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Abstract 

Objective 

High-resolution melting (HRM) analysis is an affordable, specific, and rapid tool for analyzing 

various sequences, screening,  and genotyping. This method detects small nucleotide changes 

based on the melting properties of double-stranded DNA. This study aimed to optimize the HRM 

assay for safflower genotyping concerning oleic acid content. The FAD2-1 gene introduces a 

double bond into the oleic acid substrate, converting it into linoleic acid. In high-oleic acid 

varieties, a single nucleotide polymorphism (SNP) in this gene has been reported to introduce a 

premature stop codon, leading to enzyme inactivation. Therefore, accurately detecting genotypes 

carrying this SNP in the FAD2-1 gene could be a reliable method for identifying safflower 

genotypes with high oleic acid content. 

Materials and Methods 

HRM analysis was performed using two fluorescent dyes (EvaGreen and SYBR Green), three 

different concentrations of template genomic DNA, and two pairs of primers (HRM1 and HRM2, 

producing amplicons of 117 bp and 265 bp, respectively) on eight safflower genotypes. The aim 

was to determine the optimal conditions for distinguishing genotypes based on the presence or 

absence of the target SNP in the melting curves. 
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Results 

Between the two primer sets, HRM1, which amplified a smaller 117 bp fragment, provided better 

differentiation among genotypes than HRM2, which amplified a larger 265 bp fragment. In 

comparing fluorescent dyes, EvaGreen enabled more apparent discrimination of genotypes in a 

single reaction than SYBR Green. Furthermore, genomic DNA concentration did not significantly 

affect the melting curve distinction within the tested range. 

Conclusion 

This study confirms and extends previous findings, demonstrating that smaller amplicons yield 

better melting curve distinction. EvaGreen fluorescent dye is also a suitable alternative to SYBR 

Green, providing improved genotyping efficiency. 

Keywords: EvaGreen, Genotyping, Melting curve, Real-Time PCR, Single nucleotide 

polymorphism. 
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  چکیده

توالی،  انواع تحلیل و تجزیه برای که است سریع و اختصاصی صرفه، به مقرون ابزار یک( HRM) بالا وضوح با ذوب : روشهدف

را تشخیص  کوچک نوکلئوتیدی تغییرات ،ایرشته دو DNA ذوب خواص این روش بر اساس کاربرد دارد. سنجیژنوتیپ و غربالگری

ژن است. نقش  محتوای اولئیک اسیدسنجی گلرنگ از نظر ژنوتیپبرای  HRM سازی آزمونحاضر، بهینه پژوهش هدف دهد.می

FAD2-1، های با محتوای رقمدر . اسید است لینولئیک به آن تبدیل و اسید اولئیک سوبسترای در دوگانه پیوند یک کردن اضافه

وجود آمدن کدون خاتمه زودرس و از کار افتادن آنزیم که موجب به در این ژن گزارش شده SNP وجود یکبالای اولئیک اسید، 

کار مناسبی برای تواند راهمی FAD2-1 ژنمذکور در  SNPهای دارای . بنابراین تشخیص صحیح و سریع ژنوتیپشودمی حاصل

 باشد.  با محتوای بالای اولئیک اسید گلرنگهای تشخیص ژنوتیپ

mailto:m.pilaghaee@modares.ac.ir
mailto:shobbar@abrii.ac.ir
mailto:s.pourdad@abrii.ac.ir
https://orcid.org/0009-0000-4031-8863
https://orcid.org/0000-0002-7011-5415
https://orcid.org/0000-0002-7032-0988


 (1403 پاییز، 3، شماره 1گیاهی )دوره  نژادیمجله ژنتیک و به

4 

Journal of Genetics and Plant Breeding;    Print ISSN: 3060-7965,    Electronic ISSN: 3060-7221 

 

 DNAمختلف  سه غلظتسایبرگرین، و  اواگرین فلورسنت رنگدو  با استفاده از HRM: در این مطالعه، روش هاروش و مواد

 SNPدربردارنده  ها)که قطعه حاصل از تکثیر با استفاده از آن HRM2و  HRM1نام الگو و دو جفت آغازگر مختلف به ژنومی

