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 چکیده

ان در برابر گياه هاي واكنشي سيستمایجاد اطلاعات و درک كافي از  در ترانسكریپتوم هايآناليز

علاوه بر تكرار  به عنوان روشي مناسب cDNA-AFLP .بسيار كارآمد هستند عوامل زیستي و غير زیستي

و  ، دقتدر حساسيتمتعددي  عواملالبته  .ها نداردنياز به اطلاعات اوليه در مورد توالي ژن  ،پذیري بالا

و دستيابي به ها ارزیابيمي تواند باعث افزایش كيفيت این عوامل كه توجه به  آن موثر هستندتكرار پذیري 

واكنش گياه سيب زميني در برابر براي آناليز  cDNA-AFLP حاضر . در تحقيقگردداطلاعات صحيح 

در بهينه سازي گردید.  in vitroدر شرایط  Ralstonia solanacearumزاي استرس ناشي از باكتري بيماری

این روش این راستا پارامترهاي مختلف و اثر تعامل آنها با یكدیگر در افزایش حساسيت و تكرار پذیري 

از فاكتور هاي تاثير گذار در   mRNA استفاده از و RNAروش استخراج  نتایج نشان داد .شدبررسي 

هاي استخراج شده با استفاده از روش مبتني بر  RNAطوري كه ه ب است cDNA-AFLPمون موفقيت آز

هاي  RNAعلاوه بر حذف  mRNAهستند و استخراج برخوردار و كيفيت بالاتري ستون از یكنواختي 

بهينه همچنين  .ریبوزومي، در كاهش ممانعت كننده ها و اجراي صحيح سایر مراحل آزمون تاثير گذار است

محصول پيش تكثير كه به عنوان الگو در مرحله تكثير انتخابي  فاكتورهایي از قبيل رقت مناسب يساز

DNA  Taqو  2MgClغلظت مناسب  در مرحله پيش تكثير، PCRتعداد سيكل  ،شوداستفاده مي

Polymerase در مراحل پيش تكثير و تكثير انتخابي، نقش تعيين كننده اي بر روي تعداد و غلظت قطعات 

cDNA .تكثير شده و وضوح آن بر روي ژل دارد 
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 مقدمه

درک بهتر مكانيسم هاي مولكولي براي 

ویژه گياهان در ه مختلف در واكنش موجودات ب

برابر عوامل زیستي و غير زیستي، آناليز همزمان و 

و  گياهدر واكنش  وسيع ژن هاي دخيل

ترانسكریپتوم موجود از اهميت زیادي برخوردار 

ي آناليز ترانسكریپتوم علاوه بر جنبه هااست. 

