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چکیده
به منظور ردیابی . الا از این گیاه استوجود مقادیر زیاد ترکیبات فنلی و پلی ساکاریدها در بافتهاي مو از معضلات استخراج اسید نوکلئیک با کیفیت ب

با یکدیگر مقایسه و روش استخراج اسید نوکلئیک از این گیاه بهینـه سـازي   RNAموثر ویروس برگ بادبزنی مو در تاکهاي آلوده چهار روش استخراج 
در بـین  . ا نسـخه بـرداري معکـوس تعیـین شـد     کیفیت اسید نوکلئیک استخراج شده به روشهاي اسپکتروفوتومتري و واکنش زنجیره اي پلی مراز ب. شد

در بـین  . روشهاي مورد مقایسه اختلاف زیادي در نتایج مشاهده شد به نحوي که بعضی از این روشها قادر به شناسائی ویـروس در بافـت آلـوده نبودنـد    
یفیت اسید نوکلئیک را در پی داشـت و ردیـابی   در بافر استخراج همواره بیشترین غلظت و بالاترین کCTAB-PVPPروشهاي مورد بررسی، استفاده از 
.پذیر بودویروس در اغلب نمونه ها امکان

مقایسه، ویروس برگ بادبزنی مواستخراج نوکلئیک اسید،: هاي کلیديواژه

١مقدمه

بیماري ویروسی و شبه ویروسی از مو گـزارش  70تاکنون بیش از 
، Closteroviridaeاغلـب ایـن ویروسـها در تیـره هـاي      . شده اسـت 

Flexiviridae ،Secoviridae وTymoviridae 19(قـــرار دارنـــد .(
از نظر اقتصادي اهمیـت  Amplovirusو Nepovirusولی جنسهاي 

. )9(رسد درصد محصول نیز می85خسارت آنها تا بیشتري دارند و 
براي شناسایی ویروس هاي مو اغلب از آزمون الیزا اسـتفاده مـی   

یل غلظت پایین ویروسها در گیاهان آلوده طی مـاه هـاي   شود اما به دل
الیزا حساسیت کـافی بـراي شناسـایی    ) به ویژه در تابستان( گرم سال 

همچنین به دلیل عدم پراکنش یکسان ویـروس  ). 11(ویروس را ندارد
در بخش هاي مختلف گیاه، ردیابی ویروس با روشـهاي سـرولوژیکی   

هـاي مبتنـی بـر ژنـوم بـراي      وش، لـذا ر )6(با مشکلاتی همراه است
اسـتخراج  . شـود شناسایی و ردیابی ویروسهاي مو به کـار گرفتـه مـی   

RNA   با کیفیت مناسب لازمه موفقیت در کاربرد روشـهاي مولکـولی
بــا کیفیــت مناســب از RNAاســتخراج ). 4(اســتRT-PCRماننــد 

درختان و بخصوص مو به علت غلظت بالاي پلی ساکاریدها، ترکیبات 
). 18و8(و سایر متابولیتهاي ثانویه بـا مشـکلاتی همـراه اسـت     فنلی

در مو باعث تولید رسوب نـامحلول  RNAبعضی از روشهاي استخراج 

ــاهی و اســتادیار گــروهشناســیارشــد بیمــاريکارشناســیدانشــجوي-2و 1 گی
مشهدفردوسیدانشگاهگیاهپزشکی، دانشکده کشاورزي،

:Email: مسئولنویسنده-(* zakiaghl@ferdowsi.um.ac.ir(

حالیکـه بعضـی   دهنده آلودگی هاي پروتئینی است درمیشود که نشان
دهنـده وجـود پلـی    از روشها تولید رسوب ژله اي می کنند کـه نشـان  

ین بعضی از روشها در اثر وجود پلی فنلهـا  همچن). 21(ساکاریدها است 
. )7و1(کنند تولید رسوب تیره رنگ می

استخراج شده به پلی ساکاریدها و مواد فنلی موجود RNAاتصال 
در رسوب موجب ناپایـداري آن عـدم موفقیـت در آزمایشـهاي پـائین      

).18(میشود RT-PCRدست از جمله 
از مو استفاده شـده  . اي.ان.هاي متعددي براي استخراج آرروش

، کلرید سزیم و نمکهاي CTABاز موادي همچون ). 16و 4،5(است 
وکنـزي 	مـک . گوانیدین در روشـهاي متعـددي اسـتفاده شـده اسـت     

