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 هاي مولکولی در بیولوژي خاكتکنیکنگاهی بر 
  

 محمدرضا ساریخانی

 گروه خاکشناسی، دانشکده کشاورزي، دانشگاه تبریز بیولوژي و بیوتکنولوژي خاك،استادیار 
) com.yahoo@rsarikhani(  

  چکیده
هاي کشاورزي،  گرفتن آن در حیطهها و به کارت خاك به ویژه میکروارگانیسمشناسایی موجوداشاخه بیولوژي خاك که هدف آن 
استفاده از  نکته قابل تامل آن است که با .شودمحسوب میمختلف اي براي علوم  بستر زاینده،بیوتکنولوژي و محیط زیست است

 پتانسیل زیستی  درصد99  وه استجامعه میکروبی خاك شناسایی شدتنها یک درصد  یآزمایشگاهمرسوم سنتی و هاي روش
هاي ها شاخه پروتئینو) RNA و DNA( اسیدهاي نوکلئیک هایی مبتنی بر مولکولارائه تکنیک .ناشناخته مانده استخاك 

 و RNAهاي بکار گرفته شده در استخراج روش .باشند که به مطالعات در این حیطه سرعت بخشیده استنسبتاً نوپایی می
DNA، RT-PCR و Real-Time PCR هاي مبتنی بر نگاريانگشت همچنینPCR)  نظیرAFLP ،RFLP ،SCARو (... ،
سازي و کمیهاي میکروبی، تشخیص گونه شناسایی يهایی براي گزارشگر زمینهها ژنو  DNAهاي ریزآرایه، هاي نشاندارپروب

وظایف و کارکردهاي هاي میکروبی، گونه از  رافهم ما PCR با ابداعهاي مولکولی پیشرفت در روش .ابراز ژن فراهم نموده است
  .  با دیگر موجودات و محیط اطرافشان افزایش داده استها آن، اثرات متقابل ها آن

  ، ریزآرایهري گزارشگها ژن ژن، ابراز، DNAانگشت نگاري ، PCR: کلمات کلیدي
  

  مقدمه
ها که بخش مهمی از میکروفلور باکتري. شوند تلقی میها ژنها و هستند که منبع میکروارگانیسماي  پیچیدههايها محیطخاك

هاي زیستی فعالیت تغییر شکلو هاي غذایی، تجزیه در چرخهاي و فعالیت متابولیکی به لحاظ تنوع گونهدهند خاك را تشکیل می
رد جدیدي که صورت گرفته است در هر بر اساس برآو .دنشو این بستر جداسازي و استخراج میبردهاي مختلف ازبراي کارو دارند 

 Dubey et(حضور داشته باشد  یا ژنوم متفاوت باکتریاییگونه  7000 تا 4000 میلیارد باکتري و حدود 10گرم خاك ممکن است 
al., 2006; Ranjard et al., 2000.( ند و با شرایط محیط و رشد سازگارندهاي میکروبی گروهی که سریع رشد هستدر کشت ،

 نقش بارز و مهمی ایفا نماید نیزمحیط خاك تر رشد یافته و هیچ تضمینی وجود ندارد که این گونه رشد یافته، در محیط عسری
)Dubey et al., 2006; Saleh-lakha et al., 2005.(  هاي مستقل از کشتمنجر به توسعه روشپیشرفت در بیولوژي مولکولی 

باشد که مستقیماً  میDNAاین راهکارها بر پایه آنالیز . ي خاك شده استها باکتريویژه براي تشریح و مطالعه جامعه میکروبی به 
این روش شامل استخراج . اند و دیگر نیازي به مراحل جداسازي و کشت باکتري وجود نداردهاي محیطی استخراج شدهاز نمونه

  با لیز کردن مستقیم ها روشاین . باشدیابی آن میسازي و توالی، همسانهPCRمولکول اسیدهاي نوکلئیک، تکثیر آن به کمک 
 ;Ranjard et al., 2000; Dubey et al., 2006(شود ي باکتریایی در خاك و استخراج اسیدهاي نوکلئیک دنبال میها سلول