مختلف دفاع و مقابله گياه در برابر انواع تنش 

هاي  باعث شناخت ژن، هاي زنده و غير زنده

هاي جدید فيزیولوژیكي فرآیند جدید دفاعي و 

س القاء عك براي دمي تواناین امر  .مي گردد

در سيستم هاي توليد عمل هاي دفاعي گياه ال

تجزیه و این نوع   .گردداستفاده  ،داراي تنش

ناشي پيام رساني هاي فرایندهمپوشاني  ،هاتحليل

همچنين  و ي مختلفهااز دفاع در پاتوسيستم

 را ناشي از هورمونهاهاي پيام رساني فرایند

تا . (Schenk et al., 2000 ) مشخص مي كند

مولكولي متفاوتي براي بررسي هاي روشكنون 

مي توان بيان متفاوت ژنها معرفي شده است كه 

 روشهايبه 
 RNA fingerprinting arbitrary primer PCR 

(Welsh et al., 1992)  وDifferential display 

RT-PCR (DD-RT-PCR) (Liang and 

Pardee, 1992)، cDNA-amplified fragment 

length polymorphism (cDNA-AFLP)  
(Bachem et al., 1998) وSuppression 

Subtractive Hybridization (SSH)  
(Diatchenko et al., 1996) نمود. هر یک  اشاره

هاي ذكر شده مزایا و معایبي دارند و بر از روش

اوليه در مورد توالي  اساس هدف، ميزان اطلاعات

 ،مالي هاي موجود و نيز امكاناتتوالي و هاژن

هاي مبتني بر روش .گيرندمورد استفاده قرار مي

با وجود كارایي  Microarray هيبریداسيون مانند

ه ب ،بالا در ارزیابي بيان هزاران ژن در یک آزمون

اوليه در رابطه با توالي  دليل نياز به اطلاعات

و عدم هزینه بر بودن  نيز و هدفموجود ي ژنها

در در غلظت پایين،  توانایي ردیابي ترانسكریپتوم

ارتباط با برخي ارگانيسم ها و در تعداد زیادي از 

ویژه در كشورهایي با ه ب آزمایشگاه هاي تحقيقاتي

 قابل اجرا نمي باشد ،اقتصادي پایينتوان 

(Kivioja et al., 2005)روش ،. علاوه بر این 

از با وجود آنكه  DD-RT-PCRهایي مانند 

 بيان ژنيرات در تعيين تغيسرعت و حساسيت 

است و نياز به اطلاعات اوليه در زمينه  برخوردار

تكرار  نظيراشكالاتي دليل ه توالي ژنها ندارد اما ب

مورد توجه پذیري پایين، واكنش مثبت دروغين 

عنوان ه ب cDNA-AFLP روش قرار نگرفته و

جایگزین  ،كنيكي براي بررسي وسيع بيان ژنوميت

 ,Bachem et al., 1998) ه استآن شد

Fukumura et al., 2003). روش cDNA-AFLP 

حاصل شده است و  DD-RT-PCRاز توسعه 

مورد نياز براي شروع آزمون،  RNAميزان اندک 

حساسيت بالا، سادگي، تكرارپذیري و عدم نياز به 

و امكان اتوماسيون با استفاده  اطلاعات اوليه ژنوم

 از مزایاي آن به شمار مي هاي فلورسانتاز رنگ

 ,Cho et al., 2001; Breyne & Zabeau) روند

همين امر باعث تمایل روزافزون استفاده .  (2001

در درک و شناسایي سيستم دفاعي روش از این 
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زنده و غير زنده هاي تنشبسياري از گياهان عليه 

 ,.Ekkehard, 2001, Petters et al) مي باشد

2002; Kemp et al., 2005; Samuelian et al., 

2004; Esposito et al., 2008; Durrant et al., 

2000; Neveu et al., 2003) با استفاده از این .

زیادي ژن روش امكان بررسي بيان تعداد 

روش در واقع  .بصورت همزمان وجود دارد

cDNA-AFLP  روشي براي انگشت نگاري  

RNA كه از  استAFLP (Vos et al., 1995) 

نتج شده است  م DNAانگشت نگاري روش 

(Ekkehard, 2001).  

هاي واسطه اتصال مولكوله با وجود اینكه ب

هاي مثبت تعداد واكنش cDNAآداپتور به 

صورت چشمگيري در این روش  دروغين  به

 نحوه ( اماCho et al., 2001مي یابد )كاهش

 cDNAو نحوه تهيه و كيفيت آن  RNAاستخراج 

نه سازي با كيفيت و كميت مناسب و نيز بهي

قطعات تكثير شده و در صحت  PCRآزمون 

تعداد، شدت و وضوح قطعات حقيقي مي تواند 

علاوه بر تحقيق در این ثير گذار باشد. بسيارتا

مبتني بر استفاده  RNAمقایسه دو روش استخراج 

از ستون و روش معمول استخراج كلرید ليتيم 

(Mekuria et al, 2003)  ، تاثير استخراجmRNA 

تيمار شده با آنزیم  RNA قایسه با استفاده ازدر م

DNase مختلفي كه باعث هاي و نيز فاكتور

ار ، تكرcDNA-AFLPافزایش كيفيت محصول 

 ،ندها  مي شودپذیري بالاي آن و ظهور كامل ب

 شده است.بحث 

 مواد و روشها

 نمونه گیاهی

مارفونا  رقمغده هاي بذري طبقه سوپراليت 

از ورزي اردبيل تهيهه شهد.   از مركز تحقيقات كشا

شههده در گلخانههه كاشههته سههيب زمينههي  انگياههه

ریزنمونه هایي برداشت شد و پهس از شستشهوي   

سطحي با آب روان، نمونه ها در شهرایط اسهتریل   

 MS كشههت ضههد عفههوني و سههپس بههه محههيط 

(Murashing & Skoog, 1962)   منتقهل شهدند. 

 درجهه  21تا  22نمونه هاي كشت شده در دماي 

 8ساعت روشهنایي و   11و فتوپریود  گرادسانتي 

شدند. پس از رشهد كهافي   انكوبه ساعت تاریكي 

 جوانه ها انجام شد.واكشت هر ماه عمل تكثير و 

 

