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کلیات

مقدمه-1-1
Pronoideaeو زیرخانواده Rosaceaeمتعلق به خانوادهPrunus dulcisبا نام علمی) Almond(بادام 

تواند با باشد و میو آلو میردیف و خویشاوند نزدیک هلو، شلیلکروموزومی است و هم16گیاهی دیپلوئید و 
این گیاه عموماً خودناسازگار و از نظر خلوص ژنتیکی ناخالص). 1991کستر و همکاران، (ها تلقیح شود آن

ولید میوه آن ارزش اقتصادي بالایی از طرفی یکی از مهمترین محصولات آجیلی عمده جهان بوده و ت. است
اند هاي وحشی این گیاه در گذشته تا سواحل مدیترانه وجود داشتهگونه). 1381چایچی و همکاران، (دارد 

P.communisهاي وحشی این گیاه به نامارقام اهلی بادام از توده). 1377جلیلی مرندي و حکیمی رضایی، (

احتمالاً کشت و کار بادام حدود سه هزار سال ). 1991ستر و همکاران، ک(اند در آسیاي مرکزي منشأ گرفته
قبل از میلاد با انتخاب ارقام مغز شیرین ناشی از موتاسیون ارقام وحشی که به طور طبیعی داراي مغز تلخ 

). 1376ایمانی، (اند، شروع شده است بوده
Prunusبادام وحشی گونه  scopariaلق به خانواده متعRosaceae زیرخانواده ،Pronoideae و جنس

Prunusهاي فراوان، افراشته، صاف و براق و کننده، داراي شاخهرنگ، خزانمنظر، سبزدرختی خوش
آبی رسد و مقاوم به شرایط نامساعد محیطی خصوصاً کممتر می6ارتفاع این درخت به . هاي ایستا استساقه
هاي بادام را به پنج گروه مختلف شناس آلمانی گونهاسپچ، گیاه).1387و پویان، 1382ثابتی،(باشدمی

P.scoparia(بندي کرد که گونه مورد مطالعه تقسیم Spach ( در گروه دوم)Spartioides Spach ( قرار دارد
در نواحی . نتشار آن وسیع استاین گونه بومی ایران و منطقه خاورمیانه بوده و دامنه ا). 1996جنیک و مور، (

متر از 2700تا 800دامنه ارتفاعی رویشگاه این گونه بین . شودخشک کشور دیده میاستپی و ارتفاعات نیم
این گیاه در مناطق کوهستانی ایران در . متر قرار گرفته استمیلی250تا 150باران سطح دریا در خطوط هم

، سیستان و بلوچستان، کردستان، تهران و مرکزيو بختیاري، یزد، هاي فارس، خوزستان، چهارمحالاستان
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بارشین، ،نام محلی آن در نقاط مختلف ایران. کندها رشد میلرستان دیده شده و در انواع مختلف خاك
). 1382ثابتی، (باشد بادامک، بادامچه و بادامشک می

کننده صفات مرتبط با تحمل به خشکی کنترلهايهاي بیوتکنولوژي و دستکاري ژناستفاده از روش
هاي کلاسیک در هاي بیوتکنولوژي به همراه روشروش. ثر باشدؤتواند در اصلاح ارقام متحمل به خشکی ممی

ثرتر در معرفی ارقام متحمل به خشکی است و به فهم ؤتر و مهاي اصلاحی موجب پیشرفت سریعبرنامه
مارکرهاي مولکولی امکان ردیابی و شناسایی مکان ژنتیکی . کندمیکمک کنترل ژنتیکی این صفات پیچیده 

بنابراین نیازي به آزمایشات . کندگیري فنوتیپی فراهم میکننده مقاومت را بدون اندازههاي کنترلژن
ها و یا وارد سازي ژنبا این وجود، هرم. اي نیست و روند اصلاح نباتات سرعت بیشتري خواهد داشتمزرعه

مارکرهاي . پذیر استها امکانهاي مولکولی و اطلاعات آنهاي دیگر نیز از طریق روشردن ژن به گونهک
کلون کردن ،کند و استراتژي دیگر مولکولیمولکولی یک استراتژي به نام انتخاب بر اساس مارکرها را ارائه می

هاي تحریک ژن(ز تکنیک انتقال ژن با استفاده ا. ها و تکنولوژي انتقال ژن توسط مهندسی ژنتیک استژن
.)2001داپا و کانادو، (اند تحمل به استرس را در گیاهان ایجاد کنندتوانسته) شونده در هنگام استرس

. باشدهاي محیطی بررسی سطوح بیان ژن میهاي مهم براي بررسی واکنش گیاهان به تنشیکی از روش
serial analysis of gene expressionطور معمول چندین روش از قبیلبه (SAGE)،cDNA microarray ،

differential display reverse transcription-polymerase chain reaction (DDRT-PCR) ،
suppression subtractive hybridization (SSH)وcDNA amplified fragment length polymorphism

(cDNA-AFLP)هااز بین این روش. ها وجود داردژنبراي بررسی بیانcDNA-AFLPاي طور گستردهبه
زیرا روشی ساده، داراي بازده ،شودهاي محیطی استفاده میبراي بررسی تغییرات بیان ژن در زمان بروز تنش

مکاران، ؛ بایساخ و ه2002اومزوا و همکاران، (بالا و به اطلاعات قبلی از ژنوم گونه مورد مطالعه نیازي ندارد 
4شامل این روش ).2009و سی و همکاران، 2008؛ ریتر و همکاران، 2006ز و همکاران، وئ؛ رودریگ2006

:باشدمرحله می
poly-dTبا استفاده از الیگونوکلئوتیدهاي اي دو رشتهcDNAسنتز .1

مورد مطالعه با دو آنزیم محدود کننده و اتصال لنگرهایی به عنوان آداپتور به انتهاي قطعات cDNAهضم .2
حاصل 

تکثیر پیش انتخابی توسط پرایمرهاي متناظر با لنگرها.3
وسیله گسترش پرایمرهاتکثیر انتخابی قطعات محدود شده به.4

).1998باچیم و همکاران، (گردند آمیزي مینگدست آمده توسط نیترات نقره رهاي بهو در نهایت رونوشت
Transcript-Derived(رونوشت شده -قطعات مشتق شدهAFLPهاي حاضر در سطح ژل نوار

Fragments (معمولاً. دنگردنامیده میTDFجدا از ژل آمید،اکریلی شده در ژلیهاي منحصر به فرد شناسا
سگال و (گردند ییابی ممناسب کلون و توالیدر ناقلینطعاتاین ق.دنگردمیتکثیر PCRواکنشتوسطو

).2008، همکاران
هاي مرتبط با تنش براي بررسی ژنتکنیکی مناسب cDNA-AFLPمطالعات مختلف نشان داده است که 

؛ ریتر و 2007؛ سوپرانو و همکاران،2004؛ دیاب و همکاران، 2002سانچز و همکاران، (باشد خشکی می
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هاي مرتبط با تنش لذا در این بررسی به منظور مطالعه ژن...). و 2009؛ سی و همکاران، 2008همکاران، 
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فصل دوم