تفکیک مناسب برای  انجام شد تا شرایط باشد( روی هشت ژنوتیپ گلرنگمی جفت باز 265و  117ترتیب شامل مذکور بوده و به

 . مشخص شود بدون آنو  SNPدارای  هایمنحنی ذوب برای ژنوتیپ

جفت بازی، تفکیک را بهتر  117دلیل تولید قطعه کوچک به HRM1آغازگر  ،HRM2و  HRM1 هایدر مقایسه آغازگر: ایجنت

 اواگرین، سایبرگرینو  اواگرینکرد، انجام داد و در مقایسه رنگ جفت بازی تولید می 265که قطعه بزرگتر  HRM2از آغازگر 

در محدوده مورد بررسی  DNAغلظت همچنین،  .درستی تفکیک کندهای بیشتری را بهژنوتیپ ،PCR توانست در یک واکنش

 شت.های ذوب نداثیر چندانی در تفکیک منحنیأت

تر ککوچ شدهقطعات تکثیرهای ذوب برای دهد که تفکیک منحنییید و گسترش میارا ت پیشینهای این مقاله یافته :گیرینتیجه

 کارآییتوان به می اواگرینرنگ بوده و با استفاده از  سایبرگرین رنگ جایگزین مناسبی برای اواگرینرنگ گیرد و بهتر صورت می

  دست یافت. بهتری

 .یسنجپیژنوت آر،یسیپ میتا لیذوب، ر یمنحن ،یدیتک نوکلئوت یچندشکل ن،یاواگر: هاکلیدواژه

 پژوهشی.: نوع مقاله

 یرو یمورد مطالعه: روش ذوب با وضوح بالا یسازنهیبه (1403)پورداد سیدسعید ، زهرا سادات شُبَّر، پیل آقایی مهدی استناد:
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 مقدمه

آن در سال  یاست که از زمان معرف DNA بر یکاره مبتنروش چند کی (HRM) ذوب با وضوح بالا لیو تحل هیتجز

فلورسنت متصل  یهااز رنگ کیتکن نیا .(Tamburro & Ripabelli 2017) شده است مختلف استفاده یهانهیدر زم 2002

 ییو امکان شناسا کندیاستفاده م DNA یهاکونیرفتار ذوب آمپل لیو تحل هیتجز یبرا یتخصص یو ابزارها DNA شونده به

 .(Montgomery et al. 2010; Wittwer et al. 2003) کندیفراهم م PCR به پردازش پس از ازیرا بدون ن یتوال راتییتغ

محصولات  یکیبه بهبود ژنت توانیدارد که از جمله م یفراوان یکاربردها یاهیگ یهامختلف پژوهش یهانهیدر زم HRM کیتکن 

 (.Grazina et al. 202؛Simko et al. 2016 ) اشاره کرد یاهیگ تیو احراز هو ییمواد غذا یمنیو ا تیفیآزمون ک ،یکشاورز

 شده است استفاده ونیلاسیمت لیو تحل هیو تجز ،سنجیپیمختلف، از جمله اسکن ژن، ژنوت یدر کاربردها تیروش با موفق نیا
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(Montgomery et al. 2010). HRM نشاندار استفاده کرد یبه کاوشگرها ازیبدون ن توانیرا م (Erali & Wittwer 2010). 

به  کینزد صینرخ تشخ نهیزم نینشان داده است و مطالعات در ا گوتیهتروز یانواع توال صیرا در تشخ ییبالا تیروش حساس نیا

و  قاتیتحق یروش را برا نیکم و بازده بالا، ا نهیهز اد،یسرعت ز .(Vossen et al. 2009) دهدمی گزارش رادرصد  100

دقت و  ،یسادگ ها،تیمحدود یبا وجود برخ(. Tamburro & Ripabelli 2017) مناسب ساخته است جیرا یهاصیتشخ

 Simko 2016) است کرده لیمختلف تبد یهادر رشته یو ژنوم یکیارزشمند در مطالعات ژنت یآن را به ابزار HRM یریپذقیتطب

، یواسرشت بیو ژل الکتروفورز با ش میمستق یابییمانند توال یسنت یهاکیبا تکن سهیدر مقا(. Tamburro & Ripabelli 2017؛

