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آمیزی صرفه با رنگبهمید بهینه و مقرونآاکریلکاربرد سیستم الکتروفورز ژل عمودی پلی

نشانگر با استفاده از  های آفتابگردانتنوع ژنتیکی ژنوتیپبررسی اتیدیوم بروماید در 

 TRAPمولکولی 
 

Application of a High-throughput Polyacrylamide Electrophoresis Gel System with 

Ethidium Bromide Staining in Genetic Diversity Estimation of Sunflower Genotypes 

Using TRAP Markers 

 
 1پورو آرش حسین *1زاده تبریزیحسین زینل
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 چکیده

برای بررسی تنوع ژنتیکی  برومایدآمیزی اتیدیوم با استفاده از رنگ دآمیلیاکریپلژل در این پژوهش کاربرد روش جدید الکتروفورز 

 دارنشانآمیزی نقره و های متداول رنگکه نسبت به روش شدهارائه TRAP مولکولی نوین با استفاده از نشانگرهای آفتابگردان ژنوتیپ

تجزیه تعداد زیادی نمونه در واحد ، تجزیهسرعت بالای بودن،  صرفهبهونمقرهایی همچون کردن آغازگرها با فلورسنت، دارای مزیت

 TRAPمولکولی  نشانگر آغازگر تصادفی 6آغازگر ثابت و  6 باشد.ها میچنین استفاده مجدد از ژلدر هر آزمایش و هم (2×  196زمان )

 TRAP ،109 توسط نشانگر جادشدهیا نوار 116ز میان ایجاد کردند که ا نشانگریترکیب  19توسط این روش الکتروفورز  کاررفتهبه

جفت باز بود. محتوای  920-25بود. اندازه قطعات آشکارشده بین  79/5. میانگین تعداد نوارهای چندشکل ندها چندشکل بودتای آن

( با محتوای Sa12و  MAX3BR) نشانگریترکیب  .بود 00/0با میانگین  50/0و  00/0این نشانگر بین  (PIC) اطلاعات چندشکل

در آشکارسازی محصولات نشانگرهای  تنهانهنتایج آزمایش نشان داد که این روش ترین جایگاه بود. چندشکل 99/0 اطلاعات چندشکل

 تواند بسیار مفید واقع شود.کنند میکه تعداد زیادی نوار چندشکل تولید می TRAPریزماهواره بلکه در سایر نشانگرها مانند 
 

 تنوع ژنتیکی، چندشکلی، الکتروفورز آفتابگردان،کلیدی:  هایواژه
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 مقدمه 