 آلوده سازی گیاهچه ها

 Ralstoniaبهههاكتري    12SHجدایهههه  

solanacearum    كههه از گيههاه سههيب زمينههي در

خوزستان جداسازي شده بود از دانشگاه صهنعتي  

م آزمهون  دریافت گردیهد و پهس از انجها   اصفهان 

قهدرت   بيماریزایي روي رقم حساس و اطمينان از

در انجام ایهن تحقيهق مهورد    بالاي بيماریزایي آن 

 .استفاده قرار گرفت

رقم حساس مارفونا پس از استقرار و تكثير 

در شرایط درون شيشه اي براي آلوده سازي 

دن توسط باكتري با استفاده از روش غوطه ور نمو

گياهچه ها با ریشه هاي بریده در سوسپانسيون 

 ,.Fock et al).)  باكتري مورد استفاده قرار گرفت

2000; Moslemkhani et al., 2011   سي

شكل كه كاملا ریشه دار  گياهچه هم اندازه و هم
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بوده و رشد رویشي مناسبي داشتند انتخاب 

بدون هر  شاهدعنوان ه گردید. شش گياهچه ب

عنوان نمونه ه شش گياهچه دیگر ب ار،گونه تيم

در نظر كه تنها با آب تيمار شدند  منفي شاهد

 اهچه با باكتري تيمار شدند.گي 18 گرفته شد و

دو روز پس از آلودگي، شش  ،شش گياهچه

چهار روز پس از آلودگي و شش  ،گياهچه

هفت روز پس از آلودگي برداشت و پس  ،گياهچه

سانتي درجه  -89 از پودر شدن در ازت مایع در

  نگهداري شدند.گراد 

 

 RNAاستخراج 

به منظور انتخاب روش مناسب براي 

و  بالا با كيفيت RNAو تهيه  RNAاستخراج 

 دو روش استخراج كلرید ليتيماز یكنواخت، 

(Mekuria et al, 2003)  مبتني  روش استخراجو

كيت كياژن طبق دستورالعمل شركت  ) بر ستون

 total RNA در سپس .فاده شداست (توليد كننده

از روش كلرید ليتيم، واكنش حذف بدست آمده 

DNA  با استفاده از آنزیمDNase  انجام شد. براي

 ميكروگرم 19حدود این منظور 

 total RNA ،19  10ميكروليترX Reaction 

buffer  ،11  ،ميكروليتر آنزیم  19ميكروليتر آب

DNase(1u/µ)  و یک ميكروليتر آنزیم

Ribonuclease inhibitor  با هم تركيب و به

درجه سلسيوس  13مدت نيم ساعت در 

 19به مدت  حاصل پس تركيبس .نگهداري شد

پس از درجه سلسيوس قرار گرفت.  11دقيقه در 

–آنزیم ها با استفاده از فنل  ،واكنش انجام

( حذف 1229221ایزوآميل الكل )–كلروفرم 

دو دقيقه در  تشدند و با انجام سانتریفوژ به مد

فاز  رسوب داده شدند.دور در دقيقه  19999

هم حجم آن جدید منتقل و یک دویال رویي به 

با  اسيدیته پنج و دو استات سدیم سه مولار )

درصد افزوده  01دهم( و سه برابر حجم اتانول 

دقيقه روي یخ  11گردید تركيب حاصله به مدت 

دقيقه در  19قرار گرفت و سپس به مدت 

دور در دقيقه سانتریفوژ شد پس از   11999

درصد  39حذف فاز رویي رسوب با اتانول 

در نهایت بعد از خشک شدن  .شستشو داده شد

درجه ( در  13رسوب )به مدت نيم ساعت در 

 حل گردید. RNaseميكروليتر آب فاقد  11

استخراج شده از طریق  total RNAمحلول 

 mRNAاستخراج  طبق دستورالعمل كيت ،ستون

مجددا از ستون، جهت خالص سازي  كياژن

mRNA عبور داده شد تا حتي الامكان، DNA  و

RNA .هاي ریبوزومي حذف گردند 

  

 دو رشته ایcDNA تهیه 

 First كيت سنتزبا استفاده از  در مرحله بعد

strand cDNA  بر اساس دستورالعمل شركت

 وشد تهيه تک رشته اي  cDNAنمونه فرمنتاس 

 Second strandجهت تهيه  آن از محصول

cDNA  استفاده شد:بصورت زیر  

 First strandميكروليتر محصول  29مقدار 

،  10xcDNA bufferميكروليتر  1/3به همراه 

  DNA polymeraseI (10u/µ)ميكروليتر 1/2

 RNaseHميكروليتر  1/1و  (Promega)شركت 
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(1/5u/µ)   شركت(Promega ،)21/1  ميكروليتر

dNTP (10mM)  ميكروليتر آب تركيب  1/91و

درجه سانتي  11شده و به مدت دو ساعت در 

به  cDNAشد. قسمتي از محصول  قرار دادهگراد 

منظور بررسي كمي و كيفي روي ژل آگاروز یک 

درصد الكتروفورز شد و سپس بقيه محصول به 

كلرفرم  –منظور حذف آنزیمها تحت تيمار فنل 

وسيله ه ب ،حجم تركيب براي این كار قرار گرفت.

