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دهيچک  

 PCR، تحقيقات بـر مبنـاي   DNAر كم   يدابه مق سادگي و نياز     به دليل    .سترس هستند در د زيادي   ي ملکول ينشانگرهاامروزه  
 بـا يـك پرايمـر ميكروسـاتلايتي تكثيـر مـي       PCRكه بوسيله  باشندي مياري اخت يگاهي چند جا  ياهنشانگر ،ISSR .رايج هستند 

بـه خـاطر   بعـلاوه،  . گرها فوايد زيادي دارداستفاده از اين نشان  ،در مورد توالي ژنوم    ي قبل اطلاعاتبه دليل عدم نياز به      . شوند
 از نظر تكنيكي سـاده تـر از بيـشتر سيـستم     ISSRتجزیه عدم نياز به اطلاعات توالي ژنومي كه در دو طرف آنها قرار دارند      

 اين روش نتايجي را فراهم مي كند كه قدرت تكرارپذيري بـالايي دارنـد و چنـد شـكلي بـالايي را در      . هاي نشانگري ديگر است   
  وMgCl2مـر،  ي، پراDNA  هـاي  غلظـت  ، از جملـه   PCRشـرايط متفـاوت     در این پـژوهش،     . بيشتر سيستم ها ايجاد مي كنند     

dNTP   ۱۰۰:  بهترين شرايط عبارت بودنـد از    نتایج حاصل، بر اساس   . گرفتمورد آزمون قرار     اتصال ي و دما  چرخه، تعداد 
 ۱۰۰با غلظـت اوليـه    MgCl2تر  يکرولي م ۳۷۵/۰،  مولار ميكرو ۱۰وليه   ا مر با غلظت  يتر پرا يکرولي م ۲،   ژنومي DNA  از نانوگرم

 و شـد بـرآورد   ISSRنـشانگرهاي   يري تکرارپـذ ،نيهمچن ـ. چرخـه  ۳۰ در dNTPاز هر چهار   مولار  کرو  ي م ۲۰۰،  مولارميلي  
   .باشندي  م ژنوم گاوي جهت انگشت نگاريار مناسبيانتخاب بساين نشانگرها  که مشخص شد

  
    ISSR نشانگرهاي ،PCRفاکتورهاي  ژنوم، ينگارانگشت   :يدي کلهایواژه
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Abstract 
Many molecular markers are available today. PCR-based approaches are in demand because of their 

simplicity and requirement for only small quantities of DNA. Inter simple sequence repeats (ISSRs) are 

arbitrary multiloci markers produced by PCR amplification with a microsatellite primer. They have 

many advantageous because no prior genomic information is required for their use. In addition to 

freedom from the necessity of obtaining flanking genomic sequence information, ISSR analysis is 

technically simpler than many other marker systems. The method provides highly reproducible results 

and generates abundant polymorphisms in many systems. We examined different PCR conditions, such 

as DNA, primer, MgCl2 and dNTP concentrations, number of cycles and annealing temperatures. 

Based on our study, the best PCR conditions were 100 ng genomic DNA, 2 µl primer with 10 µM 

primary concentration, 0.375 µl MgCl2 with 100 mM primary concentration, 200 µM from every four 

dNTP,s and 30 cycles. We also estimated reproducibly of ISSR markers and demonstrated that these 

markers are good choices for genome fingerprinting of cattle. 
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  مقدمه
ــال  ا ــط سـ ــشخ ،۱۹۸۰ز اواسـ ــابيتـ ــريعص و انتخـ   سـ

 گـسترش  PCRک ي ـن بـا اسـتفاده از تک   برتـر  يهـا  پيژنوت
 مورد اسـتفاده    PCR بر   ي مختلف مبتن  ي و نشانگرها  افتي

 ي تــوان بــه نــشانگرهاي کــه از آن جملــه مــ،قــرار گرفــت
AFLP ،RAPD ،SSR و PBR اشاره نمود .  