بررسی منابع

بادامک- 2-1
، Rosaceaeمتعلق به خانواده Prunus scopariaباشد با نام علمی بادامک که گونه وحشی بادام می
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هایش میوه. ها سفید رنگ استها استکانی شکل و رنگ گلبرگیپانتیوم آنمتر ، همیلی25ها بالغ بر آن

و پوسته سخت و هاي کوتاهمتر و داراي کركمیلی12و عرض 20مرغی شکل به طول تخمسبز رنگ،شفت،
متمایل عمق، به رنگ زرد کاهیار کمیهسته آن صاف، داراي خطوط ش. باشداي روشن میصاف به رنگ قهوه

در زمان . رنگ میوه در حالت نارس سبز رنگ و معمولاً پوشیده از کرك است.و طعم تلخ استايهبه قهو
هایش داراي رشد سریع عمقی ریشه.خورددهد و شکاف میرسیدن قسمت سبز میوه آب خود را از دست می

.)1387و پویان، 1382ثابتی،(کنندهاي سفت به خوبی رشد میبوده و در زمین
:بندي کرده استهاي بادام را به پنج گروه زیر تقسیمشناس آلمانی گونهچ، گیاهاسپ
Euamygdalus Spachگروه -1

Spartioides Spachگروه -2

Lycioides Spachگروه -3

Chameamygdalusگروه -4

Leptopus Spachگروه -5
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P.scoparia(گونه مورد مطالعه  Spach ( در گروه دوم)Spartioides Spach ( قرار دارد) ،جنیک و مور
1996.(

Prunusنام علمی این گیاه  scoparia نام فارسی آن بخورك، نام محلی آن بادامک، نام فرانسوي آن ،
ameinclier sauvoge نام انگلیسی آن ،mountain almond نام آلمانی آن ،Wilder Mandelbaum و از تیره

. )1387پویان، (باشدمی) Rosaceae(رز 
.Pهاي سفید رنگ بادام وحشی گونه گل scopariaها، در اوایل فروردین ماه معمولاً قبل از ظهور برگ
.)1382ثابتی، (آوري استمیوه آن نیز در خرداد ماه رسیده و قابل جمع. شوندیظاهر م

Prunusبادام وحشی گونه 1- 2شکل  scoparia

در نواحی استپی و ارتفاعات . این گونه بومی ایران و منطقه خاورمیانه بوده و دامنه انتشار آن وسیع است
متر از سطح دریا در 2700تا 800دامنه ارتفاعی رویشگاه این گونه بین . شودخشک کشور دیده مینیم

هاي مناطق کوهستانی ایران در استاناین گیاه در . متر قرار گرفته استمیلی250تا 150باران خطوط هم
سیستان و بلوچستان، کردستان، تهران، کرمانشاه، خراسان، ، چهارمحال و بختیاري، یزد،فارس، خوزستان

ترین حد ارتفاع پایین. کندها رشد میکرمان، اصفهان، مرکزي و لرستان دیده شده و در انواع مختلف خاك
بر یا راور متري و حد اعلاي آن در شیرکوه یزد و راه600در ارتفاع آن از سطح دریا در حوالی بندرعباس 

، )در استان فارس(نام محلی آن در نقاط مختلف ایران بارشین . متري دیده شده است2700کرمان در ارتفاع 
دامشک و با) در جبال البرز(، الوك )در استان لرستان(حرومه ، بایم و بایم)در کرج و جهرم(بادامک و بادامچه 

).  1382ثابتی، (باشد می) در طبس(
هاي این درختان جهت تهیه سوخت و زغال به تدریج باعث از بین رفتن نشینان از چوباستفاده بیابان

هاي زغال سوزي اکثر نواحی آثار و شواهد این امر را در چاله. هاي این گونه گردیده استاکثر رویشگاه
. )1387پویان، (مشاهده کردتوان کوهستانی خشک می

هاي و آلدئید بنزوئیک وجود دارد و از میوه) سیناپتاز(در میوه آن ترکیبات شیمیایی آمیگدالین، دیاستاز 
مصرف آن بدون فراوري معمول نبوده و خوردن آن به دلیل وجود آمیگدالین . شودآن روغن بادام تهیه می
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هاي از هسته. بوده و بعد از شیرین کردن مصرف خوراکی داردهسته آن داراي طعم تلخ. خطرناك است
از دم کرده پوست این درخت براي معالجه . شودپزي استفاده میشیرین شده آن در تهیه تنقلات و شیرینی

دم کرده برگ این گیاه مسکن درد . شودهاي تنفسی، ورم سینه و ریه استفاده میسرفه، برونشیت، ناراحتی
هاي قلبی و تنگی نفس ن آن براي درمان میگرن، سردرد، سیاه سرفه، رماتیسم درد، ناراحتیاز روغ. است

ها و چین و چروك پوستی بین بردن لکهاز درروغن آن بر روي پوست همچنین، استفاده از . شوداستفاده می
. کاربرد داردو درمان ترك پوستی ناشی از سرما

از این صمغ . شودهاي قرمز، زرد و نارنجی مشاهده میشود در رنگج میصمغی که از این درخت استخرا
. شوددر صنایع داروسازي براي تحریک اشتها، خرد کردن سنگ مثانه و درمان دندان درد استفاده می

همچنین این صمغ در صنعت نساجی براي آهار پارچه، در صنایع آرایشی و غذایی به عنوان عامل امولسیون 
وسپانسیون کننده و در صنایع کاغذ سازي، تولید چسب، لیتوگرافی و جوهر سازي نیز کاربرد داردکننده و س

.)1387و پویان، 1382ثابتی، (

تنش خشکی-2-2
هاي کره زمین میلیون سال است که از زمان ترك دریاها و سکنی گزیدن در خشکی400گیاهان حدود 

اند دهد، گیاهان همیشه مجبور بودههنگامی که تنش خشکی روي می.همواره با تنش رطوبتی مواجه هستند
لذا در تکامل گیاهان . شان را جهت دوري جستن از آن تنظیم نمایندکه آن را تحمل نموده یا چرخه زندگی

ها به جستجو، جذب، انتقال و نگهداري آب به عنوان یک نیروي عمده محرك عمل کرده زي، نیاز آنخشکی
اند، فراوان بوده هاي متضمن مقاومت به خشکی که در چنین دوره زمانی طولانی به وجود آمدهیسممکان. است

هاي متفاوتی براي مقاومت به مکانیسم.)1986بلوم و سولیوان، (اندو هنوز به طور کامل شناخته نشده
:شوندگروه تقسیم می3ها به این مکانیسم. خشکی در گیاهان وجود دارد

خشکیفرار از.1
دوره رشدي کوتاه و بلوغ . کنندهاي خشک از دوره خشکی فرار میارقام حساس به خشکی در محیط

گیاهانی که از مکانیسم فرار براي ).1998بلوم، (هاي مهم مکانیسم فرار از خشکی است زودرس از ویژگی
ره زندگی از نظر فیزیولوژیکی قبل از کنند قدرت و توانایی بالایی براي تکمیل دومقابله با خشکی استفاده می