ميكروليتر رسانيده و به  199آب مقطر استریل به 

آميل الكل ایزو -كلرفرم  -ميزان هم حجم فنل

مخلوط نمودن پس از  .د( اضافه گردی1229221)

دور در  11999 به مدت پنج دقيقه در كامل

 91. فاز رویي جدا شده و دقيقه سانتریفوژ گردید

 199مولار و  1/3ميكروليتر استات آمونيوم 

 .شدميكروليتر اتانول مطلق سرد به آن اضافه 

در  نگهداري و یخ رويدقيقه  11تركيب به مدت 

تا  دقيقه سانتریفوژ شد 19به مدت دور  11999

cDNA  رسوب نماید. رسوب حاصله پس از

درصد، به مدت نيم  39شستشو با اتانول سرد 

درجه سانتي گراد قرار داده شده  13ساعت در 

ميكروليتر آب مقطر  29 درا خشک شود سپس ت

 . شداستریل حل 

 

  و اتصال هضم

ميكروليتر از  29براي انجام واكنش هضم، 

 x19با چهار ميكروليتر بافر  cDNAمحصول 

Tango نيم ميكروليتر آنزیم ،EcoRI  و نيم

ميكروليتر آب  11و  MseIميكروليتر آنزیم 

 درجه 13تركيب شده و به مدت یک شب در 

با قرار دادن به  سپس قرار داده شد، سانتي گراد

درجه سانتي گراد  11دو ساعت در دماي  مدت

 .فعاليت آنزیمي متوقف گردید

 هاياز آداپتور Mµ19از انجام اتصال قبل 

MseI  وEcoRI چرخه حرارتي شامل:  در یک

دقيقه در  19درجه سانتي گراد  09پنج دقيقه در 

درجه  13قيقه در د 19درجه سانتي گراد و  11

براي انجام واكنش  سانتي گراد قرار داده شدند.

 1/1هضم با   ميكروليتر از محصول 29اتصال 

 ميكروليتر آنزیم 11/9ميكروليتر بافر اتصال، 

(u/µ 1 )T4/DNA ligase  شركت (Promega  )

و یک  µM) EcoRI (5  ، یک ميكروليتر آداپتور

تركيب شده و   MseI (50 µM)ميكروليتر آداپتور 

. شدبه مدت سه ساعت در دماي اتاق نگهداري 

از محصول این مرحله به عنوان الگو در مرحله 

 . استفاده شد cDNA-AFLPروش  در پيش تكثير

 

بهینه سازی مرحله پیش تکثیر و تکثیر انتخابی 

 cDNA-AFLPتکنیک 

تعداد سيكل در مرحله پيش تكثير، ميزان 

براي استفاده در  رقيق سازي محصول پيش تكثير

و غلظت  2MgClمرحله تكثير انتخابي، غلظت 

Taq DNA Polymerase  نتيجه  بهينه سازيبراي

حاصل از  cDNA-AFLPدر محصول نهایي 

RNA  بررسي بدست آمده از دو روش مختلف

 گردید. 
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 پیش تکثیر و تکثیر انتخابی

محصول مرحله اتصال با استفاده از 

اپتور را شناسایي مي كه توالي آدآغازگرهایي 

مرحله پيش تكثير قرار  PCR نمایند در واكنش

 1حاوي ميكروليتر،  21در حجم گرفت. واكنش 

 1/2ميكروليتر از محصول مرحله اتصال با 

ميكروليتر  10xPCR buffer  ،1/1ميكروليتر 

(25mM)  2MgCl  ،1/2  ميكروليتر

dNTP(2mM)  ،1  آغازگر  ميكروليترEcoRI 

(µM19و ی) آغازگر ک ميكروليترMseI 

(µM19)  ميكروليتر 2/9، (1)جدولµ) Taq 

DNA polymerase(5u/  ميكروليتر آب  1/11و

تحت سيكلهاي دمایي سپس واكنش شد  تشكيل

 در ثانيه 19درجه سانتي گراد ،  09 در ثانيه 19

درجه  32 در ثانيه 19درجه سانتي گراد و  11

انجام رخه چ 21و  29، 11سانتي گراد به تعداد 

پيش تكثير در  PCRواكنش  محصولگرفت. 