 و يريذپــر بــه تکراي ملکــولياهنــشانگر نــوعانتخــاب 
 يها برا نشانگرن  يبهتر. داردبستگي   روش کار آن     يسادگ

نـشانه  ها و   نـشانگر انتخـاب بـه کمـک        ،يه نقشه ژنـوم   يته

 نـه ي هزي دارا اسـت کـه   ي نشانگري صفات اقتصاد يگذار
هـاگو و سـزار      (د باش ـ ييت اعتماد بالا  ين و قابل  ييپااجرای  
 ي ملکـول  يهانشانگر از   يدي جد نوع ۱۹۹۴در سال   . )۱۹۹۸

 مـورد اسـتفاده قـرار       ندده شـد  ينام ISSR1  به اختصار  که
  بـــايکـــيار نزديشـــباهت بـــسها ن نـــشانگريـــا .گرفـــت

 در يار گسترده ايو به طور بس دن دار RAPDنشانگرهاي
 در سرتاسـر ژنـوم پراکنـده       يتيکـرو سـاتلا   ين م ي ب ينواح
 ISSR يهانــشانگر. )۲۰۰۰ وارشــنايگوپتــا و ( انــد شــده

                                                   
1Inter-Simple-Sequence-Repeat 
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هستند ) يتکرار( ي واحد ۱۲ تا   ۴ت  يتلااکروسي م يتکرارها
ــو در  ــا ۲شان يــک انتهاي ــ نوکلئوت۴ ت ــد اختي ــدياري .  دارن

ر ي تکث  را DNA از   يدهند قطعات يامکان م  ISSR يهامريپرا
 ي بـه انـدازه کـاف   يتيکروسـاتلا ي مين دو تـوال ي کـه ب ـ کـرد 
 کـار   . )۱۹۹۸لـرد و همكـاران      ( قرار گرفتـه انـد    هم  ک  ينزد

 بـه   يازي ـ سـاده اسـت و ن      اري بـس  نـشانگرها ن  ي ـکردن با ا  
ژنـوم موجـود     يدي ـ نوکلئوت ي توال  قبلي از  داشتن اطلاعات 
 ISSR يگاههــاي جايريذپــوراثــت  .ستيــمــورد مطالعــه ن

 ي بـه نـسبتها    يادي ـار ز يس شباهت ب   وراثت آنها  بالاست و 
اد نـسبت بـه   ي ـت زي بالا و حساس  يريپذر  ييتغ .د دار يمندل
ه کـه   باعث شد RAPD  روش  در PCRر اجزا واکنش    ييتغ

 يهـا  د نقشهي توليبه صورت غالب برا   ISSR يهانشانگر
ا به همـراه تکـرار      ين مزا يا. رنديمورد توجه قرار گ    يکيژنت
 مختلـف   ير در باندها در تکرارها    يي بالا و کاهش تغ    يريپذ

 صـفات  يها در بررس ـنـشانگر ن ي ـ اينشان از عملکرد بالا  
  در مـورد يار کم ـيبسمطالعات  امروزه  .باشندي م ياقتصاد

پ يـــ ژنوتيا بررســـيـــص ي در تـــشخISSRاســـتفاده از 
، به خـصوص حيوانـات      يار مهم کشاورز  ي بس يها تهيوار

 و بيـشتر منتـشر شـده اسـت      اهلي از جمله گاو و گوسفند       
ــا اســتفاده از ا و  اهــاني گي  روهانــشانگرن يــمطالعــات ب

  .انجام شده استحشرات 
 هاينـشانگر بـا اسـتفاده از    ) ۱۹۹۸(گلازکو و همكاران    

ISSR، RAPD   در تنـوع ژنتيكـي     ها   پروتئين يچندشکلو
گاوهاي كوهان دار و بدون كوهان آمريكايي واروپـايي را         

آنها نشان دادند كه ارزيابي ژنتيكـي داخـل    . بررسي كردند 
ن  يـي  نسبت به تع DNAاي  با استفاده از نشانگرهاي        گونه

در مطالعــات بعــدي   .ت دارديــپروتئينــي ارجح يچندشــکل
ژنتيكـي و    يچندشـکل ) ۲۰۰۱(س و همکـاران     زوبـت توسط  

در ايـن  . ملكولي در سه نژاد گاو مورد بررسي قرار گرفت       
 در دســته بنــدي PCR كــاربردطــرح بــه بررســي اهميــت 

  و RAPD پرداخته شـد و از نـشانگرهاي   DNAژنتيكي 

ISSR    و تعيـــين ميـــزان    يچندشـــکل بـــراي بررســـي
هاي گرنـشان اثـرات   .  الل هـا اسـتفاده شـد       يتيگوسيهتروزا
ISSR       ا ي ـا برروي تفاوتهاي مخازن ژني گاو توسط گوردن