درختـان از. اي. ان. آراسـتخراج از کیتهاي تجاري براي) 9(همکاران 
ترکیبـات حـذف توانـایی اسـتفاده کردنـد کـه   	ویـروس بهآلودهمیوه

روش را براي چهارنیزهمکارانوروحانی.داردموثربطوررازدارندهبا
هـاي مـو  درختچـه از2ویروس برگ بادبزنی مـو .اي. ان. آراستخراج
. )16(کردند که تنها استفاده از فنل در استخراج کارائی داشـت  مقایسه

حـذف وواکـنش محـیط هاي ویروس در	تثبیت پیکره	از دیگر روشها
IC-PCRکـه روشایـن . باشـد 	میشستشوطریقازندهمواد بازدار

3

، 12(اسـت آرسـی پـی وسـرولوژیکی هـاي 	روشازتلفیقیداردنام
ــرايDot Blot(DB)-PCRروش).24 ــز ب ــابینی ــز GFLVردی نی

).17(استفاده شده است

2- Grapevine fanleaf virus-GFLV
3- Immunocapture-PCR

)علوم و صنایع کشاورزي(حفاظت گیاهان نشریه
127-133.ص،1395بهار، 1شماره ، 30جلد 

Journal of Plant Protection
Vol. 30, No. 1, Spring 2016, P. 127-133



1395بهار، 1شماره، 30، جلد)علوم و صنایع کشاورزي(نشریه حفاظت گیاهان 128

به عنـوان  . داراي مزایا و معایبی هستندهاي	روشاز اینکدامهر
اسـتخراج هـاي کیـت از) 9(همکـاران وکنـزي 	مـک روشدرمثال

صـرفه بهکه در سطح وسیع مقروناستشدهاستفادهاسیدنوکلئیک
از مواد شیمیائی خطرنـاك  نیزهمکارانوروحانیدر روش .باشد	نمی

آنتـی نیازمنـد IC-PCRروش.)16(همچون فنل استفاده شده اسـت  
واسـت گیـر وقـت روشایـن بعـلاوه . استویروساختصاصیبادي
DB-PCRروش در). 16(نیسـت جوابگـو هـا 	نمونـه زیادتعدادبراي

تمـام کهآنجاازپیکره ها مستقیما به دیواره لوله واکنش متصل شده و 
درآرسـی پیومکمل. اي. ان. ديسنتزشستشو و استخراج،مراحل

پذیرد که ریسک آلـودگی بـه نوکلئازهـا و تخریـب     	میانجاملولهیک
دقـت واکـنش   وجود دارد کـه موجـب کـاهش   یک ویروساسید نوکلئ

.)17(میشود 
تـرین بیمـاري هـاي    ویروس برگ بـادبزنی مـو یکـی از مخـرب    

ویروس برگ بادبزنی مـو یکـی   ).15(ویروسی مو در سراسر دنیا است 
ترین بیماري هاي ویروسی مو در سراسر دنیا محسـوب مـی  از مخرب

Xiphinema(ریشـه  این ویـروس بـه وسـیله نماتـد خنجـري      . شود

index ( انتقال می یابد)موثر ترین روش کنترل بیماري با توجـه  ). 14
به نحوه انتقال آن استفاده از قلمه هاي عاري از ویروس در تاکسـتانها  

با . این ویروس پراکنش وسیعی در اغلب تاکستانهاي کشور دارد. است
جدایـه  توجه به تنوع ژنتیکی بـالاي ایـن ویـروس و تفاوتهـاي ژنـوم     

ردیابی جدایه هـاي  ) 22و15، 13، 12(ایرانی با جدایه هاي دیگر دنیا 
بـا  . با مشکلاتی همراه اسـت RT-PCRبوسیله آزمون GFLVایرانی 

طراحی آغازگرهاي اختصاصی بر اسـاس تـرادف جدایـه هـاي ایرانـی      
GFLVرفت که ردیابی ویروس با مشکلات کمتري همراه انتظار می

-RTت پائین اسید نوکلئیک استخراج شده در آزمون باشد، لیکن کیفی

PCRلـذا اقـدام بـه بهینـه سـازي و مقایسـه       . ایجاد اختلال می کند
در GFLVردیـابی بـراي نوکلئیـک اسیدروشهاي مختلف استخراج 