 . ک درصد بررسي شدژل آگاروز ی روي

 ،121 محصول مرحله پيش تكثير به نسبت

رقيق شد.  12299و  1219، 1229، 1219، 121

ميكروليتر  2 با ها آن هریک از ميكروليتر از 1

10xPCR buffer ،2  ميكروليترdNTP(2mM) ،

 آغازگرميكروليتر  8/9

 NN EcoRI + (µM19)  ميكروليتر  8/9و

 2/0( و µM19)  NN MseI+آغازگر  

 PCRدر واكنش  ميكروليتر آب مقطر استریل

 مورد تكثير قرار گرفت. براي بهينه سازي واكنش،

 1/9و  2/9، 9/9غلظت هاي مختلفي )

و  /µl) Taq DNA polymerase(5u ميكروليتر(

 ود استفاده ش 2MgCl ميلي مولار  1و  2، 1

دمایي ذیل هاي چرخهتحت هاي مختلف  تركيب

 .ندگرفت قرار

درجه  09ثانيه در  19 شاملچرخه یک 

درجه سانتي گراد،  11ثانيه در  19سانتي گراد، 

چرخه  12درجه سانتي گراد،  32ثانيه در  19

 11ثانيه در  19درجه،  09ثانيه در  19  شامل

ا درجه سانتي گراد دم 3/9چرخه درجه كه در هر 

درجه سانتي  32ثانيه در  19 كاسته مي شود و

ثانيه در  19 شاملچرخه  21در نهایت گراد و 

ثانيه در  19درجه و  11ثانيه در  19درجه،  09

 درجه سانتي گراد. 32

به منظور اطمينان از اینكه واكنش با موفقيت 

ژل آگاروز  روي  درابتدا نمونه ها  ،صورت گرفته

پس از كسب اطمينان از شدند و  الكتروفورز  1%

ژل اكریل روي ، نمونه ها در انجام واكنشصحت 

الكتروفورز گردیدند تا تفكيک آميد شش درصد 

با دقت و وضوح  PCRمحصول  DNAقطعات 

  بيشتري صورت گيرد.
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 cDNA-AFLP در تجزیه مورد استفاده در مرحله پیش تکثیر و تکثیر انتخابی هایآغازگر  -1جدول 

 .Ralstonia solanacearumدر برابر مینی رقم مارفونا واکنش سیب ز
Table 1- The primers used in the pre and selective amplification in cDNA-AFLP analysis 

of potato plant (cv. Marfona) against Ralstonia solanacearum. 

 

 آغازگرتوالي 
Primer sequence 

 آغازگرنام 
Primer name 

 ه آزمونمرحل
Experiment step 

َ - GACTGCGTACCAATTCA - 3 َ5 EcoRI+0 مرحله پيش تكثير 

َ - GATGAGTCCTGAGTAAC - 3 َ5 MseI+0 مرحله پيش تكثير 

: 5 َ - GACTGCGTACCAATTCCT - 3 َ  EcoRI +CT مرحله تكثير انتخابي 

: 5 َ - GACTGCGTACCAATTCAC - 3 َ  EcoRI +AC مرحله تكثير انتخابي 

5َ - GATGAGTCCTGAGTAAGG - 3 َ  MseI +GG مرحله تكثير انتخابي 

5َ - GATGAGTCCTGAGTAACC - 3 َ  MseI +CC مرحله تكثير انتخابي 

5َ - GATGAGTCCTGAGTAACA - 3 َ  MseI+CA مرحله تكثير انتخابي 

5َ - GATGAGTCCTGAGTAAAT - 3 َ  MseI+AT مرحله تكثير انتخابي 

 

روی ژل  cDNA-AFLP ولالکتروفورز محص

 شش درصد اکریل آمید

ميلهي   39،اكریل آميد پلي به منظور تهيه ژل

 89ليتر اكریل آميد شش درصد هواگيري شهده و  

 APSميكروليتر  39( و TEMEDميكروليتر تمد )