پلاسم و روابط ژنتیکی بین مواد اطلاع از تنوع ژنتیکی ژرم

نژادی گیاهی در به باارزشعنوان یک ابزار تواند بهاصلاحی می

های بسیاری برای ارزیابی روش اکنونهمقرار گیرد.  موردتوجه

واد اصلاحی وجود دارد که بر اساس صفات تنوع ژنتیکی م

های اخیر نشانگرهای مورفولوژیکی، بیوشیمیایی و در سال

و همکاران  زاده تبریزیزینلمولکولی استوار هستند 

(Zeinalzadeh-Tabrizi et al., 2011 .) آشکارسازی محصولات

حاصل از نشانگرهای مولکولی تکثیرشده توسط واکنش 

های الکتروفورز افقی یا وسیله سیستمبهمراز ای پلیزنجیره

ترین سیستم الکتروفورز که در متداول شود.عمودی انجام می

شود الکتروفورز ژل آگارز و ها انجام میبسیاری از آزمایشگاه

 ,.Naghavi et alو همکاران ) نقوی هستند دآمیلیاکریپل

ی الکتروفورز ژل آگارز برای جداسازی قطعات اسیدها .(2005

شود و در جفت باز استفاده می 500تر از نوکلئیک بزرگ

سازی آن نیز تری دارد و آمادهمقایسه با ژل اکریلامید هزینه کم

اسیدهای  قطعات تر است. در مقابل برای تفکیکراحت

چنین جفت باز و هم 500تر از نوکلئیک با اندازه کوچک

 شود.ها از ژل اکریلامید استفاده میپروتئین

 ییهاتیدر کنار داشتن مز دآمیلیاکریپلالکتروفورز ژل     

آگارز،  یهانسبت به ژل ادیز کیمانند وضوح بالا و قدرت تفک

 نیچنها و همآن هیبر بودن تههمچون زمان یبیمعا یدارا

در  گری. از طرف دباشندیدشوار و پرهزینه م یزیآمرنگ

و  یلکولمو یانشانگره رینظ یهای مولکولتجزیهاز  یاریبس

 هاینمونهبودن افراد و  ادیز ها،پیژنوت یکیژنت ینگارانگشت

 یهاساخت ژل نهیکار و صرف هز یباعث دشوار شیمورد آزما

 شیانجام آزما یبرا ادیصرف زمان ز نیچنمتعدد و هم

های اکریلامید را طور خلاصه دشواری استفاده از ژله. بشوندیم

زمان ، هزینه بالای ساخت ژل ی همچونتوان در مواردمی

های تعداد نمونه، بر(آمیزی نقره )سمی و زمانرنگ، طولانی

 نمونه در هر ژل( 99های آگارز )حداکثر کمتر در مقایسه با ژل

مرور منابع  از طرف دیگر. خلاصه کرد منبع تغذیه مخصوصو 

 صرفهبهدهد که این روش بهینه و مقرون علمی نشان می

 حققان داخل کشور پوشیده مانده است. تاکنون برای م

حاضر به دستگاه الکتروفورز ژل عمودی  پژوهشدر     

 ,.Wang et alو همکاران ) وانگاکریلامید معرفی شده توسط 

 مانندجهت استفاده در نشانگرهای مولکولی  (2003

پرداخته شده است. محققان مذکور این سیستم را ها ریزماهواره

اند اما در ها در گندم معرفی کردهوارهریزماه تجزیه برای

نشانگر ریزماهواره، نشانگر یی آکاربر علاوهپژوهش حاضر، 

TRAP  نیز موردبررسی و بحث قرار گرفته شده است. نشانگر

 TRAP (Target Region Amplification مولکولی جدید

Polymorphism)  2000برای اولین بار در آفتابگردان در سال 

( مورداستفاده قرار Hu and Vick, 2003) ویکهو و توسط 

( ESTدار )های بیان شده برچسبگرفت. در این نشانگر از توالی

شود. برای آفتابگردان استفاده می Compositaeاز پروژه ژنوم 

توالی بیان در این نشانگر از یک آغازگر ثابت طراحی شده برای 

د نشانگر دار و یک آغازگر تصادفی برای ایجاشده برچسب

قطعه  50-00شود. این نشانگر بین چندشکل استفاده می

کند و به این دلیل جزو نشانگرهای با درجه چندشکل ایجاد می

 (. باوجود2003 ،هو و ویک) رودشمار میچندشکلی بالا به

، اولین گزارش استفاده از این 2000معرفی این نشانگر در سال 

صرفه در گیاه بهو مقرون  نشانگر با سیستم الکتروفورز بهینه

-Zeinalzadehو همکاران )زاده تبریزی زینلآفتابگردان توسط 

Tabrizi et al., 2015a .هدف از این ( در کشور ارائه شده است

 صرفهبه و مقرون نهیبههای سیستم معرفی ویژگی پژوهش

 ومیدیات یزیآمبا رنگ دآمیلیاکریپل یالکتروفورز ژل عمود

 یکیتنوع ژنت مطالعهدر چنین کاربرد آن و هم دیبروما

 TRAP یآفتابگردان با استفاده از نشانگر مولکول یهاپیژنوت

 .بود

 

 هامواد و روش

 های دستگاهویژگی

 C.B.Sدستگاه ژل عمودی اکریلامید ساخت شرکت )

Scientific Co. Del Mar, CAنامه( ب MEGA-GEL High 

Throughput Vertical Unit ( مدلmodel C-DASG-400-

 (.1)شکل  شودمی( شناخته 50
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 بالاکارآیی با  اکریلامیدپلیالکتروفورز نمای کلی دستگاه ژل  :1شکل 

Fig. 1: Overview of high-throughput electrophoresis polyacrylamide gel system 

 

زمان با پایه چرخنده این دستگاه دارای دو ژل عمودی هم    

 200زمان تواند همسی به هر دو ژل( است که می)برای دستر

( را وزنی جایگاه نشانگر 9نمونه در هر طرف و  96نمونه )

زمان مجزا یا همصورت بهتوانند دو ژل می کند. تجزیهزمان هم

 22عرض  و 50ها در بین دو شیشه با طول شوند. ژل اجرا

یشه گیرند. شمتر جای میمیلی 5/1متر و به ضخامت سانتی

ساخته  نماپشتصورت های منحنی شکل( بهپشتی )دارای لبه

بنفش را از خود عبور داده و برای شده که نور ماوراء

کار هبرداری از ژل بدون جداکردن آن از ساندویچ ژل بعکس

 96باشد که تمام عدد چاهک می 100رود. هر ژل دارای می

 نگر وزنینشاعدد  9همراه به PCRنمونه حاصل از دستگاه 

 شود.  بارگذاریدر هر ژل تواند می

 