Juste et al., 2008.( در حیطه سیستماتیک هاي مولکولیتکنیک )ژي تا تشخیصژنتیک جمعیت و اکولو، )تاکسونومی و فیلوژنی 
گام اصلی و ضروري در ارزیابی مولکولی جوامع میکروبی، انتخاب ژن . )Gasser, 2006 ( کاربرد دارندبررسی ابراز یک ژن خاصو 

 این منظور دو يبرا. قابل استفاده باشد یا مارکر ژنتیکی است که براي تمایز قائل شدن در محدوده وسیعی از موجودات میکروبی
ي اپرون ها ژنتوالی  ي محافظت شده عمومی و حاضر در همه جا، نظیرها ژن) الف. ابل استفاده خواهند بود قها ژندسته از 
 ،IGS1  یعنیي فوقها ژن همچنین فاصله بین  و23S rRNA  و16S rRNA به ترتیب رمزکنندهکه  )rrl و rrsي ها ژن(ریبوزوم 

- آنزیمها ژن این  که2ي عملکرديها ژن) ب  نیز مورد توجه استDNA و واحدهاي تکراري mtDNAگیري از در این ارتباط بهره

                                                
1 Intergenic spacer 
2 Functional genes 
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ي فیلوژنتیکی در اکولوژي مولکولی و ها تفاوتمورد اول براي انعکاس . کنندرمز میزیستی هاي کلیدي را در یک فرایند خاص 
در برخی مطالعات از ). Juste et al., 2008; Ranjard et al., 2000(مورد دوم براي مطالعه تنوع عملکردي قابل استفاده است 

بیوتیک به عنوان مارکرهاي مولکولی براي ارزیابی ي عملکردي درگیر در چرخه ازت، مقاومت به فلزات سنگین یا تولید آنتیها ژن
 ممکن PCRهاي حاصل از قطعات تکثیري به کمک همسانه. هاي فعال جوامع خاك استفاده شده استتوزیع و تنوع جمعیت

ي ها ژندلیل استفاده از  .)1شکل  ( قطعاتی از آن توالی یابی شوند،بعد از برش آنزیمی) 2یابی شوند یا توالی) 1ماً است مستقی
rrs ،rrl و IGS که ،ي فیلوژنتیک و تکاملی آنها ویژگی) 2 ها آنگیر فراوانی همه) 1 به عنوان مارکر مولکولی به چند دلیل است 

طبیعت چند ) 4پتانسیل بالاي آن براي متمایز کردن ) 3ي متغیر ها توالیده است و هم داراي هم داراي مناطق شدیداً حفاظت ش
 Gen Bankهایی نظیر ي آن در پایگاهها توالیفراهمی گسترده ) 5شود اي بودن آن که منجر به حساسیت روش آنالیزي مینسخه

ي متفاوتی از نظر توالی در ژنوم هانسخهممکن است . باشدهمراه نیز  یشکلاتمي فوق ممکن است با ها ژناستفاده از . RDP1و 
. سازد یک موجود حاصل شود که تفسیر آنالیز را مشکل میاز 2 ریبوتایپیک موجود وجود داشته باشد به همین دلیل چندین

به همین خاطر استفاده . ندي ریبوزومال شاید موجودات خیلی شبیه به هم از همدیگر قابل تمایز نباشها توالی بعلاوه با استفاده از
 RNA رمزکننده gyrase B ،tuf ،rpoB رمزکننده gyrB:ي ها ژن از قبیل 3داري خانهها ژني جایگزین نظیر ها ژناز 

polymerase Bباشد  را دارا میها توالی و تنها تعداد کمی از بوده اندك هااین گروه از ژن اما پایگاه اطلاعات ،شود توصیه می
)Juste et al., 2008.(  

 زندهارتباط با یک گونه  ها صرفاً دربرخی از این تکنیک. توان مورد بررسی قرار دادهاي مولکولی را در چند شاخه میتکنیک
رفتار یک ژن مورد استفاده قرار گیرد و تحت شرایط محیطی مختلف میزان ابراز ژن را تواند براي بررسی باشد و میمیکروبی می
 به ژن مورد نظر ابراز آن را مورد ارزیابی gfp ،lux ،lacZ ،GUSي گزارشگر نظیر ها ژن این روش بعد از اتصال در. مشخص سازد