 مطالعه آندر . مورد بررسي قرار گرفت  ) ۲۰۰۳(و گلازکو   
 نـژاد گـاو اكراينـي بـا اسـتفاده از            ۵ساختمان ژنتيكـي در     

بررســي .  مـورد بررسـي قــرار گرفـت   ISSR-PCR روش
 ISSR نــشانگرهاي بــا اســتفاده ازگــاو  DNA يچندشــکل

مـورد برسـي قـرار      ) ۲۰۰۵(  و گلازکـو   اسني ـاپتي تر توسط
نــشان داده شــد كــه  ، فــاميليهيــتجز طــرح  آنرد. گرفــت

 در گـاو   F2  و    F1  نتـاج  و   F0 در نسل      ISSRنشانگرهاي  
ــي    ــر ژنتيك ــه متغي ــشتاين در ناحي ــذيري  هول ــت پ و وراث

 .رنددا يبالاي يچندشکل

 عوامــلاثــرات  يســربرايــن مطالعــه از اجــراي هــدف 
-ویژگـی  شي در جهـت افـزا     PCRند  ير فرا بمختلف موثر   

 يهانـشانگر ج در ي نتـا   يد شوندگ ي و تجد  یاختصاصهای  
ISSR  بود آنها در گاو ينه سازين اجزا و بهيو کاربرد ا.  

  
   هامواد و روش

بررسـي  از ایـن مطالعـه      با توجه به اينكه هدف بعدي       
 ر ايـن طـرح   دتنوع ژنتيكي گاوهاي محلي و هلشتاين بـود،       

 گلـه خـون     ٤ در قالـب     کرمـان شـهر   ن  يالشت ه  گاو ١٢٠از  
 از چنـد    مطالعـه فقـط    براي انجام اين     لی و گيري انجام شد  

 خون گيري از رگ زير دمـي و      .نمونه ثابت استفاده گرديد   
هــاي   نمونــه.در مــواردي از رگ وداجــي صــورت گرفــت

 EDTAه در داخل لولـه هـاي ونوژكـت حـاوي        گرفته شد 
 در دمـاي  DNA تا زمان اسـتخراج و  دندي گرديجمع آور 

  .سانتيگراد نگهداري شدنددرجه  -٢٠
 DNAاستخراج 

 Diatom DNAتي ـ بـا اسـتفاده از ک   DNAاستخراج 

Prep يهـا و ملکـول  ژل انجـام     کايليس-نيديروش گوان   به 
 . هزار جفت باز حاصل شـد      ۶۰-۵۰ يبي به طول تقر   يبزرگ
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 ميكروليتـر   ۴۰۰ ميكروليتـر خـون      ۱۵۰۰در اين روش بـه      
 درجــه ۶۵درجـه حــرارت   اضــافه و در  عامـل ليــز كننـده  

 ۲۰ سـپس  ،شـد  انكوباسـيون   دقيقـه ۵سانتيگراد وبه مدت  
 و بعـد از  ودهميكروليتر ماده جـاذب بـه نـام نوكلئـوز افـز       

انجــام ســانتريفيوژ رســوب را نگــه داشــته و بــاقي مانــده  
 ميكروليتـر بـافر نمكـي بـه         ۴۰۰آنگـاه   . ريخته شـد  بيرون  

 سـانتريفيوژ   پـس از   .شـد  مخلوط   يخوببرسوب اضافه و    
مرحلـه  . ريختـه شـد  رسوب را نگه داشته و مابقي بيـرون      

 ۱۰۰ و بـه آن  شـد  رسـوب خـشك   . تكرار شـد  "مجدداقبل  
در   دقيقـه و ۱۰به مدت  اضافه و Extra Geneميكروليتر 

 .داده شـد   درجـه سـانتيگراد در انكوبـاتور قـرار      ۶۵دماي  
ي كـه    و محلـول بـالاي     شـد  سـانتريفيوژ    محلول باقي مانده  

دور مابقي  و ختهي ري ديگر در لوله تميزبود DNAحاوي 
دسـتگاه   بـا    ي خالص DNAراندمان استخراج   . ريخته شد 