.شدRT-PCRآزمون 
شـامل اسـتفاده از   .اي. ان. آراستخراجروشپنجبررسی، ایندر

ــازول،تجــاري، RNAکیــت اســتخراج  چهــارم روشاســتفاده از تری
و ) 7(CTAB-PVPPروش اسـتخراج بـا   ،)16(همکـاران وروحـانی 

از لحـاظ کمیـت و   ) 2(استخراج بـا اسـتفاده از سـیلیکون دي اکسـید     
RT-PCRکیفیت اسید نوکلئیک استخراج شده و موفقیـت در آزمـون   

.گرفته اندقرارمقایسهمورد

مواد و روش ها
نمونه برداري

از تاکسـتان هـاي اسـتان خراسـان     91بهار و تابستان سـال  طی
نمونـه گیـاهی مشـکوك بـا علائـم      40رضوي نمونه برداري و تعداد 

آلودگی نمونه هـا بـا اسـتفاده از    . جمع آوري شدندGFLVآلودگی به 

در آزمـون الیـزاي مسـتقیم تائیـد شـد      GFLVآنتی بادي اختصاصی 
)11  .(

کل. اي. ان. استخراج آر
بـا پـنج روش   آلـودگی بـه مشکوكهاي	برگازکل. اي. ان. آر
.شدسازيخالص
1 استفاده از کیت استخراجRNA

سـاخت  Column RNA Isolation Kit-Iدر این روش از کیت 
شرکت دنا زیست آسیا مطابق با دستورالعمل شـرکت سـازنده اسـتفاده    

شد
2تریازولاستفاده از

مول گوانیـدین تیـو   8/0اسیدي، فنول% 38براي ساخت تریازول 
% 5مولار استات سدیم و 1/0مولار آمونیوم تیو سیانات، 4/0سیانات، 

گلیسرول در یک لیتر آب مخلوط شده و پس از همگن شدن مخلـوط  
. در استخراج اسید نوکلئیک استفاده شد

2گرم از بافت برگ با استفاده از ازت مایع پودر شده و 2/0مقدار 
5مخلوط حاصل بـراي  . تریازول به آن افزوده و ورتکس شدمیلی لیتر
حجـم  1/0دور در دقیقه سانتریفوژ شده و به رونشـین  7000دقیقه در 

دقیقـه  30حجم ایزوپروپانول اضافه شد و بـراي  8/0استات آمونیم و 
13000دقیقـه در  15سپس لوله هـا بـراي   . نگهداري شدCº20در

و رسوب حاصل پس از شستشو بـا الکـل   دور بر دقیقه سانتریفوژ شده
.حل شدTEمیکرولیتر بافر 50درجه در 70

3 17و16(روش روحانی و همکاران(
اسـتخراج  بـافر لیتـر میلـی یـک دربرگبافتازگرم2/0مقدار

)21.7g K2HPO4.3H2O, 4.1g KH2PO4, 100g Sucrose,

1.5 g BSA, 20g PVP40, 5.3g Ascorbic acid, pH 7.6 ( بـه
شدنهموژنیزهازبعد. شددادهقراراتاقدمايدردقیقه20-10مدت
دوبـاره واضافهاستخراجبافرازدیگرلیترمیلییکبرگ،بافتکامل

دقیقـه 4مـدت دور در دقیقـه بـه  1000درهـا نمونه. شدهموژنیزه
در هـا و لولـه منتقـل لوله هـاي جدیـد  بهروییفازوشدندسانتریفوژ

رویـی فـاز .شـدند سـانتریفوژ دقیقه20مدتدور در دقیقه به13000
مـولار میلـی TE)10بـافر  میکرولیتـر 200رسـوب در  وحذف شـده 

EDTA بـــاpH 8 ،502درصـــد1/0مـــولار تـــریس و میلـــی-
ــانول ــر ســدیم25حــل شــده و بــه آن) مرکاپتوات دودســیلمیکرولیت

C˚60در دقیقـه 10مدتبهسپس لوله ها. شداضافه% 110سولفات
اضـافه هالولهبهمولار5پتاسیماستاتمیکرولیتر80شده، نگهداري

نگهـداري شـده   یـخ رويدقیقـه 30مدتبههالوله. شدندمخلوطو
فـاز وسـانتریفوژ دقیقـه 15مـدت بـه دور در دقیقه13000سپس در