آمیز گیاه در فاز زایشی و استراتژي فرار در واقع وارد شدن موفقیت. فرا رسیدن خشکی پایان فصل دارند
به طور طبیعی، تکمیل سیکل زندگی گیاه در مدت . باشدها میتولید محصول قابل قبول، قبل از سایر ژنوتیپ

ت تبادل بیشتر هوا با گیاه و استفاده ماکزیمم از منابع موجود مثل رطوبت کوتاه با سرعت بالاي رشد و قدر
اي براي قابلیت و توانایی انتقال مواد ذخیره. خاك، مواد غذایی و حداکثر تثبیت کربن در گیاه همراه است

جالب. سازد تا به استرس خشکی متحمل شودتولید میوه و داشتن عملکرد قابل قبول گیاه را قادر می
چاوز و همکاران، (یابد جاست که هنگام استرس خشکی قدرت انتقال این مواد در گیاه افزایش میاین

2003.(
اجتناب از پسابیدگی.2

قابلیت گیاه از نظر نگهـداري بـیلان مناسـب آب و آمـاس، حتـی در شـرایط بـروز تـنش را، اجتنـاب از          
هـایی کـه گیـاه را قـادر     تمـام مکانیسـم  ). 1385ور، صباغ پ ـ(نامند پسابیدگی یا اجتناب از تنش خشکی می
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هاي خود داشته باشد، پسـابیدگی را بـه   نظر از خشکی هوا و خاك مقدار مناسبی آب در بافتسازند صرفمی
افـزایش زودهنگـام و مـؤثر    (این امر از طریق افزایش جذب آب از خاك، کاهش تلفـات آب  . اندازندتأخیر می

سـازي آب  ، توانایی زیاد در انتقال و هـدایت آب و ذخیـره  )کنندهو کاهش سطح تعرقمقاومت در برابر انتشار 
جانـگ و  (شـوند  رفولـوژي گیـاه مـنعکس مـی    وهاي اجتناب از پسـابیدگی در م این مکانیسم. شودحاصل می
نش دارد و وقتی در معرض تهایش نگه میدر این مکانیسم گیاه مقدار زیادي آب را در بافت). 1972لارسون، 

هـا و کـاهش   مکانیسم اجتناب از پسابیدگی بر پایـه حساسـیت روزنـه   . تواند از آن اجتناب کندقرار گیرد، می
)1983مهلاشمی و همکاران، . (شودتبخیر و تعرق استوار است که موجب بالا رفتن عملکرد می

تحمل پسابیدگی.3
.شـود ، تحمل به پسـابیدگی خوانـده مـی   توانایی سلول به ادامه سوخت و ساز در سطح پتانسیل آبی کم

تواند تلفات شـدید آب را  اي است که در آن پروتوپلاسم میتحمل نسبت به پسابیدگی یک توانایی خاص گونه
باشد، بـه عبـارت   در واقع تحمل به پسابیدگی، آخرین خط دفاعی یک بوته بر ضد کمبود آب می. تحمل کند

خلی کم زنده بماند، ایـن مکانیسـم مقاومـت بـه خشـکی را تحمـل       دیگر گیاه ممکن است با وجود رطوبت دا
نامند و گیاهی که داراي این مکانیسم باشد، قادر است که با تأمین رطوبت، مجدداً بهبود یافته و رشد کند می

). 1366سرمدنیا و کوچکی، (
هـاي واقعـی،   ق تخفیف تنشتواند از طریهنگامی که گیاه واقعاً در معرض پتانسیل آب کم قرار گیرد، می

تواند با سازگاري نسبت به خشکی، پتانسیل آب خود گیاه براي کاهش اثرات تنش می. خشکی را تحمل نماید
بنابراین قادر به حفظ آماس سلولی و رشد بوده و از ایجاد . رغم شرایط خشک، در سطح بالایی نگه داردرا علی

ترین روش ساده. کندتابولیکی ناشی از پسابیدگی جلوگیري میتنش ثانویه و صدمات مستقیم و غیرمستقیم م
این مقاومت ترجیحاً باید به میزانـی  . جلوگیري از صدمه حاصل از خشکی، مقاومت نسبت به پسابیدگی است

فشـار اسـمزي   . باشد که آماس سلولی را حفظ و حداقل از تخریب سلول در کاهش آمـاس جلـوگیري نمایـد   
رفولوژیکی در اجتنـاب از  وشود، به همراه سازگاري متجمع مقادیر کافی املاح ایجاد میداخلی زیاد که در اثر

ها بـه تنهـایی   شود که پلاسماي سلولظاهراً این امر باعث می. اثرات خطرناك آب کشیدگی داخلی مؤثر است
خشـکی نیـز   توانند آماس خود را حفظ نموده و تحت تنشها میاین سلول. خشکی بیشتري را تحمل نمایند

).1385صباغ پور، (به رشد خود ادامه دهند 
در بسیاري از موارد علت اصلی سازگاري برگ به شرایط خشک، به لحـاظ ضـخیم شـدن دیـواره سـلولی      

تحمل به پسابیدگی به توانایی سـلول در نگهـداري   . کندباشد که از پژمردگی برگ یا تخریب جلوگیري میمی
مواد محلول از جملـه قنـدها،   . ال و جلوگیري از تغییر ماهیت پروتئین بستگی داردغشاء سلول در شرایط نرم

).1980گاف، (شوند ها از خسارت پسابیدگی میاسیدهاي آمینه و ترکیبات آمونیم موجب حفظ غشاء و آنزیم
گاري هایی خواهند داشت که باعث سازالعملهاي مختلف از جمله خشکی، عکسگیاهان در مقابل تنش

هاي بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی در گیاه تنش خشکی موجب ایجاد پاسخ. شوداین ارقام به تنش خشکی می
. شونداین پاسخ ها به دو گروه کوتاه مدت و بلند مدت تقسیم می. خواهد شد

شود و موجب بیان ها فرستاده میهایی از ریشه به برگ و درون سلولدر پاسخ کوتاه مدت سیگنال
ها بسته شوند، روزنهها از ریشه دریافت میها سیگنالگدر بر. شودمیتنش هاي پاسخ دهنده به شرایط ژن

شوند نیز احساس میهاي مختلف از طریق برگ همچنین استرس. یابدشده و آسیمیلاسیون کربن کاهش می



١٣

کند و هاي ریشه را دریافت و شناسایی مییستم مرکزي نیز سیگنالمر. شوندهاي پاسخ دهنده بیان میو ژن
ها از ریشه به در ساقه علاوه بر این که سیگنال. شودهاي پاسخ دهنده در آن بیان و از رشد جلوگیري میژن

در ریشه علاوه بر . شودیل اسمزي درون آوندها ایجاد میشوند، تغییر در پتانسسمت برگ انتقال داده می
شودهاي پاسخ دهنده فعال شده و تنظیم اسمزي در گیاه انجام میها ژنفرستادن سیگنال توسط سلول

).1999شینوزاکی و شینوزاکی، (
، سطح شوددر پاسخ بلند مدت زمانی که استرس آهسته ولی طولانی است، رشد اندام هوایی کم می