هاي مناسب ورزي شده مطالعات خود را دنبال نمود و از ناقلنمونه میکروبی دستبایستی بعد از تهیه  در این روش .دهندقرار می
از سایر و شود ی بر کشت سلولی نمین بررسی ابراز ژن فقط منوط به روش مبت.نمود مناسب استفاده اندازهايراهتحت کنترل 

 در تکنیک ریزآرایه علاوه بر .)1شکل  (توان بهره گرفتنیز می Real-Time PCR و تکنیک 4هااستفاده از ریزآرایه نظیر ها روش
توان از آن در شناسایی نیز میهمچنین ین نمود، ابراز یک ژن را نیز تعی میزانتوان مییک ژن، تشخیص وجود یا عدم وجود 

این تکنولوژي براي تشخیص . آورند را فراهم میها ژنکه آنالیز همزمان تعداد زیادي از هستند ها ابزاري ریزآرایه. استفاده نمود
هاي ویژه یا جهش یا پایش ابراز ژن تحت شرایط متفاوت رشد سلول و همچنین براي تشخیص موتاسیون DNAي ویژه ها توالی
 و آنالیز جمعیت میکروبی نیز استفاده شده است ها باکترياز این ابزار براي شناسایی .  توسعه یافته استDNAي ها توالیدر 

)Saleh-lakha et al., 2005 .(هاي اخیراً دو نمونه از آرایهDNAو شوند که بر روي غشاء نایلون تهیه میگروهی اند،  توسعه یافته
شوند و ممکن است ي تهیه میاو دیگري ریزآرایه با دانسیته بالا که بر روي اسلاید شیشهها هستند تراکم کمتري از آرایهداراي 

نمایند ی مییي هدفی که شناساها ژن بر اساس DNAهاي رایهآ معمولاً. شامل صدها یا میلیونها اولیگونوکلئوتید شناساگر باشند
 16S rRNA بر اساس مارکرهاي تشخیصی نظیر ژن :هاي فیلوژنتیکگروه آرایه) الف. شوند میبنديمیحداقل در سه گروه تقس

ي کلیدي در یک محیط طراحی ها ژن که براي تشخیص :ي عملکرديها ژنهاي گروه آرایه) باشد ببراي تشخیص میکروبی می
ي ها باکتريو مربوط به  برگرفته از طبیعت DNAت  که بر خلاف موارد فوق شامل قطعا5 متاژنومیکهايگروه آرایه) اند و جشده

تواند براي تشخیص و سنجش حضور ي عملکردي میها ژنهاي استفاده از آرایه ).Juste et al., 2008(غیر قابل کشت است 
یا به کمک آن در متانوژنز مورد استفاده قرار گیرد ي کلیدي در فرایندهاي خاك نظیر نیتریفیکاسیون، دنیتریفیکاسیون یا ها ژن

 ,.Saleh-lakha et al( مورد ارزیابی قرار گیرد ها ژن عمومی ابرازهاي خالص میکروبی تحت شرایط مختلف محیطی آنالیز کشت
  .باشدروش ریزآرایه روشی کم هزینه، اتوماتیکی، سریع و با اثرات زمینه حداقل می ).2005

                                                
1 Ribosomal Databank Project 
2 Ribotype 
3 Housekeeping genes 
4 DNA array 
5 Metagenomic 
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به اشکال . هاي باکتریایی استفاده شدص سویههاي خالتمایز و تشخیص کشتدر ابتدا براي که  ژنتیکی 1نگاريي انگشتها روش
که  تصویر . ژنتیکی مورد آنالیز قرار بگیرد تواند از طریق انگشت نگاري میPCRمحصول  ).1جدول (مختلف قابل استفاده است 

 ندارد و بر هاهمسانهازي به کتابخانه نگاري ژنتیکی نی انگشتکتکنین. دهدکلی از ساختار ژنتیکی جمعیت باکتري به ما می
-RAPD ،RISA ،ARDRA ،T(که به اندازه بنا شده است آمید اکریلمهاجرت افتراقی الکتروفورزي بر روي ژل آگاروز یا پلی