حجـم  و همسدیماستاتحجم1/0منتقل شده و جدیدلولهبهرویی

1- Sodium Dodecyle Sulfate (SDS)
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یـک سـاعت   مـدت بـه -C˚20شد و در اضافهسردزوپروپانولآن ای
سـانتریفوژ دقیقه20مدت دور در دقیقه به13000نگهداري شده و در

شدهدادهشستشو% 80سرداتانولازمیکرولیتر200بارسوب. شدند
.شدحلاستریلمقطرآبمیکرولیتر30شدن درخشکازپسو

4 روشCTAB-PVPP

ر استخراج اسید نوکلئیک از برگ پنبه استفاده شـده  از این روش د
.که با مختصر تغییراتی براي مو بهینه سازي شده است) 7(بود 

لیتـر بـافر   میکـرو 700گـرم از بافـت بـرگ در    میلـی 20مقدار 
mM GuanidinThiocynate, 1.4M Nacl, 0.1M 200(استخراج 

Tris-Hcl PH=7, 1% PVP140, 2% CTAB ( درجـه  60با دماي
-2میکرولیتـر  5گیـري و  عصـاره گـراد درون هـاون اسـتریل   سانتی

05/0عصـاره بـه میکروتیـوب حـاوي     . مرکاپتواتانول به آن اضافه شد
5-10منتقل شده و پـس از مخلـوط شـدن، بـه مـدت      PVPP2گرم 

دقیقـه در  2گراد نگهـداري و سـپس بـراي    درجه سانتی60دقیقه در 
ــرعت  ــانت13000س ــه س ــددور در دقیق ــر از 500. ریفیوژ ش میکرولیت

میکرولیتر کلروفرم بـه  400رونشین به میکروتیوب جدید منتقل شد و 
13000دقیقه بـا سـرعت   2آن اضافه و بعد از همگن سازي، به مدت 

رونشین به میکروتیوب جدید منتقل شده . دور در دقیقه سانتریفیوژ شد
ل سرد اضافه شد حجم استات آمونیوم و هم حجم آن ایزوپروپانو1/0و 

. گـراد نگهـداري شـد   درجه سانتی-20دقیقه در دماي 30و به مدت 
دقیقـه در  20دور در دقیقه بـه مـدت   13000سپس لوله ها با سرعت 

میلـی لیتـر   1رسـوب در  . گراد سانتریفیوژ شـدند درجه سانتی4دماي 
60دقیقـه در  2ها به مدت شستشو داده شد و سپس لوله% 70اتانول 
حـل  TEمیکرولیتر بافر 70گراد خشک شده و رسوب در سانتیدرجه 

.شد
5 2(استفاده از سیلیکون دي اکسید(

اسـتخراج بـافر لیترمیلی1دربرگبافتازگرممیلی150مقدار
)4M Guanidine Hydrochloride, 0.2 M Na Acetate pH 5,

25mM EDTA, 2.5% PVP-40 (عصــارهاســتریلهــاوندرون
ــري ــر5وگی ــافه -2میکرولیت ــانول اض ــدمرکاپتوات ــاره. ش ــهعص ب

دور در 6800سـرعت دردقیقـه 2مـدت بهومنتقل شدهمیکروتیوب
جدیدمیکروتیوببهروییفازازمیکرولیتر500. شدسانتریفیوژدقیقه
مخلوطازپسوشدمنتقلدرصد20سارکوسیلمیکرولیتر60حاوي
سـپس ونگهـداري گرادسانتیدرجه65دردقیقه20مدتبهکردن،

350.شـد دور در دقیقه سانتریفیوژ13000سرعتبادقیقه5مدتبه
انتقالسیلیکامیکرولیتر20حاويمیکروتیوببهرونشینازمیکرولیتر

مخلوطبهمطلقاتانولمیکرولیتر315سازيهمگنازبعدوشدداده
دور در دقیقـه  6500رعتس ـدرثانیـه 30مدتبههالوله. شداضافه

Wash I)4Mبـافر  میکرولیتـر 600بـا رسـوب وشـدند سانتریفیوژ

2- Polyvinylpyrolidon
3- Polyvinylpolypyrolidon

Guanidine Hydrochloride, 0.2 M Na Acetate pH 5,
25mM EDTA (سـرعت درثانیـه 30مـدت بـه سـپس وشستشو

دررسـوب بعـد مرحلـه در. شـد مجـدد دور در دقیقه رسوبدهی6500
Wash II)10 mM Tris, pH 8, 1 mMبـافر   میکرولیتـر 500