ها و تنظیم شوند و آسیمیلاسیون متابولیکهاي پاسخ دهنده فعال میکند، ژنتبخیر و تعرق کاهش پیدا می
آید و نسبت حجم ریشه به اندام ها افزایش حجم پدید میدر ریشه. شوداسمزي در اندام هوایی انجام می

گرددهاي ریشه حفظ میسلولکند و آماسسطح جذب ریشه افزایش پیدا می. یابدهوایی افزایش می
.)1369سرمدنیا و کوچکی، (

دهند تا قادر به بقا و نشان میالعملهاي محیطی مختلف از جمله خشکی، عکسگیاهان در مقابل تنش
هاي دفاعی را آغاز هاي تنش، سلسله واکنشها به محض دریافت سیگنالدر واقع سلول. شوندادامه حیات 

ها و کاهش تقسیم سلولی کم شدن پتانسیل آب بافتی، سبب کاهش رشد سلولی، سنتز پروتئین. کنندمی
اي قندي را به واحدهاي کوچکتر هیدرولیز کننده افزایش یافته و پلیمرهاي ذخیرههاي غلظت آنزیم. شودمی
شکنند تا پتانسیل اسمزي را کاهش و پتانسیل فشاري را افزایش دهند؛ اما با ادامه تنش، هورمون اسید می

یابد و به دنبال آن و با شدت نقصان و فتوسنتز کاهش میCO2ها بسته، جذب تولید، روزنه) ABA(آبسزیک
طورکلی تنش خشکی موجب ایجاد به. شودمییافتن تنش در مراحل بعدي منجر به سنتز اسیدآمینه پرولین 

).1999شینوزاکی و شینوزاکی، (هاي بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی در گیاه خواهد شد پاسخ
طورکلی فرایندهاي دهند، اما بههاي متفاوتی پاسخ میهر چند گیاهان به علائم محیطی مختلف، به روش

: اند ازگیرند عبارتاین فرایندها که طی سه مرحله صورت می. ها وجود داردمتوالی مشترکی در تمامی آن
هاي حس صوص یا سیستمهاي مخبه وسیله گیرنده) بیوفیزیکی یا یونی(دریافت علائم محیطی .1

.کننده علامت
کنند و یا به انتقال علائم به وسیله یک زنجیره فرایندهایی که یا مستقیم بر روي متابولیسم اثر می.2

.کنندوسیله تغییر بروز ژن عمل می
بسرا و (تر شود شود فنوتیپ براي محیط موجود مناسبایجاد یک پاسخ فیزیولوژیکی که موجب می.3

)1997بسرا، 
شوند به روشن شدن هایی که در شرایط تنش بیان میپژوهشگران بر این فرض هستند که شناسایی ژن

هاي جداسازي روش. کنندشود که گیاهان را از اثرات خشکی محافظت میهاي متابولیک منجر میپدیده
cDNAاین . شوداده میشوند، استفهایی که در خلال دوره کم آبی تنظیم میمختلف براي تشخیص ژن

هایی پژوهش. ها را تشخیص داده و جدا سازندسازند که بسیاري از ژنها پژوهشگران را قادر میجداسازي
کنند، در شوند در خلال تنش عمل میها کد میهایی که توسط این ژنکه چگونه پروتئینبراي تعیین این
.حال انجام است

ها ها از طریق شناسایی توالیاند و چگونگی عمل آنشناسایی شدههاي مختلف القایی در تنش خشکیژن
در پاسخ به تنش سرما، شوري و خشکی . بینی استهاي شناخته شده، قابل پیشو همولوژي آن با پروتئین
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تنها مسئول شوند، نههایی که در طی تنش خشکی تحریک میژن. هاي مشترك وجود داردبرخی مکانیسم
بلکه در نقش ) هاي مهم متابولیکیبه وسیله تولید پروتئین(از کمبود آب هستند ها حفاظت سلول

بندي در دو گروه طبقههااین ژن.کننده براي انتقال سیگنال در تنش خشکی نیز مهم هستندتنظیم
Functionalگروه اول . شوندمی proteins) (هایی هستند که احتمالاً در تحمل به تنش شامل پروتئین

، mRNAهاي متصل شونده به پروتئین،زدگیهاي ضد یخپروتئینها،مثل محافظ. خشکی نقش دارند
آب، انتقال هايکانالتنظیم کننده فعالیت هايها، پروتئینهاي کلیدي براي بیوسنتز اسمولیتآنزیم

ها که به عنواننگروه دوم پروتئی. هاي سم زدایی و انواع پروتئازهاهاي پرولین و قند، آنزیمدهنده
Regulatory(هاي تنظیم کننده پروتئین proteins (هاي انتقال دهنده و شوند، در تنظیم سیگنالشناخته می
هایی که هاي کیناز، فاکتورهاي انتقال دهنده و آنزیمپروتئین. هاي پاسخ دهنده به تنش نقش دارندبیان ژن

.)1384میري، (گروه هستنددر متابولیسم فسفولیپیدها نقش دارند جزء این 
همچنین در . ها نقش مهمی در تعیین پاسخ رشد گیاه در برابر تغییرات محیطی دارندطورکلی هورمونبه

هاي به عنوان مثال در مواجه با تنش. اي دارندتنظیم رشد ساقه و ریشه در شرایط خشکی اهمیت ویژه
ون اتیلن در گیاه افزایش یافته و موجب کاهش رشد و مختلف از جمله تنش خشکی یا غرقابی میزان هورم

اما در این زمینه . کندگردد و امکان سازگاري گیاه با شرایط خشکی را فراهم میها میها و میوهریزش برگ
مهمترین نقش را در جلوگیري از رشد شاخساره و حفظ رشد ریشه در ) ABA(هورمون آبسزیک اسید 

).1989همکاران، . بلوم (باشد میپتانسیل پایین آب خاك دارا
برداري تنظیم شوند، در سطح نسخهبسیاي از تولیدات ژنی که در واکنش به تنش رطوبت القا می

شوند، که یک هورمون گیاهی تنظیم میABAهاي القا شده توسط تنش به وسیله بسیاري از ژن. گردندمی
در بروز چندین واکنش به تنش آبی نقش ABA. یابداست که در پاسخ به کم آبی و دماي پایین افزایش می

که گیاهانی براي روشن ساختن این. باشدها بسته شدن روزنه و القاي بیان ژنی میدارد، که مهمترین آن
آبی نیاز به هاي القا شده تحت تنش کمی براي بیان بسیاري از ژنزمینمانند آرابیدوپسیس، ذرت و سیب

. استفاده شده استABAهاي بیوسنتز دارند، از موتانتABAافزایش غلظت 
شرکت دارند، در وقایع ABAهاي القا شده توسط هایی که در بیان ژنمشخص شده که تعدادي از ژن

ABI2وABI1هايژن.شرکت دارندABAهاي ر انتقال سیگنالفسفوریلاسیون و دفسفوریلاسیون مشمول د

رسد که پروتئین فسفاتازها را در آرابیدوپسیس مشاهده شده، به نظر میABAهاي غیرحساس که در موتانت
طور در تنظیم بیان ژن مسئول همین. هاي خاص نقش دارددر بسته شدن روزنه و القا ژنABI1. کنندکد می
ABAبه علاوه .  وزین کیناز است نیز فعال استکه یک تریABA و شرایط آزمایشی که باعث کمبود آب