 

 

 

 روش کار

ژل اکریلامید معرفی شده در این روش بین دو شیشه که 

توسط دو جداکننده عمودی و یک جداکننده افقی در بین 

 (. 2شود )شکل گیرند، ریخته میها قرار میشیشه

برای جلوگیری از نشت ژل ریخته شده، از نوار ضدنشت     

(. بعد از 5و  9، 0، 2)شکل  شدستگاه استفاده همراه د

ها، از شش عدد سوارکردن ساندویچ ژل و قراردادن جداکننده

نگه داشتن ساندویچ ژل و جلوگیری از نشت  گیره برای محکم

(. در حالت کلی 7 و 6)شکل  شدژل تازه ریخته شده استفاده 

 های الکتروفورزروش نصب ساندویچ ژل همانند سایر دستگاه

های کنندهها از پاکاکریلامید هست. برای تمیزکردن شیشهپلی

. بعد از سوارکردن ساندویچ ژل شدخانگی و آب مقطر استفاده 

جهت ریختن  گیره هایصورت ایستاده روی پایهرا بهتوان آنمی

 (.8ژل قرار داد )شکل 

 

 
 نحوه بستن نوار ضدنشت :2شکل 

Fig. 2: Gel casting using gel wrapgasket casting 
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 نحوه بستن نوار ضدنشت :0شکل 

Fig. 3: Gel casting using gel wrapgasket casting 

 

 
 گیردبرداری از ژل در پایین قرار میبا نوار ضدنشت بسته شده که در هنگام عکسنما پشتشیشه  :9شکل 

Fig. 4: Transparent glass is closed with a tape that is placed at the bottom when shooting the gel 
 

 
 های عمودی در دو طرف و جداکننده افقی در پایین ساندویچ ژلقرارگیری جداکننده :5شکل 

Fig. 5: Placing the spacers alongside the inside edges of the gasket 

 

 
 ها جهت نگهداری ساندویچ ژلبستن گیره :6شکل 

Fig. 6: Placing the notched plate on top of the bottom assembly 

 

 
 صورت عمودیقراردادن ساندویچ ژل به :7شکل 

Fig. 7: Lifting the assembly and stand it on the base of the clamps 
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 هاگیرهبستن همه  :8شکل 

Fig. 8: Clamping the sides of the assembly 
 

 
 انه بعد بلافاصله بعد از ریختن مواد ژلقراردادن ش :9شکل 

Fig. 9: Leaving the comb in the plate sandwich until just before sample loading 
 

 
 ژل در حال پلیمریزاسیون :10شکل 

Fig. 10: Gel polymerization 
 

 
 ها بعد از پلیمریزاسیون ژلجداکردن نوار ضدنشت و گیره :11شکل 

Fig. 11: Disassembling clamping and gel wrapgasket casting after gel polymerization 
 

 
 افقیبرداشتن جداکننده :12شکل 

Fig. 12: Removing bottom spacer   
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ژل برای ریختن هر سمت ژل  بافرلیتر از میلی 180حدود 

( به 19:1درصد ) 6موردنیاز است. غلظت نهایی ژل اکریلامید 

و  07/0درصد، آمونیوم پرسولفات  TBE 5/0همراه بافر 

TEMED 08/0  که آمونیوم باشد. بعد از اینمیدرصد

به مخلوط ژل اضافه شدند بایستی  TEMEDپرسولفات و 

بلافاصله مخلوط شده و در بین دوشیشه ساندویچ ریخته شوند. 