HRM دارد یکمتر یهانهیچرخه را کاهش داده و هز یهازمان یتوجهطور قابلبه (De Leeneer et al. 2008). حال،  نیبا ا

مناسب را برجسته  یسازنهیبه تیبگذارند و اهم ریتأث HRM لیتحل تیبر موفق توانندیم یشیآزما حنمونه و طر تیفیمانند ک یعوامل

 .(Taylor 2009; Bruzzone et al. 2013) کنندیم

ها را ها/حذفو درج (SNPs) یدیتک نوکلئوت یهایمختلف از جمله چندشکل یهایچندشکل توانیم HRM استفاده از با

 PCR ری، تکثDNA روش شامل استخراج نیا .(Liew et al. 2004) کرد ییدار شناسابرچسب یهاپروب ایبدون آغازگرها 

 .Grazina et al) است یدیکوچک نوکلئوت راتییتغ ییشناسا یذوب برا یمنحن لیو تحل هیفلورسنت و تجز یهاهمراه با رنگ

2021; Knopkiewicz et al. 2014). HRM صیتشخ یبرا ژهیوبه SNP یبردارمطالعات نقشه اهان،یدر گ یسنجپیو ژنوت 

 جادیا یبرا توانیرا م HRM .(Chagné et al. 2015) ارزشمند است ینژادبه یهابر نشانگر در برنامه یمبتن نشیژنوم و گز

 نیکترینزد ینیگزیاز جمله جا یسازنهیبه یهابا راهبرد SNP یحاو گوتیهموز یهاآلل نیب زیتما یقابل اعتماد برا ینشانگرها

 ییدر شناسا ژهیوبه HRM لیو تحل هیتجز .(Yamagata et al. 2018) استفاده کرد PCR مجاور و کاهش اندازه قطعه دینوکلئوت

 ;Wittwer et al. 2003) مؤثر است دهند،یم رییذوب را تغ یمنحن یهاها، که شکلهترودوپلکس لیتشک لیدلبه هاگوتیهتروز

Liew et al. 2004).  بر عملکرد توانندیم یمتعدد عوامل HRM منبع تیفیبگذارند، از جمله ک ریتأث DNAروش  یری، تکرارپذ

 یعوامل برا نیا قیدق ی(. بررس1کردن )جدول  پتیپ ینمونه و خطا یسازشده، آماده ریآغازگر، طول قطعه تکث یطراح ،یجداساز

 کیتکن نیا .(Słomka et al. 2017) است یاتیبالا، ح یاتیعمل وانبا ت ماتیدر تنظ ژهیو، بهHRM زیآم تیموفق یسنجپیژنوت

طور رنگ فلورسنت است که به کی نیبرگریسازگار شده است. سا نیو اواگر نیبرگریمختلف، مانند سا یهااستفاده با رنگ یبرا

 گنالیس کی نیبرگریسا .(Konschak & Tinhofer 2011; Yang et al. 2016) شودیمتصل م یادو رشته DNA خاص به

 یکینامیمحدوده د یو دارا کندیرا مهار م PCR اما نشان داده شده است که واکنش دهد،یاز خود نشان م یقو اریفلورسنت بس

 Buh Gašparič et al. 2010; Gudnason) است صیتشخ ییایمیش یهارنگ رینسبت به سا یکمتر یریو تکرارپذ فیضع

et al. 2007). مجدد رنگ که در  عیذوب و با توز یرنگ بر دما ریتأث لیدلبه نیبرگریذوب با استفاده از سا یمنحن لیو تحل هیتجز

 یاشباع کم براریغ یهادر غلظت دیبا نیبرگریسا لیدل نیو به ا (Giglio et al. 2003) است دهیچیپ دهد،یطول ذوب رخ م

  .(Wittwer et al. 2003) از مهار واکنش استفاده شود یریجلوگ
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 نیگزیعنوان جادارد و به PCR نسبت به یمهار کمتر نیبرگریبه سااست که نسبت  DNA یهااز رنگ گرید یکی نیاواگر