EDTA, 100 mM NaCl and absolute ethanol( وشـده حـل
. نیـز تکـرار شـد   دیگـر یکبـار مرحلهاین. شدانجامرسوبدهیمجددا
وشدهخشکگرادسانتیدرجه60دردقیقه2مدتبههالولهسپس
درجه65دردقیقه1برايوشدحلTEبافرمیکرولیتر70دررسوب
دقیقه5مدتبهمیکروتیوبآخريمرحلهدر. گرفتقرارگرادسانتی

اسـید حاويروییفازوشددور در دقیقه سانتریفیوژ13000سرعتبا
.شددادهانتقالجدیدمیکروتیوببهنوکلئیک

بررسی کیفیت اسید نوکلئیک 
کیفیت اسید نوکلئیک خالص سازي شده با سه روش نسبت جذب 

ــ280/260 ــذب ، نس ــابی ) 21و18، 10، 7، 1(230/260بت ج و ردی
نشـان 280/260نسـبت جـذب   . بررسـی شـد  RT-PCRویـروس در  

دهنده مقدار آلودگی به پروتئین در نمونه است در حالیکه نسبت جـذب  
براي سنجش میزان پلی ساکاریدها و پلی فنـل هـا کـاربرد    230/260
. دارد

)RT-PCR(پی سی آر -آرتیبهینه سازي
کـل  . اي. ان. میکرولیتر از آرcDNA(3(اي سنتز رشته مکمل بر

Oligodمیکرولیتـر آغـازگر عمـومی    2استخراج شـده بـا    (T) 5/9و
درجه به مدت 60میکرولیتر آب دیونیزه مخلوط و میکروتیوب دردماي 

dNTPs ،4میکرولیتــر مخلــوط 2ســپس . دقیقــه قــرار داده شــد10
میکرولیتر آنزیم نسخه بردار معکوس 5/0واکنش و x5میکرولیتر بافر 

)MMuLV-Reverse Transcriptase (   به مخلوط اضـافه گردیـده و
درجـه ترموسـایکلر قـرار    47دقیقه در دمـاي  60میکروتیوب به مدت 

).3و13(گرفت 
هاي طراحی شـده  اي پلیمراز با استفاده از آغازگرواکنش زنجیره

DetF)5'-CGGCAGACTGGCAAGCTGT-3' ( وDetR)5'-

GGTCCAGTTTAATTGCCATCCA-3' (  براي تکثیر قسـمتی
میکرولیتـر  20حجم نهایی واکـنش  . از ژن پروتئین پوششی انجام شد

میکرولیتر 2میکرولیتر از هر آغازگر، cDNA ،1میکرولیتر از 3شامل 
10× PCR buffer ،2/1 میلـی مـولار  50(میکرولیتر (MgCl2 ،4/0

ــوط   ــر مخل ــر 2/0و dNTPsمیکرولیت ــرو  5(میکرولیت ــد در میک واح
ــر ــودTaq DNA Polymerase)لیت ــنش  . ب ــایی واک ــل دم پروفای

دقیقه 3به مدت C95˚اي پلیمراز شامل یک چرخه در دماي زنجیره
ثانیـه در مرحلـه واسرشـت    30بـه مـدت   C95˚چرخـه شـامل   30و 

ثانیـه و در  80بـه مـدت   C72˚ثانیـه و  45به مـدت  C56˚سازي، 
دقیقه با اسـتفاده از ترموسـایکلر   15به مدت C72˚یک سیکل نهایت 

.انجام گردید
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علائم ویروس برگ بادبزنی مو در تاکهاي آلوده- 1شکل
Figure 1- Symptoms of GFLV in infected grapevine

مقایسه کمیت و خلوص اسید نوکلئیک استخراج شده از روشهاي مختلف از برگ مو-1جدول 
Table 1- Comparison of yield and quality from various methods of RNA isolation from

grapevine leaves

روش استخراج
Extraction methods

جذب نوري
Absorbance

ان اي. مقدار آر
RNA yield

(ng/l)260/280 260/230
کیت تجاري

Commercial kit
2.03 1.47 557

Trizol 1.86-2.17 1.3-2.87 499
CTAB 1.7-2 0.9-1.94 235.5-300

Rowhani et al. 2.3-4 0.4-1.04 33.3-77.2
سیلیکا
Silica

1.1-2 1.59 11.5-51.8

میکرولیتر از محصول 5پی سی آر، -آرتینتایجبررسیمنظوربه
PCR میکرولیتـر از  2درصـد حـاوي   1در ژل آگارزGreen viewer