شود و از تایی در بالای ساندویچ قرار داده می 100سپس شانه 

 8، 7شود )شکل داشتن آن استفاده میبرای نگه دو گیره دیگر

دقیقه زمان در دمای  90(. برای پلیمریزاسیون ژل حدود 9و 

 (.10اتاق موردنیاز است )شکل 

ها باز همراه گیرههشدن ژل، نوار ضدنشت بپس از پلیمریزه    

شده، جداکننده افقی برداشته شده و ساندویچ ژل در دستگاه 

تواند تا زمان (. شانه ژل می12و  11)شکل شود قرار داده می

ها در داخل ژل باقی بماند. هر طرف ژل با قرارگیری نمونه

درصد که برای هر کدام از  TBE 5/0بافر لیتر از  1حدود 

شود قابل اجرا هست. های بالا و پایین دستگاه ریخته میتانک

ست داری کرد. درتوان ژل را تا دو روز نگهدر این مرحله می

بروماید به تانک میکرولیتر اتیدیوم 50قبل از شروع الکتروفورز، 

شود. با توجه به اینکه آمیزی اضافه میپایینی دستگاه برای رنگ

در دستگاه و از سمت  DNAبروماید در خلاف جهت اتیدیوم

از  DNAکند، در طول الکتروفورز که پایین به بالا حرکت می

آمیزی قطعات کند باعث رنگسمت بالا به پایین حرکت می

DNA میکرولیتری  25شود. برای یک محصول میPCR 

اضافه  (بافر بارگذاری)آمیزی میکرولیتر بافر رنگ 0توان می

میکرولیتر را روی  00میکرولیتر از آن و حداکثر تا  15کرده و 

و مدت  050تواند در ولتاژ ژل بارگذاری نمود. الکتروفورز می

عت انجام شود. برای خنک نگه داشتن ژل و سا 2الی  1زمان 

توان از یک پنکه کوچک بین جریان هوا در طول الکتروفورز می

دو طرف ژل استفاده کرد. بعد از انجام الکتروفورز، بدون 

برداری از ژل را توان عمل عکسجداکردن ساندویچ ژل می

به حالتی که شیشه پشت نما به سمت  UVتوسط دستگاه 

باشد انجام داد. برای وضوح بهتر عکس ژل  پشت )پایین(

بروماید از فیلترهای زردرنگ مخصوص ضداتیدیومتوان می

 استفاده کرد.

 

 مواد گیاهی

ژنوتیپ موردبررسی در این آزمایش همگی از بخش  68

های روغنی مرکز تحقیقات کشاورزی و منابع تحقیقات دانه

رزی و منابع ایستگاه تحقیقات کشاو -طبیعی آذربایجان غربی 

های های اخیر در برنامهطبیعی خوی تهیه شدند که در سال

اصلاح ژنتیکی و تولید هیبریدهای جدید آفتابگردان مورد 

لاین پدری  20ها شامل اند. این ژنوتیپاستفاده قرار گرفته

 8(، CMSلاین مادری نرعقیم باروری ) 00برگرداننده باروری(، 

رقم تجاری آزاد  9ید ایرانی و هیبر 0هیبرید تجاری خارجی، 

و همکاران، زاده تبریزی زینل) افشان خارجی بودندگرده

2015a). 

 

 DNAاستخراج 

گیاه در شرایط گلخانه کشت شدند.  10از هر ژنوتیپ تعداد 

روزه صورت گرفته و  20-15های جوان های برگی از برگنمونه

 DNAراج نگهداری شدند. استخ -80قبل از استخراج در فریزر 

و همکاران  زاده تبریزیزینلسازی شده ژنومی به روش بهینه

(Zeinalzadeh-Tabrizi et al., 2015b استخراج شد و در )

 ;TE Tris 10mM, EDTA) 1mMبافر  میکرولیتر150مقدار 

TE; pH 8.0.حل شد ) 

 

 TRAPانتخاب آغازگرهای 

ثابت و آغازگر  6آغازگرهای مورد استفاده در این تحقیق شامل 

( 2003) ویکهو و آغازگر تصادفی مورد استفاده در تحقیق  6

 TRAP. بدلیل چندشکلی بسیار بالای نشانگر (1)جدول  بود

دهد تنها از ردیف چندشکل از خود نشان می 50-00که حدود 

استفاده شد.  TRAPترکیب آغازگری برای ایجاد نشانگر  19

از دستگاه ترموسایکلر  ای پلیمراز با استفادههای زنجیرهواکنش

-MultiGene Gradient Thermal Cycler (TC9600تایی  96

G-230V, Labnet International, Inc.)  در حجم نهاییμL20 

بافر  ng/μL 00-50 ،μL2ژنومی با مقدار  μL1 DNAشامل 

10X PCR ،μL1  225منیزیم کلراید mM MgCl ،μL5/0  10از 

mM dNTP ،μL5/0 100 pmol واحد آنزیم  5/1ر آغازگر و از ه

 Touchهای دمایی در برنامه تک پلیمراز انجام شد. چرخه

down PCR صورت دایمر به-منظور جلوگیری از پدیده پرایمربه

چرخه در دمای  DNA 1سازی زیر انجام شد: برای واسرشت

°C99 چرخه شامل  5دقیقه،  2مدت به°C99 95مدت به 

دقیقه بود.  1مدت به C72°نیه و ثا 95مدت به C05°ثانیه، 

 C50°ثانیه،  95مدت به C99°چرخه بعدی شامل  05سپس 

زاده زینل) دقیقه بود 1مدت به C72°ثانیه و  95مدت به
 .(2015a، و همکاران تبریزی
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 TRAP: مشخصات آغازگرهای ثابت و تصادفی نشانگر مولکولی 1جدول 
Table 1: Fixed and arbitrary primers in TRAP marker 

 نام آغازگر

Primer 

( یا شماره بانک ESTدار )توالی بیان شده برچسب

 ژنی

Expressed Sequence Tags or Gene Bank No. 