 یهارنگ یبرا یطور کلبه قیدق یاطلاعات ساختار .(Mao et al. 2007; Sang & Ren 2006) شودیبه بازار عرضه م

انتخاب  .(Gudnason et al. 2007) کندیدشوار م PCR میتا لیر درها را رفتار آن ینیبشیکه پ ست،یدر دسترس ن یاختصاص

 ی. ابزارهاگذاردیم ریو اسکن جهش تأث یسنجپیژنوت یبرا DNA ذوب لیو تحل هیبر وضوح و دقت تجز یادیابزار و رنگ تا حد ز

عملکرد برتر  ن،یمانند اواگر کنندهباعاش یهااند، همراه با رنگشده یذوب طراح لیو تحل هیتجز یطور خاص برابا وضوح بالا که به

   .(Herrmann et al. 2006) دهندیارائه م یدیتک نوکلئوت یهاسمیمورفیپل یسنجپیو ژنوت هاگوتیهتروز صیرا در تشخ

در  ییبالا یکیو تنوع ژنت شودیمحسوب م رانیا یبوم یدانه روغن اهانی( از گ.Carthamus tinctorium L) گلرنگ

درصد  یبه امروز داراتا  شیمود آزما یها(. اکثر گونهGolkar et al. 2011چرب وجود دارد ) دیآن از نظر اس یهاپیژنوت انیم

و تحمل به درجه حرارت بالا باعث کاربرد  ویداتیاکس یداریپا لیدلها بهبالا در روغن دیک اسیهستند و وجود اولئ دیاس کینولئیل یبالا

است که  FAD یخانواده ژن یاز اعضا یکی FAD2-1(. ژن Shafiei-Koij et al. 2020) شودیم ییو غذا یدر مصارف صنعت

 .Kadirvel et alاست ) دیاس کینولئیآن به ل لیو تبد دیاس کیاولئ یدوگانه در سوبسترا وندیپ کیآن اضافه کردن  یفهیوظ

2020; Dar et al. 2017)کیوجود  د،یاس کیاولئ یبالا یبا محتوا یها. در رقم SNP وجود آمدن کدون ژن موجب به نیدر ا

 یبه بررس HRMمطالعه، با استفاده از روش  نی(. در اGuan et al. 2012) شودیموردنظر م میخاتمه زودرس و از کار افتادن آنز

SNP کدکننده ژن  هیموجود در ناحFAD2-1 ن،یبرگریو سا نیرنگ اواگر ریمختلف مانند تاث یگلرنگ پرداخته شد و پارامترها 

 قرار گرفت. لیو تحل هیمورد تجز هاپیژنوت کیذوب و تفک یبر منحن کونیو طول آمپل DNAغلظت  زانیم

 

 ها مواد و روش

 پیو پنج ژنوت FAD2-1 کدکننده ژن هیدر ناح SNP کی یدارا 163و  162، 102 پیسه ژنوت) گلرنگ پیتعداد هشت ژنوت

 Doyle) افتهی رییتغ CTAB با استفاده از روش DNA شده و استخراج کشت (SNPبدون) نرمال 105و  45فرامان،  د،یگلدشت، ام

and Doyle 1987) شد. در مرحله اول، غلظت مورد نظر انجام یهاپیژنوت یها روآغازگر تو سپس تس یبرگ یهانمونه یرو

مطابق مواد ) تریکرولینانوگرم بر م 50و  30،  10 یهابا غلظت PCR میتا لیقرار گرفت و ر یالگو مورد بررس DNA یبرا نهیبه

 (واکنش مورد استفاده قرار گرفت لولمح تریکرولیم 15مذکور در  یهاالگو با غلظت DNA از تریکرولیم کی 4مذکور در جدول 

از انجام ( و پس 2 انجام شد )جدول Real time PCR Light Cycler 96 System در دستگاه 162فرامان و  پیدو ژنوت یبرا

  مورد نظر از دو آغازگر SNP یاختصاص کیتفک یدر مرحله دوم برا. قرار گرفت یذوب مورد بررس یهایمنحن HRM آزمون