.ایت در دستگاه ژل داك عکسبرداري شدالکتروفورز و در نه

نتایج و بحث
در) 1شـکل (زردموزائیکونواريرگبرگشاملGFLVعلایم

بـراي  شـده توصـیف علایـم بـا کهشدنمونه برداري مشاهدهمناطق
GFLVداشتتطابقبه طور کامل) 23و14(در منابع.
سـتقیم  نمونه در آزمون الیـزاي م 25نمونه جمع آوري شده 40از 

در این نمونـه هـا میـزان تغییـر     . تشخیص داده شدندGFLVآلوده به 
.  برابر شاهد منفی بود2-3رنگ ماده زمینه 

بررسی کمیت و کیفیت اسید نوکلئیک استخراج شده
میزان اسید نوکلئیک استخراج شده بسته به روش اسـتخراج بکـار   

، RNAراج اسـتفاده از کیـت اسـتخ   ). 1جـدول  (برده شده متغیـر بـود   
بیشترین میزان اسید نوکلئیـک را از  CTAB-PVPPتریازول و روش 

در حالیکـه در روش  ) μg/g300-5/235(برگ مـو اسـتخراج کردنـد   
μg/g(سیلیکا کمترین غلظت اسید نوکلئیـک از بـرگ اسـتخراج شـد     

روش استخراج روحانی و همکاران نتایج بینابینی داشت ). 8/51-5/11

اسید نوکلئیک خـالص سـازي   μg/g2/77-3/33و از بافت تازه برگ
از این لحاظ بیشترین کارائی را CTAB-PVPPروش ). 1جدول (شد 

. در بین سایر روشها داشت
کیفیت اسید نوکلئیک خالص سازي شـده بـا سـه روش محاسـبه     

نــانومتر و 230/260نــانومتر، نسـبت جــذب  280/260نسـبت جــذب  
.بررسی شدRT-PCRردیابی ویروس در 

در روش اســتخراج بـا ســیلیکا  280/260کمتـرین نســبت جـذب   
ولی در سایر روشهاي استخراج بکار بـرده شـده   ) 1/12(مشاهده شد 

بود و اختلاف معنـی داري در بـین روشـهاي    8/1این نسبت بالاتر از 
در بـین روشـهاي   230/260لیکن نسبت جذب . مختلف مشاهده نشد
روشهاي استخراج  تریـازول  بیشترین نسبت در. مختلف تفاوت داشت

در 230/260کمتـرین نسـبت جـذب    . مشاهده شدCTAB-PVPPو 
روش فنل مشاهده شد و میزان جذب در استفاده از کیـت اسـتخراج و   

).1جدول (سیلیکا بینایبنی بود 

پی سی آر-آرتیهمانند سازي در
بـدنبال  وOligo d(T)آغـازگر  معکوس باواکنش نسخه برداري

نمونـه کـه   25در DetRو DetFآغازگرهـاي باپی سی آرآن آزمون 
در آزمون الیزا آلوده تشخیص داده شده بودنـد، بـراي بررسـی کـارائی     
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روش استخراج بکار برده شده در ردیابی ویروس از بافت مـو اسـتفاده   
.شد

اي تجاري ویروس برگ بادبزنی .ان.با استفاده از کیت استخراج آر
. ردیـابی شـد  ) درصد از نمونه ها16(الیزا مثبت مو تنها در چهار نمونه 

قطعـه تولیـد بهمنجر.اي. ان. آراستفاده از روش سیلیکا در استخراج
درصـد از  40در GFLVپوششیپروتئینژنازbp1000اي به طول 

شد درحالیکه بـا اسـتفاده از روشـهاي تریـازول و     ) نمونه10(نمونه ها 
60بترتیـب در  GFLVسید نوکلئیک روحانی و همکاران در استخراج ا

.درصد از نمونه هاي آلوده ردیابی شد56و 
هـاي  درصد از نمونـه 88در CTAB-PVPPدر استفاده از روش 

GFLVپروتئین پوششـی  bp1000قطعه ) نمونه22(جمع آوري شده 

ي کارآمدتر بودن این روش نسـبت  همانند سازي شد که نشان دهنده
).2جدول (ررسی است به سایر روشهاي مورد ب