 ′3–′5 توالی

5′–3 Sequence 

 آغازگر ثابت

Fixed primer 

MSP03 Putative male-sterile gene GTTGCCATGGACATCAACAC 

A11D14F QHA11D14 GGGGTTCTAAACAAGGTG 

B14G14B QHB14G14 AATCTCAAGGACAAAAGG 

F15O11F1 QHF15O11 CTGGAGCCAAGACATCTG 

K11F05 QHK11F05 GAACCAAACTGGGGTATGTA 

MAX3BR AT2G44990 ACGTTATGAGCCCCATGAAGA 

 آغازگر تصادفی

Arbitrary primer 

TRAP03 IR-700 CGTAGCGCGTCAATTATG 

Sa12 IR-700 TTCTAGGTAATCCAACAACA 

Sa4 IR-700 TTCTTCTTCCCTGGACACAAA 

TRAP13 IR-800 GCGCGATGATAAATTATC 

Ga3 IR-800 TCATCTCAAACCATCTACAC 

Ga5 IR-800 GGAACCAAACACATGAAGA 

 

 TRAPهای واکنش

ترکیب  19آغازگر تصادفی و  6آغازگر ثابت و  6با استفاده از 

بگردان از نظر تنوع ژنتیکی های آفتاگروه ژنوتیپ 5آغازگری، 

مورد بررسی قرار گرفتند. آشکارسازی قطعات با استفاده از 

آمیزی اتیدیوم درصد با رنگ 6امید ریلکالکتروفورز ژل آ

( و 2003)و همکاران  وانگبروماید با استفاده از روش 

 95ساعت و  1مدت به TRAPسازی شده برای نشانگر بهینه

برداری با استفاده از شد. عکس ولت انجام 200دقیقه در 

 Vilber)و دستگاه ژل داک  Nikon Coolpix500ن لیلدورب

Lourmat, France) .انجام شد 

 

 هاتجزیه داده

)عدم  صفرصورت ترکیب آغازگری به 19نوارهای حاصل از 

)عدم تکثیر و یا از دست رفته(  9)حضور( و  1حضور(، 

چندشکل، محتوای  دهی شدند. تعداد آلل، تعداد آللنمره

( و درصد چندشکلی هر نشانگر یا PICاطلاعات چندشکل )

 (.2 ترکیب آغازگری محاسبه شد )جدول
 

 نتایج و بحث

مورداستفاده در این  دآمیلیاکریپلدستگاه الکتروفورز ژل 

های نشانگر جفت باز اختلاف آلل 0تواند تا میپژوهش 

شکل در . (2003 و همکاران، وانگ) ریزماهواره را نشان دهد

را در ولتاژ  Xbarc196، جداشدن دو آلل نشانگر ریزماهواره 10

. دو آلل این داده شده استساعت نشان  5/1بعد از  050

 160و  195باز اختلاف نشان دادند )بین جفت 18نشانگر در 

 باز(. جفت

در  Xbarc222های نشانگر ، جداشدن آلل19در شکل     

ساعت  5/1بعد از  050باز در ولتاژ فتج 185و  182های مکان

 2های نشانگرهایی با نشان داده شده است. برای جداشدن آلل

باز اختلاف، زمان الکتروفورزی بیشتری موردنیاز است. جفت

در  Xbarc218های نشانگر ، آلل15عنوان مثال در شکل به

ساعت  0و پس از  050باز در ولتاژ جفت 212و  210های مکان

 داده شده است.  نشان

 

 
 (2003 و همکاران، وانگ) ساعت 5/1بعد از  050را در ولتاژ  Xbarc196های نشانگر ریزماهواره آلل :10شکل 

Fig. 13: SSR alleles of Xbarc196 in 350 V after 1.5 hours (Wang et al., 2003)  
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  ساعت 5/1بعد از  050باز در ولتاژ جفت 185و  182های کاندر م Xbarc222های نشانگر ریزماهواره آلل :19شکل 