. قبل از تزریق ژل، شيشه هاي شدآن افزوده  21%

تيمههار  (Biorad) الكتروفههورز عمههودي  دسههتگاه

ورت كه ابتدا هر دو شيشه بها آب  بدین ص شدند،

الكهل بهه خهوبي و بها دقهت       با و صابون و سپس

شسته شد و با استفاده از دستمال یا كاغذ صهافي  

واتمن هر شيشه بطور كهاملا جداگانهه خشهک و    

ميكروليتهر   199شيشهه بوسهيله   سهپس   .تميز شد

Repel    تيمار گردید و جهت اتصال كامهل ژل بهه

ه دو ميلي ليتر تركيب شيشه ساده این شيشه بوسيل

Bind-salin  19ميكروليتههر آب،  09كههه حههاوي 

-Bindميكروليتههر  19ميكروليتههر اسههيد اسههتيک، 

salin  ميكروليتر اتانول مطلق است تيمار  1099و

دقيقهه كهه شيشهه هها      19گردید. پس از گذشت 

هها شيشهه هها     Spacerخشک شدند با گذاشهتن  

اه، ژل پس از بستن دسهتگ  .روي هم قرار داده شد

بين دو شيشه تزریق گردید. پس از یهک سهاعت   

شدند. قبهل   الكتروفورزكه ژل بسته شد نمونه ها 

 يميكروليتههر 1الكتروفههورز در نمونههه هههاي  از 

 DNA sequencingدو ميكروليتر  ،PCRمحصول 

stop solution      حاوي سهه ميكروليتهر (NaOH 

 ،درصهد  00ميكروليتر فرماميد  1910پنج مولار، 

ميلهي گهرم    1/1ميلي گهرم بروموفنهل بلهو،     1/1

 آب ( اضهافه شهد.   ميكروليتر 11زایلن سيانول و 

شهدن بهه    Denatureسپس نمونه هها بهه منظهور    

قهرار  سانتي گهراد  درجه  09مدت چهار دقيقه در 
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وات و  89گرفتههه و سههریعا بههه یههخ منتقههل و در 

بهه   TBE1xدر بهافر  سانتي گراد درجه  11دماي 

 شدند.  تروفورزالكمدت دو ساعت 

پس از اتمام زمان مذكور، دو شيشهه از ههم   

دقيقه در  19باز شده و شيشه حاوي ژل به مدت 

ميلهي ليتهر    199محلول فيكس )یک ليتر حهاوي  

ميلي ليتر اسيد استيک( قهرار گرفهت    19اتانول و 

پس از یک دقيقه شستشو به مدت سهه دقيقهه در   

ليتهر  ميلي  11حاوي یک ليتر )محلول پيش تيمار 

. پهس از یهک دقيقهه    قهرار گرفهت   اسيد نيتریک(

دقيقهه در محلهول    29 ،شستشو، شيشه حاوي ژل

قرار گرفت و سپس دو بار بهه   % 2/9نيترات نقره 

 ژل سپس شد.شستشو  با آب مقطر ثانيه 19مدت 

دقيقه در محلول ظهور  19به مدت  هر بار دو بار

 199گرم كربنهات سهدیم و    19حاوي یک ليتر )

. پهس از ظههور   قرار گرفهت  ليتر فرمالدئيد(ميكرو

ژل به مدت پهنج دقيقهه در    ،DNAبند هاي كامل 

ميلي ليتر اسيد  19حاوي یک ليتر ) Stopمحلول 

 . (Abrinbana et al., 2010)استيک( قرار گرفهت 

 تعداد بنهد  و تهيه عكس،ژل پس از خشک شدن 

در شهرایط   ي ظاهر شده و شدت وضوح آنهها ها

 رسي و مقایسه شد.مختلف آزمون بر

 

 نتایج و بحث

پارامتر هاي متعددي در بهبود نتایج 

cDNA-AFLP استخراج  .تاثير گذار استRNA 

گام در اجراي  با كيفيت بالا به عنوان اولين

صحيح این آزمون مطرح است. در بررسي 

به  RNAمحصول  صورت گرفته مشخص شد

مبتني بر ستون  استخراج از روشدست آمده 

روش كلرید ليتيم از كيفيت و  محصولنسبت به 

(. 1بالاتري برخوردار است )شكل  یكنواختي

روش مبتني بر استفاده از ستون علاوه بر سرعت 

پلي  بالا، در حذف ممانعت كننده هایي نظير

ساكاریدها، پلي فنل ها و سایر متابوليت هاي 

 مي گردد RNAكيفيت كاهش باعث كه ثانویه 

(Loulakakis et al., 1996)   در  مي تواندو

 مشكلاتي cDNAنسخه برداري معكوس و تهيه 

  ,.Salzman et al) ه باشدبه همراه داشت جدي

در تمامي نمونه هاي  .موفق عمل نمود  (1999

، روش مبتني بر ستونوسيله ه استخراج شده ب

RNA بسيار نوارهاي صورت ه هاي ریبوزومي ب

ت سلامد كه حاكي از نمشخصي مشاهده مي شو

است در  RNAعدم خرد شدن نمونه هاي و 

 ،ي روش كلرید ليتيمحاليكه در برخي تكرارها

RNA  براي ساخت كيفيت لازم ازcDNA 

دليل خرد ه ب در این صورت برخوردار نبود. 