.کنندشود دیگر انواع کینازها را القا میسلولی می
ها نیز کند، دیگر سیگنالشوند را تنظیم نمیهایی که توسط تنش القا میتمام ژنABAبه دلیل اینکه 

ها که علاوه چندین ژن گفته شده، بسیاري از ژنبه. داشته باشندبایستی در واکنش به تنش کم آبی نقش
توسط مسیرهاي سیگنالی ندارند و احتمالاً ABAشوند، براي بیان خود نیاز به توسط تنش رطوبت القا می

).  1384میري، (شوند ها کنترل میکنش آنهممجزا یا بر
ها چند سالی است هاي مختلف و تحمل گیاه به این تنشتنشهاي مولکولی در پاسخ به مطالعه مکانیسم
اند، در بسیاري از گیاهان تعداد زیادي ژن که نقش تنظیمی در تنش خشکی داشته. که آغاز شده است
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دهد که از زمان دریافت تنش تا بیان ژن در گیاه مسیرهاي مختلفی مطالعات نشان می. اندشناسایی شده
هاي فاکتور رونویسی در تنظیم بیان ژنچهار رسد که حداقل به نظر می. ود داردقال سیگنال وجبراي انت

تاي دیگر از دو و ABAتا از این فاکتورها پاسخ دهنده به دو . از خشکی وجود دارد) القایی(تحریک شونده 
با این ) دقیقه10(ها به سرعت تحت تنش تحریک می شوند برخی از ژن. استABAاین فاکتورها مستقل از 

در داخل (ABAشوند که موجب تجمع هاي دیگر به کندي و در طی چند ساعت تحریک میوجود برخی ژن
اند که تعداد زیادي ژن براي فاکتورهاي مختلف رونویسی به وسیله تنش خشکی تحریک شده. شودمی) گیاه

باشد، نقش دارندگاري به تنش میایجاد تحمل و یا سازهاها که وظیفه آندر تنظیم بیان آهسته ژناحتمالاً
.)2006راي و تاکاب، (

هاي کنترل کننده صفات مرتبط با تحمل به خشکی هاي بیوتکنولوژي و دستکاري ژناستفاده از روش
هاي کلاسیک در هاي بیوتکنولوژي به همراه روشروش. ثر باشدمؤتواند در اصلاح ارقام متحمل به خشکی می

است و به فهم شدهثرتر در معرفی ارقام متحمل به خشکیمؤتر و اصلاحی موجب پیشرفت سریعهاي برنامه
مارکرهاي مولکولی امکان ردیابی و شناسایی مکان ژنتیکی . کندمیکمککنترل ژنتیکی این صفات پیچیده

زي به آزمایشات بنابراین نیا. دنکنگیري فنوتیپی فراهم میهاي کنترل کننده مقاومت را بدون اندازهژن
ها و یا وارد سازي ژنبا این وجود، هرم. نباتات سرعت بیشتري خواهد داشتاي نیست و روند اصلاحمزرعه

مارکرهاي . پذیر استها امکانهاي مولکولی و اطلاعات آنهاي دیگر نیز از طریق روشکردن ژن به گونه
د و استراتژي دیگر مولکولی کلون نکنا ارائه میمولکولی یک استراتژي به نام انتخاب بر اساس مارکرها ر

هاي ژن(با استفاده از تکنیک انتقال ژن . ها و تکنولوژي انتقال ژن توسط مهندسی ژنتیک استکردن ژن
و 2001داپا و کانادو، (را در گیاهان ایجاد کنندتنش اند تحمل به توانسته) تنشتحریک شونده در هنگام 

. )1385پور، صباغ

cDNA-AFLPتکنیک -2-3
به منظور . شوندها کنترل میهاي رشدي توسط تنظیم دقیق بروز ژنریزيهاي بیولوژیکی و برنامهپاسخ

بررسی الگوي بروز . ها مطالعه شودرسیدن به بینشی کامل در مورد این فرایندها، لازم است که الگوي بروز ژن
هاي مولکولی متفاوتی امروزه روش. باشدگیاه به شرایط محیطی میهاي ها ابزار مهمی براي شناخت پاسخژن

Functional(ژنومیکس کارکردي . باشدهاي با بروز متفاوت در دسترس میبراي شناسایی و کلون ژن

genomic (هاي غیر زیستی به هاي درگیر در تحمل تنشسازي ژنبه عنوان ابزاري براي تشخیص و خالص
هاي مولکولی متفاوتی براي شناسایی و کلون این ابزار شامل روش). 2006د و همکاران، لنگرای(رود کار می

هاي مبتنی بر هیبریداسیون نوکلئیک اسیدها، تکنولوژي میکرواري از بین روش. باشدهاي بروز یافته میژن
)microarray ( است نقش زیادي را در ژنتیک مولکولی خصوصاً واکنش گیاهان به تنش ایفا کرده) چائو و

تکنولوژي میکرواري، نیاز به هزینه ). 2006آرنیم، و کیم و ون2005؛ گولایک و همکاران، 2005همکاران، 
هاي تظاهر یافته کمیاب و سختی تشخیص زیادي دارد و به دلیل حساسیت کم آن در آشکارسازي رونوشت

). 2007اران، سوپرانو و همک(هاي همولوگ، سودمندي کمی دارد ها از ژنرونوشت
هاي اند شامل روششکل گرفتهPCR، بر پایه cDNAهایی که به منظور رسیدن به تکثیر انتخابی روش

RNA-fingerprinting by arbitrarily primed PCR (RAP-PCR) معرفی شده توسط ولش و همکاران
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differential displayو ) 1992( (DD/RT-PCR) باشندمی) 1992(و پاردي معرفی شده توسط لیانگ .
ها مشکلاتی از قبیل استفاده از این روش. دلالت دارندRNAها به انگشت نگاري از تمامی این روش

بور و (کنند هاي کاذب را محدود میهاي بسیار کمیاب و تولید نسخهتکرارپذیري، سختی نمایش پیام
از الیگونوکلئوتیدهاي تصادفی به عنوان پرایمر در چنین مشکلاتی اصولاً ناشی از استفاده). 1994همکاران، 

هاي تا به امروز تلاش. باشدهاي تکثیر میو دماهاي اتصال نسبتاً پایین لازم براي تولید فراوردهPCRواکنش 
و دیاچنکو و 1995زائو و همکاران، (زیادي به منظور تغییرات متنوعی از قبیل بهبود در طراحی پرایمر 

و 1995ایوانوا و بلیاوسکی، (DNAنگاري هاي متنوع با استفاده از انگشتو ساخت روش) 1996همکاران، 
ها هنوز هم مشکلاتی از قبیل  تکرارپذیري و صورت گرفته است، اما به هرحال همه این روش) 1996کاتو، 

cDNA-AFLPروش ). 1998باچیم و همکاران، (باشد عدم اطمینان در تشخیص قطعات خاص را دارا می