بحث
هدف از این تحقیق مقایسه روشهاي استخراج اسـید نوکلئیـک و   

در بافتهاي مو بـا  GFLVآر جهت ردیابی سیپی-بهینه سازي آرتی
کـاهش غلظـت ویـروس در    .استفاده از واکنش زنجیرهاي پلیمراز بود

بافتهــاي مــو در فصــول گــرم موجــب کــاهش حساســیت روشــهاي  
روشـهاي مولکـولی امکـان    . شودناسائی ویروس میسرولوژیکی در ش

و16، 11(شناسائی ویروس در تمامی فصول سـال را فـراهم میکننـد    
واکنش زنجیرهـاي پلیمـراز داراي حساسـیت زیـادي در ردیـابی      ). 17

اسـتفاده از روشــهاي  . اســتGFLVبیمارگرهـاي گیــاهی و از جملـه   
هاي مو و از جملـه  معمول استخراج اسید نوکلئیک براي ردیابی ویروس

GFLV       توام با موفقیت نیسـت هـر چنـد اسـتفاده از ایـن روشـها در
و16، 9، 4(شود میزبانهاي علفی براحتی موجب شناسائی ویروس می

بافتهاي مختلف مـو داراي مقـادیر زیـادي از پلـی فنلهـا و پلـی       ). 17
ایـن ترکیبـات در عملکـرد اسـید نوکلئیـک ایجـاد       . ساکاریدها هستند

ل کرده و به عنوان بازدارنده هـاي واکـنش زنجیـره اي پلیمـراز     اختلا
روشـهاي اسـتخراج مختلـف از لحـاظ توانـائی حـذف       . کنندعمل می

آر در ایـن تحقیـق مقایسـه    سـی پی-ترکیبات بازدارنده واکنش آرتی
. شده اند

، RNAبــا اســتفاده از کیــت اســتخراج RNAبیشــترین غلظــت 
لیکن کاربرد روشهاي روحـانی  بدست آمد CTAB-PVPPتریازول و 

در اسـتخراج اسـید نوکلئیـک بـا غلظـت بـالا از       و همکاران و سیلیکا
جلوگیري از تخریـب و اکسیداسـیون   . بافتهاي مو توام با موفقیت نبود

RNA 8، 1(بر راندمان خالص سازي اسید نوکلئیک تاثیر گذار اسـت ،
ایـن دو روش  چنین به نظر میرسد که بافر عصاره گیري در). 20و18

موثر عمل نکرده به نحوي که غلظت اسید نوکلئیـک اسـتخراج شـده    
.نسبت به سایر روشها کاهش چشمگیري داشته است

همه روشهاي مورد بررسی در حذف پروتئین از پرپارسیون موفـق  
در اغلب نمونه ها بیشـتر از  280/260بودند به طوري که نسبت جذب 

تغییرات زیادي داشـت و نسـبت بـه    از این نظر روش سیلیکا. بود8/1
.روشهاي دیگر کارائی مناسبی نداشت

براي سنجش میزان پلی ساکاریدها و پلی 230/260نسبت جذب 
دهنـده  هر چـه ایـن نسـبت بزرگتـر باشـد نشـان      . فنل ها کاربرد دارد

، 8، 1(خلوص بیشتر نمونه و حذف پلی ساکاریدها از پرپارسیون اسـت  
اي مــورد بررســی، اســتخراج بــا تریــازول و از بــین روشــه). 20و18

CTAB-PVPP    بهترین راندمان حذف پلـی سـاکاریدها را داشـتند در
. حالیکه روش روحانی و همکاران کمترین کارائی را از این نظر داشت

البته فاکتورهائی همچون غلظت اسـید نوکلئیـک ، نسـبت جـذب     
RT-PCRشاخصهاي خوبی براي موفقیت در 230/260و 280/260

از لحــاظ کیفیــت مناســب اســید ). 20و18، 16، 9، 8، 2، 1(نیســتند 
با ردیـابی ویـروس   CTAB-PVPPاستخراج با PCRنوکلئیک براي 

درصــد از نمونــه هــا بهتــرین روش اســتخراج بــود در حالیکــه 88در 
کمترین موفقیت در شناسائی مربوط به اسـتخراج بـا کیـت تجـاري و     

ازول و روحانی و همکاران موجب خـرد  روشهاي تری. روش سیلیکا بود
شدن اسید نوکلئیک شـده و واکـنش پلـی مـراز را تحـت تـاثیر قـرار        