از بين رفتن بعضي از  امكان RNA شدن زیاد

خطا در  توالي هاي سایت برشي و ایجاد

 مي یابدآزمایشات به ميزان زیادي افزایش 

(Tattersall et al., 2005). استخراج total RNA 

با كيفيت بالا در موفقيت روشهاي مولكولي 

از اهميت بسيار زیادي مطالعه پروفایل بيان ژنها 

بنابراین ایجاد تمهيدات لازم  برخوردار است.

بوسيله  RNAتجزیه سریع براي مقابله با 

ع ها گام مهم و ضروري است. تسریریبونوكلئاز

از خرد  به ميزان زیادي مانعمراحل استخراج  در

  .(Sambrook et al., 1989)شود  مي RNAشدن 



 (1313، بهار 1، شماره 1مجله بیوتکنولوژی کشاورزی )دوره 

101 

 

 
B                                                                      
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( 5ناوار   ) و نشاده  (1-4)نوارهاای   های استخراج شده از گیاهچه های آلوده شده RNA -1شکل 

و  (A) با استفاده از روش استخراج مبتنی بر ستون   Ralstonia solanacearumسیب زمینی با باکتری 

  .(B) روش استخراج کلرید لیتیم
Figure 1- Extracted RNA from infected (lane 1 to 4) and not infected (lane 5) potato 

plantlets by Ralstonia solanacearum, Using column based method (A) or Lithium 

chloride method (B).  

 

DNA  موجود درtotal RNA  باعث ایجاد

باند هاي كاذب در پروفایل بيان ژنها مي گردد 

 total RNAتيمار  براي حذف آن ها به دو طریق

 totalاز  mRNAاستخراج و  DNaseآنزیم  با

RNA   ه بر حذف علاوعمل شد. در روش دوم

DNA تاحد زیادي ،RNA نيز  هاي ریبوزومي

نشان  cDNA-AFLPنتایج نهایي حذف شدند و 

 total RNA داد كه در روش اول یعني استخراج

 ندهايب كل تعداد DNaseبا كلرید ليتيم و تيمار 

نسبت  پروفایل ژنهاي بيان شده مشاهده شده در

 استخراج بر پایه ستون و درروش  زماني كه از به

مي كمتر  استفاده شده mRNAپي آن استخراج 

جدید نيز دهاي برخي بن. علاوه بر آن باشد

مشاهده مي گردد كه ممكن است مربوط به 

RNA ( احتمالا دليل2)شكل  ریبوزومي باشد 

 RNAاز دست رفتن برخي  ندها،كاهش ب اصلي

ها در مراحل متعدد این روش خصوصا در مرحله 

علاوه بر این  ي باشد.مكلروفرم  -تيمار با فنل

با  RNAممانعت كننده ها در نمونه بالاي  حجم

لاتي در سنتز ااشكاستفاده از روش كلرید ليتيم 

cDNA  وPCR  مي نماید ایجاد(Salzman et 

al., 1999; Tattersall et al., 2005 ).  استخراج

mRNA  تهيهcDNA كاهش حجم  باعث از آن

تلال در مراحل جاد اخممانعت كننده ها و عدم ای

از هضم غير اختصاصي  بعدي آزمایش و اجتناب

cDNA مي گردد (Bachem et al., 1998)  و در

 cDNA-AFLPنتایج  موجب مي شود كه نهایت

 . باشنداز صحت بالاتري برخوردار 



 1313مسلم خانی و مظفری، 

102 

 

 

                

 

بار   و (B)روی ژل آگاروز سه درصد بر  cDNA-AFLPو  (A)محصول مرحله پیش تکثیر  -2شکل 

محصول بدست آمده از  سمت راست مربوط به  ژل های  (C)اکریل آمید شش درصد پلی ژل روی 

RNA  های استخراج شده بوسیله کیت های استخراجtotal RNA  وmRNA استفاده از  تهیه شده با

اساتخراج شاده  باا روش     RNAمحصول بدست آماده از   مربوط به سمت چپ ژل هایو   ستون

 می باشد. mRNAبدون جدا سازی  DNaseو تیمار  کلرید لیتیم
Figure 2- Pre-amplification (A) and cDNA-AFLP products on 3% agarose gel (B) and 

on 6% acrylamid gel (C). Products obtained frompictures belong to extracted RNA 

followed by mRNA isolation, using column based kit (right) or obtained from 

extracted total RNA using lithium chloride and DNase treatment (left). 
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به منظور بررسي اوليه نتایج تكثير انتخابي 

اكریل آميد، پلي ژل  روي قبل از انتقال آنها به

محصولات روي ژل آگاروز سه درصد 

ک، بهينه سازي تكنياز الكتروفورز شدند قبل 

اسمير از بصورت   cDNA-AFLPمحصول 

انتقال این نمونه  با داخل چاهک مشاهده گردید.