تا حد زیادي بر این مشکلات غلبه کرده و امکان تشخیص باندها را به صورت ) 1996باچیم و همکاران، (
ها در یک گري سیستماتیک همه رونوشتعلاوه بر این، در این روش امکان غربال. کندسریع و ساده فراهم می

). 1998باچیم و همکاران، (پذیر است انسیستم بیولوژیکی با استفاده از مقدار کم مواد در شروع واکنش امک
هاي با تظاهر متمایز است و ، یک روش تکرارپذیر مناسب براي آشکارسازي رونوشتcDNA-AFLPروش 

:باشدمیشامل مراحل زیر
dTبا استفاده از الیگونوکلئوتید پلی اي دو رشتهcDNAساختن - الف

هاها به انتهاي آنمحدود کننده و اتصال قلابایجاد الگوي اولیه از طریق برش با دو آنزیم - ب
.اندطراحی شده) لنگر(تکثیر قبل از مرحله تکثیر اصلی به کمک آغازگرهایی که بر اساس نواحی قلاب - ج
یکی از این آغازگرها نشاندار است تا محصول . تکثیر اصلی با آغازگرهایی که یک یا دو باز اختصاصی دارند- د

.قابل رؤیت باشد
ن، به رگذاري نورتاین روش به دلیل تکرارپذیري و حساسیت و از طرفی به علت تطابق خوب با روش لکه

روش بیان نمودند که ) 2001(فیلیپس و واسیل ).1386نقوي و همکاران، (گیرد وفور مورد استفاده قرار می
cDNA-AFLPا روشی ساده، داراي بازده بالا زیر،باشدنگاري ژنتیکی مییک روش با کاربرد فراوان در انگشت

.و به اطلاعات قبلی از ژنوم گونه مورد مطالعه نیازي ندارد
و جداسازي بر روي ژل استواراند، PCRهاي بررسی بروز ژنوم به صورت گسترده که بر پایه از بین روش

استفاده از روش . باشدبهترین روش میcDNA-AFLPروش چند شکلی طولی قطعات تکثیر یافته یا 
cDNA-AFLPاین روش نیاز به . هاي مبتنی بر هیبریداسیون وجود داشت، حل کردمشکلاتی را که در روش

اطلاعات زیادي از ژنوم مورد مطالعه ندارد و تکرارپذیري و حساسیت بالاتري نسبت به تکنولوژي میکرواري 
، )Northern blot(بلاتبه خوبی با نتایج نورترنcDNA-AFLPایج نت). 2003ریجانز و همکاران، (دارد 
PCR در زمان واقعی کمی)Q-PCR ( و آنالیزهاي میکرواري همبستگی دارد) ،؛ 2002دانسون و همکاران

، روشی در دسترس و آسان براي cDNA-AFLPروش ).2003و برین و همکاران، 2003آوروا و همکاران، 
ویلستک و (باشد ها، خصوصاً براي موجوداتی با اطلاعات ژنومی کم میبررسی الگوي بیان ژن

). 2006همکاران،
هایی که حتی در سطح اجازه آشکارسازي ژنcDNA-AFLPاختصاصی بودن و حساسیت بالاي روش 

این روش به ). 2003برین و همکاران، (دهد را به ما میهاي همولوگنمایند و شناسایی توالیکم بروز می
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باشد، ها در حالت کنترل و تنش متفاوت میهایی که بروز آناي به منظور شناسایی ژنصورت گسترده
کند پذیر میهاي کمیاب را امکانحساسیت بالاي این روش، امکان شناسایی رونوشت. شوداستفاده می

.)2003فکومرا و همکاران، (
معمولاً. دنگردنامیده می) TDFs(رونوشت شده - قطعات مشتق شدهAFLPباندهاي حاضر در سطح ژل 

TDFواکنشتوسطوجدا از ژل آمید،اکریلی شده در ژلیهاي منحصر به فرد شناساPCR دنگردمیتکثیر.
).2008، سگال و همکاران(گردند ییابی مدر ناقلین مناسب کلون و توالیاین قطعات

)Real-Time PCR(مراز در زمان واقعیاي پلیواکنش زنجیره- 2-4
باشد که در اصلاح شده میPCRآخرین ) Real-Time PCR(مراز در زمان واقعی اي پلیواکنش زنجیره

این روش کیفیت دقیق اسیدهاي نوکلئیک اختصاصی در . توسط هیگوچی و همکارانش ایجاد شد1992سال 
د نیز صادق نمخلوط پیچیده را میسر ساخته، که در صورتیکه مواد اولیه در شروع واکنش حداقل باشیک 
سرعت رسیدن . نمایدروي توالی هدف تکثیر یافته عمل میاین تکنولوژي با استفاده از نور فلورسنت بر. است

اساس تمامی ). 2008،ارانفراگا و همک(به سطح آستانه به مقدار مواد حاضر در شروع واکنش بستگی دارد
در زمان واقعی بر آشکارسازي و تعیین کمیت با استفاده از نشانگرهاي فلورسنت استوار PCRهاي سیستم

در یک واکنش، در تناسب PCRهاي فلورسنت با مقدار محصول واقع میزان افزایش سیگنالدر . باشدمی
).2004آلمیدا و همکاران، (مستقیم است 
ي مراز در زمان واقعی روشی قدرتمند با حساسیت بالا براي تعیین کیفیت اسیدهااي پلینجیرهواکنش ز
در زمان PCR.در تحقیقات استهای براي آنالیز بیان ژنیاین روش داراي پتانسیل بالا. باشدنوکلئیک می

طور که اطلاعات همانآوري در این روش جمعهمچنین . دهدواقعی نتایج را سریع، صحیح و دقیق نشان می
در زمان واقعی براي ارزیابی کمی PCR. گیرد که بسیار صحیح استصورت می،واکنش در حال انجام است

DNA وRNA 2005بوستین و همکاران، (به متدهاي آزمایشگاهی بعد از واکنش نیاز ندارد.(
دقیق و حساس است و میزان در زمان واقعی، روشی جدید، بسیارPCRروش توان گفت در واقع می

تر از این تکنیک بسیار سریع. کندگیري میواکنش اندازه) Exponential(افزایش محصول را طی فاز نمایی 
د کن، تهیه میهاي تکثیر در حال انجام استهاي معمول است و اطلاعات را با همان سرعتی که پروسهروش

توان نتیجه را روي یک زمان میو هم.) در حال انجام استزیرا فقط در این فاز است که تکثیر به شدت (
). 2006دوراك، (گراف مشاهده نمود و نیازي به استفاده از ژل آگارز نیست 

در زمان واقعی تکامل کارایی و آنالیزهاي آماري و ریاضی PCRیکی از نکات قابل توجه در روش 
بر ارزیابی رامطالعه خود)  2002(مولر و همکاران منظور ین بد. باشدمده از این روش میهاي به دست آداده

یی و آنالیزهاي آماري متمرکز نتایج نهاهمحاسب، در زمان واقعیPCRروش مده ازآهاي به دست ریاضی داده
.نمودند