 (2003 و همکاران، وانگ)

Fig. 14: SSR alleles of Xbarc222 with allele sizes of 182 and 185 bp in 350 V after 1.5 hours (Wang et al., 2003) 

 

 
و تصویر  050ساعت الکتروفورز در ولتاژ  1ز. تصویر بالا پس از باجفت 212و  210های در مکان Xbarc218های نشانگر آلل :15شکل 

  (2003 و همکاران، وانگ) 050ساعت در ولتاژ  0پایین پس از 

Fig. 15: SSR marker Xbarc218 with allele sizes of 210 and 212 bp. The top section of the image was taken after 1 h of 

electrophoresis at 350 V and the bottom section of the image was taken after 3 h of electrophoresis at 350 V. (Wang et 

al., 2003) 
     

 
  (2003 و همکاران، وانگ) در بارگذاری ژل Xbarc196استفاده از دو سری نمونه برای نشانگر  :16شکل 

Fig. 16: Use of two successive loadings of the same microsatellite sample set using marker Xbarc196 (Wang et al., 

2003)  
 

صورت اطلاع از  توان دریی دستگاه میآبرای افزایش کار    

پوشانی نشانگرهای مختلف، از چندین اندازه نشانگرها و عدم هم

چنین در در یک چاهک مشابه استفاده کرد. هم PCRمحصول 

توان ابتدا های نشانگرها میهای آللنصورت مشابه بودن مکا

برداری نشانگر بعدی را یک نشانگر را اجرا کرده و بعد از عکس

یی ژل را افزایش داد. آروی ژل بارگذاری کرد و بدین ترتیب کار

استفاده  Xbarc196، از دو سری نمونه برای نشانگر 16در شکل 

 5/1د از شد و بع بارگذاری هاشده است. نخست سری اول نمونه

. هر دو آلل در هر دو ندها بارگذاری شدساعت سری دوم نمونه

     خوبی از یکدیگر جدا شدند.هها بسری از نمونه

نتایج حاصل از این آزمایش نشان داد که این سیستم     

شونده در مقایسه با ژل اکریلامید الکتروفورزی غیرواسرشت

، 17. در شکل اددشونده وضوح بالایی از خود نشان واسرشت

باز جفت 192و  190های در مکان Xbarc013های نشانگر آلل

آمیزی با شونده و رنگدر هر دو سیستم )ژل غیرواسرشت

آمیزی نقره( با هم شونده و رنگبروماید و ژل واسرشتاتیدیوم
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یی بالای سیستم آدهنده کاراند. این نتایج نشانمقایسه شده

باشد و مناسب برای های رایج میجدید در مقایسه با سیستم

های نشانگرهای ریزماهواره است. این سیستم جداسازی آلل

اکنون از هایی که همتواند جایگزین مناسبی برای آزمایشگاهمی

آمیزی نقره و یا از روش شونده و رنگسیستم ژل واسرشت

 کنند باشد.گذاری نشانگرها با فلورسنت استفاده میبرچسب

در معرفی شده در این آزمایش استفاده از روش  هزینه    

قرون مدیگر بسیار مناسب و متداول های مقایسه با روش

آمیزی نقره صرفه است. این روش در مقایسه با روش رنگبه

چنین در روش تر است. همصرفهبهدرصد مقرون  50بیش از 

توان تجزیه نمونه را در هر ژل می 99آمیزی نقره حداکثر رنگ

توان زمان میهمرا نمونه  196مود در صورتی که در این روش ن

شونده و تجزیه نمود. از طرف دیگر برای ساخت هر ژل واسرشت

آمیزی نقره به یک روز کاری نیاز است اما در این روش در رنگ

 تجزیهنمونه را  196 دو سری توانعرض حدود سه ساعت می

، استفاده از PCRاز  ها بعدسازی نمونهکرد. نیاز به واسرشت

چنین شونده و همهای واسرشتدمای ثابت در اجرا کردن ژل

کننده چنین دمایی در کنار راحتی کار تهیه منبع تغذیه فراهم

شود که سیستم جدید به و نداشتن چنین مشکلاتی باعث می

های رایج ترجیح داده شود. از طرف دیگر، دراین روش سیستم

بار مورداستفاده  2بار و هر بافر تانک را تا  9توان هر ژل را تا می

برداری از ژل انجام گرفت الکتروفورز قرار داد و بعد اینکه عکس

ها از ژل خارج شده و وارد تانک که نمونهرا ادامه داد تا جایی

 های جدید را بارگذاری کرد.از بالا نمونه پایین شوند و مجدداً
 

 
آمیزی نقره )تصویر رنگ شوندهواسرشت)تصویر بالا( و روش سازی نوین بدون واسرشتاز روش  مقایسه تصویر ژل حاصل :17 شکل