همچنین نمونه هاي خالص شـده بـا سـیلیکا بـه     ) 18و8، 1(میدهند 
مقادیر زیادي از پروتئین و پلی ساکارید آلوده بودند کـه از بازدارنـدگان   

).18و8، 1(واکنش پلی مراز هستند 
هـاي اسـتفاده از کیـت    روشکـه دادنشـان تحقیـق ایـن نتایج 

حـذف بهقادراستفاده از سیلیکاروحانی و همکاران واستخراج، روش
درموجـود فنلـی ترکیبـات از جملـه پلـی سـاکاریدها و   بازدارندهمواد

قابــلبطــورCTAB-PVPPبافتهــاي مــو نبودنــد، در حالیکــه روش
.مناسبی داشتکاراییموازنوکلئیکاسیداستخراجبرايتوجهی

ازپی سی آر-جفت بازي در واکنش آرتی1000قطعهتکثیرعدم
ناشـی از  هائی که آلودگی آنها در آزمون الیزا محـرز شـده بـود،   نمونه

. آراسـتخراج . اسـت بودهآنهااز.اي. ان. آرناکارآمدي روش استخراج
وحـانی و  ر، روشRNAروشهاي کیت استخراج ازاستفادهبا.اي. ان

بازدارنـده، ترکیبـات  مـواد موجب حـذف استفاده از سیلیکاهمکاران و
این ناخالصی هـا ونشدهآلودهگیاهانعصارهازو پلی ساکاریدهافنلی

در . اندکردهایجادها اختلالآنزیمعملدرپی سی آر-آرتیدر انجام
داراي نتـایج یکنواخـت تـر بـا تکـرار      CTAB-PVPPمجموع روش 

زیاد نسبت به سایر روشهاي مورد استفاده بود و ردیابی ویروس پذیري
جفت بـازي و  1000ي همانندسازي قطعه. به سهولت امکان پذیر بود

فقدان آن در نمونه سالم دلالت بر اختصاصـی بـودن آغـازگر طراحـی     
با توجه به تنوع ژنتیکی زیاد ایـن ویـروس   . شده در این تحقیق داشت

روز مشــکلاتی در زمینــه شناســایی آن بــه    و بــ) 15و13، 12، 5(
که ناشی از عدم اتصال آغازگر بـه رشـته   RT-PCRي آزمون وسیله
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هاي ایرانی موجـود  الگو می باشد آغازگر فوق با توجه به ترادف جدایه
طراحـی شـده اسـت و ایـن     GFLVدر بانک ژن و سایر ایزوله هـاي  

هاي مختلف این آغازگر می تواند مشکلات مربوط به شناسایی جدایه 
.ویروس را مرتفع سازد

حساسیت و سهولت روش ارائه شده در استخراج اسید نوکلئیـک و  

شناسائی ویروس به روش واکنش زنجیره اي پلی مراز امکان اسـتفاده  
روش استخراج . کنداز آن را در سیستمهاي گواهی قلمه امکانپذیر می

در تسهیل استفاده از توانداسید نوکلئیک ارائه شده در این تحقیق می
. تکنولوژي مولکولی در شناسائی ویروسهاي مو موثر واقع شود

اي در ردیابی ویروس برگ بادبزنی مو از برگ مو.ان.آرمقایسه کارایی روشهاي استخراج-2جدول 
Table 2- Comparison of efficiency of various RNA extraction methods in detection of GFLV from grapevine leaves

روش استخراج
Extraction methods

No. ELISA
positive samples

No. RT-PCR
positive samples

RT-PCR موفقیت در% 
%RT-PCR success

کیت تجاري
Commercial kit

25 4 16

Trizol 25 15 60
CTAB 25 22 88

Rowhani et al. 25 14 56
سیلیکا
Silica

25 10 40

DetF /DetR .(M :Generuler DNA(با آغازگرهاي اختصاصی ویروس برگ بادبزنی مو RT-PCRالکتروفروز محصول - 2شکل  ladder
mix, Fermentas روش : 2روش روحانی و همکاران، شماره :1، شمارهCTAB روش سیلیکا: 3، شماره

Figure 2- Results of RT-PCR using GFLV specific primer pairs (DetF / DetR).  :Generuler DNA ladder mix, Fermentas; 1:
extraction using Rowhani et al. Method; 2: extraction using CTAB method; 3: extraction using Silica method
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