یک یا تعداد بیشتريدرهاي فلورسنت سیگنالداومی از مجموعهدر زمان واقعی تPCRروش 
چندین راه براي تحقیق در مورد تغییرات یک . باشدمیمراز در بیش از یک سیکلاي پلیزنجیرههايواکنش
ها جستجوي تغییرات سطوح رونوشت سلولی یکی از این روش. در حین فرآیند بیولوژیکی وجود داردسلول
اي روش واکنش زنجیرهازدر این مورد . تغییر نشان دهدهاي مرتبط با آنکه ممکن است در پروتئین،است
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Quantitative(مراز در زمان واقعی کمی پلی Real-Time PCR ( یاQ-RT PCR براي ایجاد اطلاعات مورد
هاي فلورسنت از هر واکنش به ارزش عددي براي هر تبدیلی از سیگنالQ-RT PCR. گرددنیاز استفاده می

در موارد ارزشمندي را، بودن سطوح بیان ژنکمی . نمونه و یک روش براي بیان ژن به صورت کمی است
وسازدمیژن منفرد را در حالت بیولوژیکی تعریف شده آشکار یک سطوح بیان ،کندمورد کاربرد ژن ابلاغ می

همچنین در تعیین . سازدنمایان میرادر سطوح بیان ژن در پاسخ به محرك بیولوژیکی خاصیات تغییر
ها، کنترل کیفی مواد و تأثیرها، ارزیابی کمی بیان ژنها، تعیین ژنوتیپپاتوژنها، آشکارسازي فراوانی ویروس

PCRتر از تر و سریعبسیار حساسQ-RT PCR).2008فراگا و همکاران، (اي داروها کاربرد داردمعالجه

. )2002مولر و همکاران، (دهدمعمولی بوده و همزمان با طی شدن مراحل تکثیر اطلاعات را نمایش می
فعالیت اگزونوکلئازي:ند عبارتند ازاثرؤمدر زمان واقعیPCRدو اصل مهم که در بدست آوردن نتایج 

Taq polymeraseساختمان کاوشگرهاي الیگونوکلئوتیدي دو و گیردصورت می5´→3´که در جهت
Taq: ازاندکه عبارتشوداستفاده میروش در اینهاي متفاوتی براي آشکارسازيامروزه از روش.برچسبی

Man ProbeorHydrolysis،Scorpion،Molecular Beacon،Hybridization ProbeوSYBR Green I

Fluorscence(انرژي فلورسنت و تشدید آن از طریق انتقال نور آشکارسازي ها بر اساس که تمامی این روش

Resonance Energy Transfer ( یاFRET فلورسنت به طور مستقیم میزان نورافزایش در.دنباشمیاستوار
هاي مولکول. )2004آلمیدا و همکاران، (داردبستگیPCRواکنشتولید طیوبه افزایش در تکثیر

طول موجی که . استهمراهیک طول موج باریک از نورباد کهننکفلورسنت نور را به صورت فوتون جذب می
اساس کار به این . شودکند طول موج تحریک براي آن مولکول نامیده میدر آن رنگ حداکثر نور را جذب می

گیرد، شکل است که هنگامی که یک رنگ داراي انرژي بالا در مجاورت با یک رنگ با انرژي پایین قرار می
Taq.از بالا به پایین وجود داردامکان انتقال انرژي  DNA Polymeraseداراي فعالیت اگزونوکلئازي

امکان آشکار )تشدید کننده فلورسنت از طریق انتقال انرژي(FRETباشد که این مورد به همراهمی5´→3´
براي ،آنزیم5´→3´فعالیت اگزونوکلئازي . سازنددر زمان واقعی را فراهم میPCRهاي تکثیر کردن فراورده

.)2008فراگا و همکاران، (نمایدحذف موانع پایین دست ناحیه تکثیر شونده در حال رشد عمل می
FRETد، که حداقل یکی از ندیگر به طور متقابل اثر کنیک د با نبه دو مولکول احتیاج دارد که بتوان

یک مولکول بخشنده و مولکول دوم پذیرنده ،ترکیب فلورسنتدر . ها باید قابلیت فلورسنتی داشته باشدآن
رنگ فلورسنت بخشنده با یک منبع نوري اضافه نزدیک طول موج تحریک بهینه FRETدر حین . نام دارد

ور ساطع شده مولکول ن. یابدگردد و سپس نور ساطع در یک طول موج بلندتر تغییر مکان میبرانگیخته می
کند که به طور مولکول پذیرنده انرژي ساطع شده را از رنگ بخشنده جذب می. کندپذیرنده را برانگیخته می

طول موج ساطع شده توسط رنگ بخشنده، باید نزدیک جذب . کندمؤثري سیگنال بخشنده را دفع می
اگر نور توسط. ع کننده نور باشد یا نباشدتواند ساطمولکول پذیرنده می. ماکزیمم مولکول پذیرنده باشد

بخشنده ساطع مولکول و طول موج بلندتري از آن توسط کندپذیرنده ساطع گردد، بیشتر حرکت میمولکول
گردد ولی به عنوان یک سیگنال آشکارسازي میدر زمان واقعی PCRر سیگنال پذیرنده توسط ابزا. گرددمی

وجود در زمان واقعی PCRهاي فلورسنت در سه دسته از مولکول. شودگزارشگر توسط نرم افزار ضبط نمی
سیگنال فلورسنت از . برندبه عنوان گزارشگر از آن نام میو معمولاًباشداولین مورد رنگ بخشنده می. دارد

دومین مولکول . کندعمل میگزارشگر یکی از مواردي است که در جریان آزمایش به صورت هشدار دهنده
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آخرین گروه نیز رنگ مرجع. و مسئول دفع ابتدائی سیگنال گزارشگر استنام داردنده یا خاموش کنندهپذیر
ها یا گزارشگرهاي مورد نشانگریکی از ترین حالت، ترین و اقتصاديدر سادهامروزه . )2006دوراك، (باشد می

SYBR. شوداي متصل میشتهدو رDNAباشد که به مولکول میSYBR Green I، مولکول کاوشگر استفاده

Green I داراي رنگ فلورسنتی است که زمانی که به فرم آزادش در محیط وجود دارد این رنگ غیر قابل
این . کندمیدهد شروع به انتشار نور فلورسنتاي باند میدو رشتهDNAبا کهاشد، اما زمانیبمشاهده می
تواند با هر جفت پرایمر و براي هر داراي حساسیت بالا بوده، میها و ترین رنگترین و اقتصاديرنگ از ساده

DNAتوان ارزان بودن، میاین رنگ از مزایاي .جاي رونده داردبه عبارتی حالت میانوالگو به کار رود
لکول با هر موتوان به باند دادن استفاده از این رنگ نیز میاز معایب. را نام بردحساسیت بالاواستفاده آسان

DNAاشاره اي در مخلوط واکنش، مثل پرایمر دایمر و نیز سایر محصولات غیر اختصاصی واکنشدو رشته
نیزاختصاصی بودن این روشهمچنین .شوداین امر منجر به برآورد بیش از حد غلظت محصول میکرد، که

.)2008فراگا و همکاران، (کمتر است
سه ترکیب اصلی در هر ابزار . کندمستقیم پیدا میرابطههاي تکثیر سیکلفلورسنت با نور شدت تشعشع 