  (2003 و همکاران، وانگ)پایین( 
Fig. 17: Comparison of gel images from new nondenaturing system (top) and a denaturing silver staining system 

(bottom) (Wang et al., 2003) 
 

، 2000از زمان معرفی این روش بهینه الکتروفورز در سال     

پژوهشگران از این روش در گیاهان مختلف و با نشانگرهای 

( در 2004) یوشیدااند. به عنوان مثال، متفاوت استفاده نموده

( در ذرت با نشانگر 2006) باراتا و کارنا، SSRسورگوم با نشانگر 

SSR ،در برنج با نشانگر ( 2006و همکاران ) کاداروSNP ،و  ویگو

 SSRهای مختلف توت با نشانگرهای ( در گونه2007همکاران )

و  فو، SSR( در لوبیا با نشانگر 2007و همکاران ) جلین، ISSRو 

و  جنووسی، SSRزمینی با نشانگر ( در سیب2009همکاران )

-EST( در علف سنت آگوستین با نشانگر 2009همکاران )

SSRs ،( در گندم با نشانگر 2012مکاران )و ه میرSSR ،

، EST-SSRs( در ارزن با نشانگر 2013و همکاران ) دولینگ

، ISSR( در میوه فیجوآ با نشانگرهای 2014و همکاران ) کوئزادا

AFLP  وSSR ،( در جو با نشانگر 2015و همکاران ) فیوست

DArT-SSRs  فرنگی با ( در گوجه2016و همکاران ) هنارهو

 از این روش بهینه الکتروفورز استفاده کردند. ISSR نشانگر

 

 

   TRAPکارآیی نشانگر

ترکیب  19آغازگر تصادفی  6آغازگر ثابت و  6 پژوهشدر این 

آغازگری ایجاد کردند که همگی الگوی نواری شفاف و قابل 

دهی ایجاد کردند. تمام ترکیبات آغازگری نوار چندشکل نمره

 PIC( با Sa12و  MAX3BRزگری )ایجاد کردند که ترکیب آغا

نوار  116. از میان (2)جدول  ترین جایگاه بودچندشکل 99/0

ها چندشکل تای آن TRAP ،109 ایجاد شده توسط نشانگر

بود. اندازه قطعات  79/5بود. میانگین تعداد نوارهای چندشکل 

جفت باز بود. محتوای اطلاعات  920-25آشکارشده بین 

 .بود 00/0با میانگین  50/0و  00/0ین چندشکل این نشانگر ب

در گیاه   TRAPحاضر با نشانگر جدید پژوهشنتایج     

نیز در راستای نتایج  بهینهآفتابگردان با استفاده از این روش 

عنوان یک به TRAPبود. نشانگر ( 2003و همکاران ) وانگ

توسط  2000نشانگر جدید شناخته شده که اولین بار در سال 

بر روی آفتابگردان با موفقیت انجام شده است. این  هو و ویک

های بیان شدهدر این نشانگر از توالینشانگر از اطلاعات 
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 نامبی Compositae( از پروژه ژنوم ESTدار )برچسب 

(Anonymous, 2017)  ژنتیکی  تجزیه برایبرای آفتابگردان

آغازگر کند. یکی از آغازگرهای این نشانگر که افراد استفاده می

های بیان شده توالیشود با استفاده از همین ثابت نامیده می

طراحی شده و آغازگر دوم به صورت تصادفی در دار برچسب

شود. در گیاهانی مثل آفتابگردان مقابل آغازگر اول طراحی می

ها در دست تکمیل چنین سایر گیاهانی که پروژه ژنوم آنو هم

های بیان توالیاستخراج ردیف  اند برایبوده و یا تکمیل شده

و طراحی آغازگر ثابت این نشانگر استفاده دار شده برچسب

نوار  50تا  00تواند بین می TRAPشود. هر نشانگر می

چندشکل تولید کند و از این بابت جزو نشانگرهای بسیار 

های مولکولی نظیر بررسی تنوع چندشکل و مفید در تجزیه

و  زاده تبریزیزینل)گیرد ار میژنتیکی مورد استفاده قر

 . (2015aهمکاران، 

ژنوتیپ آفتابگردان از  68در این بررسی، در تنوع ژنتیکی     

آمیزی روش جدید الکتروفورز ژل عمودی با استفاده رنگ

(. نتایج نشان داد که این 18بروماید استفاده شد )شکل اتیدیوم

نقره و یا  آمیزیرنگ های متداولروش در مقایسه با روش

هایی همچون گذاری فلورسنت آغازگرها دارای مزیتبرچسب

راحتی کار، هزینه بسیار کمتر و سرعت بالای تجزیه را داراست. 