RFLP ( یا توالی)DGGE و TGGE ( باشد و در این روش به ویژه براي مقایسه جوامع باکتریایی مناسب می. باشدمیوابسته
 ).Ranjard et al., 2000(شود  با توجه به الگوي باندي رسم میها آنایت دندروگرام شباهت یا خویشاوندي نه

 ;Juste et al., 2008; Dubey et al., 2006 (هاي خاكمورد استفاده در بررسی نمونه هاي مولکولی  برخی از روش-1جدول 
Saleh-lakha et al., 2005; Juste et al., 2008 (.  

شرو ایامز معایب   توضیحات 
DGGE 
TGGE 

عدم ، ) جفت باز700-200(براي قطعات کوتاه 
 تکرارپذیري، سختی تکنیک در ایجاد شیب خطی

سازي روشو بهینه  

 انجام تفکیک براساس الگوي باندي
  عدم نیاز به توالی یابی،

، کنندهآمید واسرشتهاکریلژل پلیاستفاده از 
ساز واسرشتهل  شیب خطی از عوامبراي ایجاد

شوداستفاده میدما، اوره یا فرمامید  نظیر  
SSCP  جفت باز500-100(براي قطعات کوتاه ( -نیاز به شیب خطی عامل واسرشته 

تشخیص موتاسیون کننده ندارد،  
، سازآمید غیرواسرشتهاکریلل پلیژاز استفاده 

هاي یکسان ولی با توالی متفاوت براي اندازه
 کاربرد دارد

ARDRA 
RISA 

استفاده از توالی اپرون ریبوزومی یا توالی    آنزیم برشینوع
ي ریبوزومی، بعد از برش ها ژنحدواسط بین 

 قرار آنزیمی همه قطعات برشی مورد ارزیابی
گیردمی  

T-RFLP یابی، تنها قطعه بدون نیاز به توالی  آنزیم برشینوع
شودنهایی نشاندار ارزیابی می  

هاي نشاندار شده با استفاده از آغازگر
فلورسنت براي تکثیر قطعه مورد نظر و سپس 

 برش آنزیمی 
RAPD قادر به تهیه اطلاعات فیلوژنتیک عدم تکرارپذیري ،

باشدنمی  
استفاده از یک جفت آغازگر تصادفی براي  

اي از ژنوم، استفاده از آغازگر با تکثیر ناحیه
) جفت باز10(اختصاصیت پائین و طول کوتاه   

AFLP بر بودنزمان نیاز به اطلاعات توالی ژنوم ندارد،  
 از DNA قابل استفاده براي آنالیز 
 هر منشایی

برش مولکول اسیدنوکلئیک با دو آنزیم برشی، 
اتصال اداپتور به انتهاي قطعات برش یافته، 

تکثیر با استفاده از آغازگرهاي متصل شونده 
به اداپتورها و سپس آنالیز الکتروفورزي 

 قطعات 
Reporter 
Genes 

ویژگی لومینسانسی و فلورسنتی متاثر از شرایط 
محیطی بوده، مزاحمت فلورسنتی زمینه توسط 

ي فلورسنت یا فعالیت زمینه ها باکتريذرات و 
بتاگالاکتوزیدي، نیاز به سوبستراي خاص در 

،...)لوسیفرین و(مواردي   
 نیاز به سویه تراریخته

ه در قابل استفاد: gfpمزایاي 
یوکاریوتها و پروکاریوتها، عدم نیاز 

به سوبسترا یا کوفاکتور خارجی، بالا 
بودن حساسیت و راحتی 

آشکارسازي، پایداري و مقاومت آن 
  به تخریب ساختمان

 و gfp ،lux ،lacZ نظیر هاي گزارشگر ژن
GUSسازي  ابزاري براي مطالعه و کمی

دهد و فعالیت ژن به شکل درجا را به ما می
   کند یک ژن خاص را تعیین میابرازوتیب فن

SIP 
FISH 

نیاز به ساخت پروب، در هر هیبریداسیون تنها 
توان استفاده کرد، تعداد محدودي پروب را می