PCR سیستم . 2. کندهاي گزارشگر را تعیین میمنبع نور که حدود رنگ. 1: وجود دارددر زمان واقعی
مکانیسم دماپاي یا . 3.سازدآشکارسازي، که حدود طیفی و حساسیت هر آزمایش را تعیین می

).2004آلمیدا و همکاران، (تواند انجام شود یین سرعت که در آن یک آزمایش میترموسایکلینگ تع
یک .ضروري استدر زمان واقعی PCRدر واکنش ،طراحی پرایمر بهینه براي تکثیر کارآمد توالی مطلوب

و به bp300کوچکتر از (ی تکثیر محصولات کوتاه وابسته است یموفق به توانادر زمان واقعی PCRواکنش
شود که شاملرعایت چندین نکته باعث بهینه ساختن طراحی پرایمر می.)bp200-100طور ایده آل 

primer(یا پرایمر دایمر حذف جفت شدن پرایمرها براساس توالی مکمل بین پرایمرها dimer (هماهنگی و
واکنشپرایمر مناسب برايچندین نکته در رابطه با طراحی همچنین . باشدمیPCRدماي اتصال محصول 

PCR جفت باز داشته باشد100-200طول بین :گرددوجود دارد که به طور خلاصه ذکر میدر زمان واقعی.
جفت پرایمرها نباید مکمل خودشان یا . هاي پیوستن پرایمر نباید داراي ساختار ثانویه بزرگی باشدمکان

باشند و ) درصد40- 70بین (GCمساوي از ت تقریباًهاي پرایمري باید داراي نسبجفت. همدیگر باشند
ها نیز باید بهینه گردد، پس از طراحی و ساخت پرایمرها، دماي اتصال آن.دماي اتصال مساوي داشته باشند

.)2002مولر و همکاران، (آزمون گردد) متغیر(تواند توسط آنالیز دماي گرادیانت که می
تواند باعث افزایش افزایش غلظت پرایمر می.استفاده نیز بسیار مهم استغلظت پرایمرهاي مورد 

هاي پرایمر بسیار زیاد موجب ایجاد تولیدات غیر اختصاصی گردد، ولی غلظتPCRآشکارسازي محصولات 
جفت باز طول داشته باشند و تا حد 30تا 18پرایمرهاي طراحی شده باید بین . گرددمثل پرایمر دایمر می

و ترجیحاً متشکل از .) گرددزیرا موجب جفت شدن اشتباه می(آن فاقد باز تیمین باشد 3´ان انتهايامک
همچنین لازم است از تشکیل ساختار . ی ساخت پرایمر بالا رودیبازهاي گوانین و سیتوزین باشد تا کارا

).2005بوستین و همکاران، (سري بزرگ جلوگیري گردد سنجاق
براي محاسبه مقدار افزایش نور فلورسنت که نتیجه مستقیم تکثیر در زمان واقعیPCRيدر کلیه روشها

DNAافزایش تابش شود که بر مبناي فرمول زیر مقدارافزارهاي کامپیوتري استفاده میاست، از نرم
:فلورسنت محاسبه می شود



٢٠

•ΔRn = Rn+ - Rn-

•ΔRn: میزان افزایش تابش فلورسنت در سیکلnام.
•Rn+:میزان تابش نور فلورسنت در زمان مورد نظر.
•Rn-:انتشار نور فلورسنت در اولین مرحله واکنش.

PCRهاي انتشار فلورسنت که در طی واکنش افزارهاي کامپیوتري نقشه تکثیر را با استفاده از دادهنرم

در .باشدهاي واکنش نیز میدر واقع نشان دهنده تعداد سیکلΔRnمقدار.کنندتهیه می،شودآوري میجمع
میزان ،بنابراین.شودبیشتر نمی)Threshold Line(خط آستانه از ΔRnهاي اولیه تکثیر، مقدار طی سیکل

اي است که در آن شدت خط آستانه، سطح تشخیص یا نقطه.تابش فلورسنت دریافتی بسیار کم است
مولر و همکاران، (گیرد قرار میتکثیرنمایی خط آستانه در فاز.شودشتر از زمینه میفلورسنت یک واکنش بی

2002(.
دقیق در تعیین کیفیت طور وسیعی به عنوان ابزاريبهدر زمان واقعی PCRواکنشدر دهه گذشته

ها، تأثیر ها، ارزیابی کمی بیان ژنامروزه براي تعیین فراوانی ویروس.هاي خاص کاربرد داشته استتوالی
در زمان واقعی استفاده زیادي شده PCRها از روش ها و تعیین ژنوتیپاي داروها، آشکارسازي پاتوژنمعالجه

ژن در یابی، تعیین کیفیت در عوامل بیماري ویروسی و دستیابی به تعدادي از کپیاین روش در ژنوتیپ. است
با این وجود بیشترین استفاده از این تکنولوژي در مطالعه سطح بیان ژن به . بافت سرطانی به کار رفته است

تحت (توان با ترکیب دو روش ها نشان داده که میبررسی. باشدهمراه استفاده از فرآیند رونویسی معکوس می
-realعنوان time RT PCR ( سطوح رونوشتRNAگیري نمود فی نیز اندازهرا به طور کی) فراگا و همکاران
2008 .(

هاي انجام شدهمروري بر بررسی–2-5
هاي وحشی بادام منابع زیادي در دسترس بر روي گونهcDNA-AFLPدر زمینه پیشینه استفاده از روش 

.بنابراین سعی شده است که به نزدیکترین موارد در ارتباط با این موضوع اشاره گردد. باشدنمی
چند (cDNA-AFLPکنش بین پارامترهاي مختلف در تکنیک به بررسی میان) 1998(باچیم و همکاران 

و میزان رقیق بودن الگوها در PCRهاي ها اثر تعداد چرخهآن. رداختندپ)شکلی طولی قطعات تکثیر شده
هاي مغناطیسی براي سنتز را بررسی کرده و استفاده از مهره) TDF(قطعات به دست آمده از رونویسی 

cDNA و اثر غلظتMgCl2ها موفق به کشف روشی از در نهایت آن. را درطی تکثیر مورد آزمون قرار دادند
بدین ترتیب توانستند . هایی با ترکیب و اندازه متفاوت شدندTDFبا استفاده از cDNA-AFLPتکنیک 

TDFاي بین همچنین مشخص کردند که رابطه. هاي مشابهی را از یک نسخه منفرد در سلول پیدا کنند
. هاي کشف شده و اندازه قطعات وجود نداردTDFغلظت 

روش هاي مسئول تنش خشکی، با استفاده از به منظور شناسایی مکانیسم) 2000(و همکاران کامپالانس
cDNA-AFLPچندین ژن که در هنگام تنش خشکی در بادام(Prunus amygdalus)یافتند را بروز می
شناسایی و هاي بالغ جمع شده بود، هایی را که در جنینها با استفاده از این تکنیک نسخهآن. بررسی نمودند

نورترن معکوس . و یا با آبسزیک اسید تیمار نمودنددادند یخشکتنش in vitroها را در محیطگیاهچه