 196نشانگر با  9توان در هر روز تا با استفاده از این روش می

و همکاران  هناره نمونه در هر ژل را مورد آزمایش قرار داد.

فرنگی با استفاده از پ بومی گوجهتی 90( در بررسی 2016)

 نیز نتیجه مشابهی گرفتند. ISSRنشانگر 

 

 و درصد چندشکلی نشانگرهای مورداستفاده  PIC: تعداد آلل، تعداد آلل چندشکل، محتوای 2جدول 
Table 2: Allele number, polymorphic allele number, PIC and polymorphism percentage of used markers 

 شماره

No. 

 آغازگر ثابت

Fixed primer 

 آغازگر تصادفی

Arbitrary 

primer 

 تعداد آلل

Allele 

No. 

 تعداد آلل چندشکل

Polymorphic allele 

No. 

محتوی اطلاعات 

 چندشکل

PIC 

 درصد چندشکل

Polymorphism 

percentage 

1 MSP03 TRAP03 11 11 0.43 100 

2 MSP03 Sa12 5 5 0.42 100 

3 MSP03 Sa4 11 11 0.36 100 

4 A11D14F TRAP03 11 10 0.27 90.1 

5 A11D14F Sa12 3 2 0.31 66.7 

6 A11D14F Sa4 5 4 0.39 80 

7 B14G14B Sa4 2 2 0.47 100 

8 F15O11F1 TRAP03 8 7 0.22 87.5 

9 F15O11F1 Sa12 6 6 0.38 100 

10 F15O11F1 Sa4 5 5 0.21 100 

11 F15O11F1 TRAP13 8 6 0.25 75 

12 K11F05 TRAP03 3 2 0.13 66.7 

13 K11F05 Sa12 5 4 0.24 80 

14 K11F05 Sa4 5 5 0.21 100 

15 K11F05 Ga3 6 6 0.43 100 

16 MAX3BR TRAP03 5 4 0.30 80 

17 MAX3BR Sa12 7 7 0.49 100 

18 MAX3BR Sa4 5 5 0.37 100 

19 MAX3BR Ga5 5 5 0.26 100 
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ژنوتیپ  68عنوان آغازگرتصادفی در بررسی تنوع ژنتیکی به TRAP03عنوان آغازگرثابت و به MSP03استفاده از آغازگرهای  :18شکل 

 TRAPآفتابگردان با استفاده از نشانگر 

Fig. 18: Use of MSP03 marker as a fixed primer and TRAP03 marker as an arbitrary marker in genetic diversity of 68 

sunflower genotypes 
 

 گیرینتیجه

نتایج آزمایش نشان داد که روش جدید الکتروفورز ژل 

بروماید نسبت به آمیزی اتیدیومبا استفاده از رنگ دآمیلیاکریپل

آمیزی نقره و نشاندارکردن آغازگرها با رنگمتداول های روش

صرفه بودن، بههایی همچون مقرون مزیتدارای  ،فلورسنت

ها در هر ژل، نمونه تجزیه تعداد زیاد، تجزیهسرعت بالای 

ها در یک ژل ها و اجرا کردن نمونهاستفاده مجدد از ژل

گذرد، از معرفی این روش می هاکه سال. باوجود اینباشدمی

هنوز ناشناخته مانده داخل کشوراین سیستم برای محققان 

ز طرف دیگر نشان داده شد که این روش نه تنها در است. ا

که  TRAPنشانگرهای ریزماهواره بلکه در سایر نشانگرها نظیر 

تواند بسیار مفید کنند میتعداد زیادی نوار چندشکل تولید می

الکتروفورز را برای  دستگاهتوان این واقع شود. در نهایت می

اخل که قصد خرید و مراکز پژوهشی د دانشگاهیهای آزمایشگاه

های داخلی که در و یا شرکت هتجهیزات را دارند معرفی نمود

خصوص الکتروفورز ههای آزمایشگاهی و بزمینه تولید دستگاه

ترغیب به ساختن نمونه داخلی آن حمایت و فعالیت دارند را 

 نمود.

 

 

 منابع:

 .شود مراجعه یسیانگل متن 15-19 یهاصفحه به منابع مطالعه جهت

100 pb 

200 bp 