با اسمير  همچناناكریل آميد  پلي ژل روي ها به

 ندبدون وجود بو یا  DNA ندبميزان حداقل 

DNA (1)شكل مشاهده شد  خاص.  

مراحل  اجرايپس از اطمينان از صحت 

 ،صالو هضم و ات cDNA، سنتز RNAاستخراج 

بهينه سازي دو مرحله پيش تكثير و تكثير انتخابي 

فاكتور هاي متعددي انتخاب سطح بهينه از طریق 

 PCRاز جمله غلظت تركيبات موجود در واكنش 

و غلظت الگوي مرحله  PCRتعداد سيكلهاي  ،

 زمانيكه شد. نتایج نشان دادانجام  تكثير انتخابي

تعداد ود مي توان محصول مرحله اتصال رقيق نش

سيكل و ميزان رقت  11به را  PCRسيكلهاي 

به یک پنجاهم  را محصول مرحله پيش تكثير

 محصول پيش تكثيراین داد. با استفاده از  كاهش

  غلظتدر مرحله تكثير انتخابي و بعنوان الگو 

mM2 2lCMg ،حذف و   به ميزان زیادي اسمير

 (. 1ظاهر شدند )شكل  cDNAي دهابن

فاكتورهاي له تكثير انتخابي مرح PCRدر واكنش 

مورد  متعددي از جمله كيفيت و ميزان الگو

، كنترل ممانعت كننده آغازگريتركيبات ، استفاده

همچنين  و ها و اجتناب از آلودگيهاي محيط كار

،  PCR بهينه سازي غلظت و كيفيت تركيبات

تعداد و نوع سيكلهاي دمایي در بهبود حساسيت 

ثير گذار است و دقت نتایج این روش تا
(Kennedy & Oswald, 2011, Bachem et al., 

1998) . 

عنوان روش ه ب cDNA-AFLPدر مجموع 

مناسبي براي بررسي وسيع تغييرات بيان ژن ها در 

در تعامل سيب زميني با  ترانسكریپتوم سطح

معرفي مي شود و  R. solanacearumباكتري 

با نتایج حاصل از آن اطلاعات زیادي در ارتباط 

مكانيسم هاي مولكولي در شرایط حساسيت و 

با مطالعه  مقاومت فراهم مي نماید. در این تحقيق

بيان افتراقي ژن هاي سيستم دفاعي، الگو هاي 

در تعامل سيب زميني  cDNA-AFLPمتفاوتي از 

مشاهده شد. البته   R. solanacearumبا باكتري 

در صحت و دقت نتایج حاصل از این تكنيک 

هاي متعددي از جمله كيفيت و كميت فاكتور

RNA  وcDNA  مورد استفاده و همچنين شرایط

دخالت دارند كه در صورت  PCRآزمون هاي 

عدم توجه، نتایج بدست آمده با اشكالات 

   متعددي همراه خواهد بود.
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کریل آمیاد شاش   ا پلیژل و  (A)ژل آگاروز سه درصد  رویبر  cDNA-AFLPمحصول  -3شکل 

ندها حذف اسمیر و ظهور بو  )سمت چپ( قبل از بهینه سازی روش زیاد اسمیر مشاهده  (B) درصد

 .)سمت راست(بعد از بهینه سازی تکینیک 
Fig. 3. cDNA-AFLP products on 3% agarose gel and 6% acryamid gel. Observation 

of smear before optimization (left) and observation of eliminated smears after 

optimization (right).  
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technique used for transcriptom analysis of potato 
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Transcriptome analysis reveals novel insights in the plant responses against biotic and abiotic 

stresses. cDNA-AFLP is appropriate and repeatable method for genome wide expression 

analysis when genomic information is limited. Although several factors may affect sensitivity, 

accuracy and repeatability of cDNA-AFLP technique so attention to these factors increases 

quality of results. In this study cDNA-AFLP technique was optimized for analysis of potato 

against Ralstonia solanacearum under in vitro conditions through examining various factors 

and their interactions, that affecting the results of such analysis. Results showed that RNA 

extraction method and the use of mRNA has large effects on the reliability of results. RNAs 

extracted based on using a purification column were monotonous. Ribosomal RNA and 

inhibitors alleviated by mRNA extraction, Also optimization of factors such as concentrations 

of template RNA, Mgcl2 and Taq DNA polymerase, in pre and selective amplification has 

significant effects on number, clarity and concentration of amplificated cDNA fragments. 

Key words: gene expression, transcriptome, cDNA-AFLP, potato.  
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