصولات  3`ها درانتهاي آن اگر. آیدبدست می Aمحصول تکثیري
  ).2003همکاران، 

  

از . هستندبالایی نسبت به سایر نشانگرهاي ژنتیکی  چندشکلیداراي  هاریزماهواره
   ISSRبراي انجام آزمایش . بارزي اشاره نمودها به صورت همتوان به توارث آن دیگر می هايبرتري

  ).1394محمدي و همکاران، ( شوداستفاده  18 اي ارائه شده در جدولتوان از آغازگرهمی
  

 .ISSR آغازگرهاي یتوال - 18جدول 

 توالی  دماي اتصال  آغازگر
(GTG)5  64  5'- GTGGTGGTGGTGGTG -3'  
(GAC)5  60  5'- GACGACGACGACGAC -3'  
(CAG)5 58  5'- CAGCAGCAGCAGCAG -3' 

PCMS 56  5'- GTCGTCGTCGTCGTCGTCGT -3' 

ISSR10 54  5'- CACCACCACCACCAC -3' 

ISSR02 52  5'- ACTGACTGACTGACTG -3' 
  

  وسایل و تجهیزات
  ترموسایکلر - 
  میکرولیتر 10- 1000سمپلر به حجم  - 
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  میکرولیتر 10-1000به حجم سر سمپلر استریل رك و  - 
  اتوکلاو - 
  میکرولیتر 1500و  200میکروتیوب  - 
  هود لامینار - 
  هآب دیونیز - 

  

  گرهامواد و واکنش
 DNAمحصول  - 
 )ISSR   )pmol 10آغازگر  - 
  )10X(بافر پی سی آر  - 
 - dNTPs )mM 2(  
 - MgCl2 )mM 50(  
  )Taq DNA polymerase )l-1µ U 5آنزیم  - 

 

  روش کار
را با استفاده از ) خود قرار داده شوند ویژهدر داخل رك (سمپلرها و سر هامیکروتیوب - 

  .نماییداتوکلاو استریل 
هاي بایست براي تعداد نمونهمیکرولیتر مخلوط واکنش شامل مواد زیر است که می 30 - 

براي انجام ). 19جدول (مورد نظر محاسبه و بصورت یکجا در زیر هود لامینار ساخته شوند 
هاي مورد نظر حساب نموده و در یک را براي نمونه DNAاینکار تمام مواد زیر به جز 

  .میکرولیتري بریزید و بخوبی بهم بزنید 1500میکروتیوب 
  

  .  ISSRمیکرولیتر مخلوط واکنش آزمایش  30در براي یک نمونه مقادیر مواد  - 19جدول 

آب   ماده
  دیونیزه

بافر 
PCR 

  آغازگر
ISSR 

dNTPs  MgCl2  Taq DNA 
polymerase  DNA  

مقدار 
  4  48/0  2/1  24/0  5/1  3  58/19  )میکرولیتر(
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میکرولیتر ریخته و به  200هاي ز محلول واکنش را داخل میکروتیوبمیکرولیتر ا 26 - 
  .نمونه مورد نظر اضافه نمایید DNAمیکرولیتر  4هرکدام 

 :تنظیم نمایید 20دستگاه ترموسایکر را روشن نموده و مطابق جدول  - 

  
 .  ISSRآزمایش  يبرا PCR انجام طیشرا - 20جدول 

  تعداد چرخه  )هدقیق(زمان   )درجه سلسیوس( دما  مرحله
  1  5  95  اولیه سازيواسرشته

 ثانیه 20  94  سازيواسرشته
  1  64- 52  اتصال  40

  ثانیه 20  72  گسترش
  1  6  72  گسترش نهایی

 
  .را بزنید STARTها را در دستگاه ترموسایکلر قرار داده و گزینه نمونه - 
  ا دستگاه فورز شده و تصویر ژل بوالکتر -4-1-1-2بخش همانند  PCRمحصول  - 

و ) v/v(درصد  2باید دقت شود که در این مرحله ژل آگارز ). 15شکل ( شودداك ثبت ژل
 .استساعت  2ولت به مدت  100ولتاژ 

  

 
 در  ISSRنشانگر مولکولی با استفاده از  DNAنگاري انگشت باندي حاصل ازلگوي ا - 15 شکل

  .)1394حمدي و همکاران، م(  DNA 1kb نشانگر اندازه :M هاي مختلف قارچیجدایه
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  نکات
 دارايمیکروتیوب  نخست. استبه صورت خشک و غیر مایع  بیشترآغازگرهاي موجود - 

سپس در زیر هود . ثانیه سانتریفیوژ نمایید 30مدت به rpm 3000- 5000آغازگر را در دور 
ب اضافه آب دیونیزه را به میکروتیو) استبر روي برچسب موجود (لامینار مقدار تعیین شده 

 است pmol 100آغازگر حاصل . نموده و به مدت یک ساعت در دماي اتاق نگهداري شود
  .شوداز آن تهیه  pmol 10بایست غلظت که می
درجه  -20ها را در دماي انجام فوري الکتروفورز، نمونه کن نبودنممدر صورت  - 

  .گراد نگهداري کنیدسانتی
ها در دستگاه ترموسایکلر ش تا قرار دادن نمونههمه مراحل از زمان تهیه مخلوط واکن - 

  .بر روي یخ انجام شود
ها و هر نوع دستگاه توان جواب گرفتن را براي همه نمونهباید توجه داشت که نمی - 
PCR مراز در آزمایشگاه بهینه اي پلیبایست واکنش زنجیرهمی نخست روازاین. تضمین کرد
الگو  DNAبه اندازه و کیفیت  PCRیط دستگاه و شرا PCRبهینه کردن اجزاي . شود

مقادیر مختلف  اشاره شده شرایطشود در صورت جواب نگرفتن با پیشنهاد می. بستگی دارد
تا شرایط بهینه  بررسی شده) به ویژه دماي اتصال( PCRو شرایط دستگاه  PCRاجزاي 

  .بدست آید
  

  تجزیه و تحلیل نتایج تنوع ژنتیکی - 5- 3
 Numerical Taxonomy and Multivariate Analysisافزار ده از نرمبا استفا نخست

system (NTsys-PC version 2.02)  ها بر اساس الگوهاي باندي ي ژنتیکی جدایهفاصله
انجام و براي بررسی  1اي بر اساس روش مراتبیي خوشهتجزیه. شودتشکیل شده ترسیم می

 Unweighted pair- using Group Methodي واقعی میان کلاسترها از روشفاصله

Arithmetic Average  )UPGMA ( و ضریب تشابه جاکارد)J (نتایج . شوداستفاده می

                                            
1 - Hierarchical technique 
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با ) وجود باند(و یک ) باندنداشتن وجود (حاصل از الگوهاي باندي به صورت کدهاي صفر 
و رسم دندروگرام را  هااین نرم افزار توانایی تحلیل داده. شونداستفاده از نرم افزار تعریف می

  .شودها ترسیم میدندروگرام تنوع ژنتیکی جدایه سرانجام .دارا است
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