  . اسپكتروفتومتر آزمون گرديد
  

      PCRط یشرا
 ي ها يبا توال  يدي نوکلئوت ۱۹مر  ين طرح از دو پرا    يدر ا 

(AG)9C و (GA)9C   يبـرا .  استفاده شـد   ريثبه منظور تک 
 پارامتر مـورد آزمـون      ینچند ر،يط تکث يا شر بهينه سازي 

 غلظــت ،DNAغلظــت ايـن پارامترهــا شـامل    .گرفــتقـرار  
 يدمـا ،  )۱جـدول    (dNTP، غلظـت    MgCl2 مر، غلظـت  يپرا

اد تعــد و )گرادي درجـه سـانت  ۵۷  و۵۵، ۵۳، ۵۱، ۴۹( اتـصال 
ــ ــدبو )۴۰ و ۳۵، ۳۰، ۲۵، ۲۰، ۱۵(کل يس ــتکث. دن ــدون ي ر ب

DNA      ورد اسـتفاده قـرار      م ـ ي به عنوان عامل کنتـرل منف ـ
، نمونه هـا بلافاصـله از دسـتگاه    PCRبعد از انجام  . گرفت

براي .  درجه سانتيگراد نگهداري شدند    ۴خارج و در دماي     
انجام الكتروفورز و آناليز محصولات تكثيري از ژل آگارز     

ج بدسـت آمـده،     ينـان از نتـا    ي اطم يبـرا . استفاده گرديد % ۱
 موثر سه يپارامترهان  ين بهتر يي مربوط به تع   يها آزمون

  . مرتبه تکرار شدند

   و بحثيريجه گينت
ت يفينست بر ک  اتو ين پارامتر که م   ين آزمون چند  يدر ا 
 يبگذارد مورد بررس  اثر  يانگشت نگار  يد شوندگ يو تجد 
در هر بار يك پارامتر متغير و بقيـه پارامترهـا      .گرفتقرار  

بدسـت  ج ي از نتـا نـان ي اطميبـرا . ثابت در نظر گرفته شدند    
 ين پارامترهـا  ين بهتـر  يـي  مربوط بـه تع    يها  آزمون ،آمده

 اتـصال  ي در ابتدا اثرات دمـا     .موثر سه مرتبه تکرار شدند    
 يبـا اسـتفاده از سـخت    .)۱شكل   ( قرار گرفت  يمورد بررس 

 ي باندها )مرهاي ذوب پرا  ي دما نزديك به  اتصال يدما( بالا
 بـالا  يسـخت  کـه واکـنش توسـط        ي را تا زمـان    يريتکرارپذ

ه يســان تــر يي پــاي در دماهــا.حــدود شــد را نــشان دادم
 حجــم محــصولات  کــه بــا کــاهش،يبزرگــ يهــا )رياســم(

 ينوارهـا ن ي ـا .دي ـشـکار گرد آحذف شدند   شده   يبارگذار
 ي امـا بـر بزرگ ـ  ، نـشد يراختـصاص ير غي ـکث باعـث ت هيسـا 

 ي درجه برا  ۵۵ ي دما "تاينها.  موثر بود  يريمحصولات تکث 
ر محــصولات و يــن تکثيترمرهــا انتخــاب شــد کــه بــالايپرا

نتيجه بهترين دماي اتصال    در   .دد کر ي مجزا را تول   يباندها
  .  تعيين شد درجه سانتيگراد۵۵براي اين پرايمرها 

  

 
 و وضوح باند    تي مختلف اتصال در شفاف    يسه دماها ي مقا -۱شکل  

 يدمـا  -۳ درجه ۵۱ ي دما-۲  درجه ۴۹ ي دما -۱ (جاد شده ي ا يها
شانگر  ،  ) درجـه  ۵۷ ي دمـا  -۵درجـه    ۵۵ ي دمـا    -۴ درجه   ۵۳ نـ

  )  جفت باز۳۰۰۰ تا ۱۰۰از  (M100استاندارد 
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 و وضـوح    ي روشـن  ي بر رو  ي اثر مهم  ١اتصال ير دما ييتغ
 ينيي پـا  ي مـشابه دماهـا    يق ـي در تحق  . داشت يانگشت نگار 

ت اسـتفاده   متفاويمرهاي با پرا  DNAر  ي و تکث  اتصال يبرا
 و همكـاران    هنگـاريو (  كه نتـايج مـا را تأييـد مـي كنـد            شد