نیاز به زمان انکوباسیون طولانی دارد ) SIP(روش 
، سوبستراي بکار رفته در آن ) روز40بیش از (

 در چند ساعت قابل FISHروش 
  باشدانجام می

هاي مبتنی بر پروب تنها به وجود یا تکنیک
کنندعدم وجود یک ژن اشاره می  

FISH : ي ها روشاین روش تلفیقی از
 و مشاهده میکروسکوپی DNAهیبریداسیون 

                                                
1 Finger printing 
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 باشد  درصد نشاندار شده100بایستی نزدیک به 
  باشدبر میکه هزینه

پروبهاي نشاندار پایدار به دو صورت . باشدمی
DNA-SIP و RNA-SIPقابل اجراست  .  

Real-
Time 
PCR 

محدودیت این روش شبیه روش ریزآرایه بوده و 
هاي آنزیمی ها و بازدارندهاسیدهاي هومیک، رس

نیز در این روش ممکن است مزاحمت ایجاد 
 ندنمای

  

هاي اتیدیوم عدم استفاده از رنگ
بروماید، کم هزینه، عدم نیاز به ژل 

به ریتمی تاکید بر فاز لگاآگاروز، 
، مطالعه جاي فاز پایانی تکثیر

 96تا (همزمان تعداد زیادي نمونه 
  )نمونه

 استخراجی RNA از cDNAبعد از تهیه 
شود، میاقدام به بررسی میزان ابراز یک ژن 

 در PCRدهد تا تکثیر در چرخه اجازه می
هاي با شدت تابش رنگ(زمان واقعی 
  پایش شود) فلورسنت

DGGE (Denaturing gradient gel electrophoresis), TGGE (Termal gradient gel electrophoresis), SSCP (Single-Strand Conformation 
Polymorphism), ARDAR (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis), RISA (Ribosomal Intergenic Spacer Analysis), T-
RFLP (Terminal-Restriction Fragment Length Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified 
Fragment Length Polymorphism), SIP (Stable isotope probe), FISH (Fluorescence In Situ Hybridization). 

  گیرينتیجه
در ایران همگام با این .  باشد1985کري مولیس در سال  توسط PCRشاید یکی از مهمترین ابداعات در زمینه مولکولی ابداع 

هاي ملکولی  این تکنیک به کار گرفته شد و این در حالی است که استفاده از تکنیک1372ها براي نخستین بار در سال پیشرفت
ممکن است در ابعاد هاي خاك  با نمونهارتباطدر هاي مولکولی تکنیک. شودبا سرعت کندتري در بخش بیولوژي خاك دنبال می

) ي ویژهها ژنیا (ها پراکنش و توزیع گونه) 2) یا ژنی خاص(وجود یا عدم وجود یک گونه خاص تعیین  -1 با اهدافی نظیرمختلف 
و در به کار گرفته شوند ) یا تعیین تعداد یک گونه خاص به عنوان نمونه ابراز یک ژن خاص تحت شرایط ویژه(سازي کمی) 3

 ها روشبا پیشرفت این . باشدها میین تکنیکتخراج اسیدهاي نوکلئیک از خاك نخستین گام ضروري در کاربرد ااس اغلب موارد
هاي غیرقابل کشت میکروارگانیسممتاژنومیک از باشند با استفاده از روش هاي مهمی میي جدیدي که رمزکننده آنزیمها ژن اخیراً

اي به استفاده از این در مطالعات آینده نگاه ویژههاي مولکولی بایستی اه روشبا توجه به اهمیت و جایگ .جداسازي شده است
  .ها داشته باشیمروش

 ;uste et al., 2008; Dubey et al., 2006 استنتاج از  (هاي خاكي مولکولی مورد استفاده در بررسی نمونهها روش – 1شکل 
Saleh-lakha et al., 2005; Juste et al., 2008 (. 

  نابعم



       کنگره علوم خاك ایراندوازدهمین
  1390 شهریور 14 الی 12تبریز، 

 )بیولوژي و بیوتکنولوژي خاك(
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