ــا ). ۱۹۹۷ ــه دم ــا ياگرچ ــن اســت تکث ييپ ــن ممک ــاي  ير ه
 تاد آور مشکلاين امر ي که ا،ش دهدي را افزايراختصاصيغ

بورنت (باشد ي مي به منظور انگشت نگارRAPDاستفاده از 
 هـر   ي بـرا  اتـصال  ين حالت دمـا   يدر ا ،  )۲۰۰۱ برانچاردو  
 مري ذوب پراي از دما پايين تر شه  ي و هم  يمر اختصاص يپرا
 در حـضور    ي واضح و کامل   ين طرح باندها  ي در ا  .باشديم

 فقط بـا    ي انگشت نگار  .شد مشاهده   ي اختصاص يمرهايپرا
   .گردد يمف ي توص مشابه نوار يتعداد اندک

تنـوع در   . عامل مورد بررسي بعدي غلظت پرايمر بـود       
 RAPD ن منابع تنوع الگـو در  ي از مهمتر  يکيمر  يغلظت پرا 
 کـه  ي، در حـال )۱۹۹۷ و همكاران    هنگاريو(د  يآ يبحساب م 

ن مساله اسـت کـه در نـشانگرهاي    يانگر ا ين طرح ب  يج ا ينتا
ISSR  در الگوها يرييچگونه تغيمرها ه ير غلظت پرا  يي با تغ 

ر يت بانـدها تحـت تـاث      يد اما وضوح و شـفاف     يآ يبوجود نم 
   ).۲شکل(رد يگ يقرار م

  
  تاثير غلظتهـاي مختلـف پرايمـر در شـفافيت و وضـوح           -۲شکل  

 -۳ مولار  ميكرو۴/۰ -۲ مولار    ميكرو ۲/۰ -۱(باندهاي ايجاد شده    
 M100، نشانگر استاندارد    ) مولار ميكرو ۶/۱ -۴ مولار   ميكرو ۸/۰
  ) جفت باز۳۰۰۰ تا ۱۰۰از (

                                                   
1Annealing temperature 

 ي انگـشت نگـار    يبـرا مولار   ميكرو ۲/۰غلظت كمتر از    
 پـر  يباندها.  شودي باشد و شدت باندها کم م    يمناسب نم 

در هـر واکـنش    مـولار    ميكرو ۸/۰ تا   ۲/۰قدرت در غلظت      
ش غلظـت، تعـداد و وضـوح بانـدها          يبا افزا . مشاهده شدند 

لازم به ذكر است كه تـازگي پرايمرهـا هـم       .  شود يکمتر م 
.  تـأثير دارد   PCRمهم مي باشد و در كيفيـت محـصولات          

اگر مقدار پرايمرها خيلي زياد باشـد، بانـدهايي در انتهـاي            
  . ژل مشاهده خواهند شد

شدت باندها موثر وضوح و  که بر يگر از عوامل ي د يکي
ج نـشان   ي مراز است، نتا   ي واکنش پل  هایچرخهاست تعداد   
 ي به صـورت صـعود     ۳۰ تا   ۱۵ از   هاچرخهش  يداد که افزا  

 چرخـه  ۳۰ش مـي دهـد، امـا بعـد از     يشدت بانـدها را افـزا     
ج کـاملا واضـح     ير در آمـده و نتـا      يباندها به صورت اسـم    

 ).۳شکل (باشد ينم
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   غلظت اولیه، مقدار برداشت شده و غلظت نهایی مواد مصرف شده-1جدول 
  DNA پرایمر  MgCl2 dNTPاز هر کدام   

 نانوگرم در 100  غلظت اولیه
  میکرولیتر

  مولار میکرو2500  مولار میلی 100  مولار میکرو10

   میکرولیتر5/0  مقدار برداشت شده
   میکرولیتر1
   میکرولیتر2
   میکرولیتر4

   میکرولیتر5/0
   میکرولیتر1
   میکرولیتر2
   میکرولیتر4

   میکرولیتر25/0
   میکرولیتر375/0
   میکرولیتر5/0
   میکرولیتر75/0

   میکرولیتر5/0
   میکرولیتر1
   میکرولیتر5/1

   میکرولیتر2
غلظت نهایی در حجم 

حجم ( میکرولیتر 25
  )نهایی واکنش

   نانوگرم50
   نانوگرم100
   نانوگرم200
   نانوگرم400

  مولار میکرو2/0
  مولار میکرو4/0
  مولار میکرو8/0
  مولار میکرو6/1

  مولار میلی 1
  مولار میلی 5/1

  مولار میلی 2
  مولار میلی 3

  مولار میکرو50
  مولار میکرو100
  مولار میکرو150
  مولار میکرو200

  
  

 
شانگر  ،  و وضوح بانـد هـا  تي در شفاف چرخهر تعداد   يتاث-۳شکل   نـ

  ) جفت باز۳۰۰۰ تا ۱۰۰از  (M100استاندارد 
  

DNA   ق شـده و  ي ـ متفـاوت بـه صـورت رق      يبا غلظتهـا
نشان ج  ينتا .شد مختلف آزمون    يق نشده و در مقدارها    يرق

در صـورتي كـه   (ق نـشده  ي ـبـه صـورت رق    DNAداد که 
 ۲۰۰ تــا ۵۰غلظــت اوليــه آن خيلــي بــالا نباشــد يعنــي بــين 

ترين به(تر  يکرو ل ي م ۱مقدار   و) نانوگرم در ميكروليتر باشد   
ن يدر هـر واکـنش بهتـر      )  نانوگرم در ميكروليتر   ۱۰۰حالت  

 دهد يمجه را ينت

  
 M100نشانگر اسـتاندارد  ،  DNA مختلف   ير غلظتها ي تاث -۴شکل  

 ) جفت باز۳۰۰۰ تا ۱۰۰از (

 ،باشد يموثر م PCRت يماه  که بريگر از عواملي ديکي
  MgCl2غلظـت نهـايي      .باشد ي در واکنش م   MgCl2 غلظت

معمولا اين ميـزان  . ط واكنش مي تواند متغير باشد   در مخلو 
 منيزيم يون . است)متناسب با نوع كار(مولار  لي  يم ٣ تا   ٥/١

ل دهد ي تشک يک کمپلکس محلول  يها  dNTPقادر است كه با     
  اين امـر   کهو آنها را براي انجام واكنش قابل استفاده نمايد          

ــرا ــا ضــروري اســت dNTP  وارد کــردنيب  ايــن يــون .ه
كنـد و دمـاي ذوب    فعاليت پليمـراز را تحريـك مـي   همچنين  

DNAالگـو را افـزايش مـي دهـد        / واكنش متقابل پرايمـر    ي .
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ــت  ــي و   MgCl2غلظ ــر روي ويژگ ــي ب ــرات عميق  داراي اث
   .باشد  ميPCRمحصولات 

منيـزيم كـاتيوني دو ظرفيتــي اسـت كـه بــا آنـزيم هــاي      
پليمراز باند شده و به عنـوان يـك فـاكتور ضـروري بـراي           

از مولار   لي مي ٥/١-٢ غلظت . پليمراز ها عمل مي كند     فعاليت
ممكن اما در برخي موارد     . آن معمولا يك غلظت بهينه است     

بـه طـور معمـول،      .  مـورد نيـاز باشـد      يمقادير متفاوت است  
 اضـافي  ٢Mg+منجر بـه محـصول كـم و          MgCl2مقدار كم   

منجر به جمع شدن محصول غير اختـصاصي و ناخواسـته    
  ). ١٩٩٧تايك (د وشمي 

  

  
ت و وضوح ي اتصال در شفافي و دما ٢Mg+ ر غلظتي تاث-۵ شکل
 ۵۳ يو دما  MgCl2مولار لي يم يك -۱ (جاد شدهي ايباندها
 -۳،  درجه۵۳ يو دما  Mgcl2مولار لي يم  و نيم يك-۲، درجه
مولار لي يم دو -۴،  درجه۵۵ يو دما  MgCl2 مولارلييم  ونيميك

MgCl2 مولار لي يم ود  -۵،  درجه۵۳ ي و دماMgCl2  يو دما 
 ) جفت باز۳۰۰۰ تا ۱۰۰از  (M100نشانگر استاندارد  .) درجه۵۵

  
ن يشتري ـشـود ب  يمـشاهده م ـ  ۵در شـكل  همانطور کـه    

 يو در دمـا   MgCl2مـولار لـي  ي م۵/۱تعداد باند در غلظت 
  .گراد مشاهده شدي درجه سانت۵۵ اتصال

  قـرار يرد بررس ـو م ـ dNTP غلظـت ن مرحلـه    يدر آخر 
 ١٠-١٠٠ يعنـي    ،dNTPاگر چه در غلظتهـاي پـايين        . تگرف

يمــراز داري صــحت بــالاتري  پلTaqآنــزيم مــولار ميكــرو 

غلظـت   بـه  بـستگي    dNTPن حـال غلظـت بهينـه        ي با ا  ،است
MgCl2 ،طــول محــصول ، غلظــت پرايمــر،  ســختي واكــنش

كــوين و (  دارد PCR هــایچرخــهتعــداد و تكثيــر شــونده 
 ضـروري   PCRدن يـك     جهت بهينـه نمـو     .)٢٠٠١ همكاران

   . به طور تجربي تعيين شودdNTP غلظت است كه بهترين
  

 
  

ت و وضـوح    ي در شـفاف   dNTP مختلـف      ير غلظتها ي تاث -۶ شکل
کـرو  يمdNTP  ،۲- 100مـولار   کرو  يم۵۰ -۱ (جاد شده ي ا يباندها
کـرو  ي م200 -۴ و dNTPمـولار  کرو  يمdNTP  ،۳-  150مولار  
 جفت ۳۰۰۰ تا ۱۰۰از  (M100نشانگر استاندارد  ،  ) dNTPمولار  
 )باز

  
کـرو  ي م۲۰۰شود غلظت يده م ي د ۶همانطور که در شکل     

  .باشد است كه غلظت استاندارد نيز مين غلظت يبهترمولار 

توانند در   ي م ISSR يهانشانگر که   دادبالا نشان    جينتا
ور ن طرح با حـض    ي در ا  .رات عمل کنند  ييغ از ت  يعيدامنه وس 

ــا يتــر پرايکرولي م۲، يژنــومDNA  از نــانوگرم ۱۰۰ مــر ب
 بـا  MgCl2تـر  ي ميکرول۳۷۵/۰،  مولار ميكرو ۱۰ اوليه   غلظت

از هر چهار مولار کرو ي م۲۰۰، مولار ميلي ۱۰۰غلظت اوليه  
dNTP   تـا   ۱۰۰دامنـه بانـدها از      .  بدست آمد   کلي س ۳۰ در 
 .چنــد شــكلي مــشاهده شــد از يي  بــود و ســطح بــالا۲۵۰۰

 و بويژه بز و گوسـفند    در دام هاي اهلي    ISSRنشانگرهاي  
استفاده نشده اند و در گاو هـم بـه تعـداد انگـشت شـماري          
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در موجـودات   در صورتي كه    مورد استفاده قرار گرفته اند      
ديگر از قبيل حشرات و گياهـان زيـاد اسـتفاده شـده انـد و           

 ،۲۰۰۱تانگ و همکاران     (چند شكلي بالايي را نشان داده اند      
، ۲۰۰۲گـاراجو و همکـاران      ، نا ۲۰۰۲ و گلداسميت    راجوناگا

ــاران  ــاران ۲۰۰۳کريــک و همک ، ۲۰۰۳، موتوســامي و همک
، لـذا ايـن     )۲۰۰۵، ناگسوارا و همکاران     ۲۰۰۵ و والکر    يجس

ملعــات بعــدی مطالعــه اولــين گــام در راســتاي اســتفاده از 
 دام هـاي     هـاي  نشانگرها براي بررسي چند شكلي جمعيـت      

انگرها با موفقيـت  با توجه به اينكه اين نش. بومي ايران است 

شـده در ايـن مطالعـه       كامل در گاو و با شرايط بهينه ذكـر          
قابل استفاده مي باشند لذا گام بعدي استفاده وسيع از ايـن            
ــاو،    ــرآورد تنــوع ژنتيكــي جمعيــت هــاي گ نــشانگرها در ب
گوسفند و بز ايران مي باشد كه مقدمات انجام آن صـورت            

بـا ايـن نـشانگرها      ار  با توجه به اينكه بـراي ك ـ      . استگرفته  
هـا از قبـل نيـست و بـا      تن توالي ژنـومي دام  نيازي به دانس  

توجه به تكرارپذيري بالاي آنها و ارزان بودن و نيز سرعت 
  .كه استفاده گردندبيشتر شود بالاي كار باآنها، پيشنهاد مي
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