HRM1  و HRM2 اگزون ژن هیناح یبر اساس توال هک FAD2-1 افزارتوسط نرم Oligo7 بود استفاده شد که شده یطراح

 .کردندیم دیباز تولجفت  267و  117طول به یاقطعه بیترتبه
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 HRM  (Słomka et al. 2017) کاربر در روش برای عملی . راهنمای1جدول 

Table 1. A practical guide for users of the HRM method (Słomka et al. 2017) 

 

 موضوع
Issue 

 یابیعیب
Troubleshooting 

حل راه  
Solutions 

 DNA آماده سازی
DNA 

preparation 

مختلف  یهاروش
 بیو ترک یجداساز

 لیو تحل هینمونه، تجز
 یرا دشوار م یمواز

 کند
Different 

isolation 

methods and 

sample 

composition 

make parallel 

analysis 

difficult  

 استخراج  DNA  هاهمه نمونه یبرامناسب روش استاندارد  کیبا استفاده از 

  Using a standard DNA extraction method for all samples 

 هامناسب نمونه یساز رهیذخ 

 Proper storage of samples 
  ی هانمونه یکسان یسازقیاستاندارد و رقکمیت سنجیDNA 

 Standard quantification and uniform dilution of DNA samples 
 مناسب یبندخوشه ،ی یکسانروش جداسازبا ها نمونه همزمان لیو تحل هیتجز 

 کندیم نیرا تضم هانمونه  حیو صر
 Parallel analysis of samples with the same  isolation method 

ensures appropriate and explicit clustering of samples 

 
 
 
 
 
 

 طراحی آغازگر
Primer design 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 یمنحن فیوضوح ضع
 یسازنهیذوب و به

PCR 
Poor melting 

curve resolution 

and PCR 

optimization 

 به  ها،آغازگر همه  یذوب مشابه برا ی)دما هاآغازگر یاستاندارد طراح نیقوان
مانند سنجاق سر،  هیثانو یاز ساختارها گراد؛یدرجه سانت  60حدود نهیطور به
 (شوداجتناب  مرهایهترودا ای مرهایهمودا

 Standard primer design rules (same melting temperature for all 

primers, such as around 60°C; avoid secondary structures such 

as hairpins, homodimers or heterodimers) 
 به کیتا حد امکان نزد دی، آغازگرها بادقیق سنجیپیژنوت یبرا SNP  یطراح 

 شوند

 For accurate genotyping, primers should be designed as close to 

the SNP as possible 
 جفت 80-100بخشد )یرا بهبود م یمعمولاً خوشه بند کونیاندازه آمپل کاهش

 شود یم هیاسکن ژن توص یجفت باز برا 150-250و   سنجیپیژنوت یباز برا
 ((دشواجتناب  کونیآمپل کیحوزه ذوب در  نیاز چند)

 Reducing amplicon size usually improves clustering (80-100 

bp is recommended for genotyping and 150-250 bp for gene 

scanning (avoid multiple melting domains in one amplicon)) 
  یسازنهیشده: به یطراح یهاآغازگر با  واکنشآزمون PCR یدما انیبا گراد 

 ودشمی هیتوص اتصال

 Reaction test with designed primers: PCR optimization with 

annealing temperature gradient is recommended 
 محصول الکتروفورز  نتیجه حاصل ازPCR، اندازه  ،آغازگر اختصاصی بودن

 دهدیرا نشان م یو عدم وجود محصولات خارج کونیمورد انتظار آمپل

 The result of PCR product electrophoresis shows the specificity 

of the primer, the expected amplicon size, and the absence of 

foreign products 
 2+ میزیمن ونیصورت لزوم، غلظت  درMg شود میرا تنظ 

 If necessary, adjust the concentration of magnesium ion Mg2+ 
  های منتخب با های ذوب را برای نمونهامکان، تمایز منحنیدر صورت

 های شناخته شده آزمایش کنیدژنوتیپ

 If possible, test the differentiation of melting curves for selected 

samples with known genotypes 
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   HRMکاربر در روش برای عملی . راهنمای1جدول ادامه 

Continuation of Table 1. A practical guide for users of the HRM method  

 

 موضوع
Issue 

 یابیبیع

Troubleshooting 
حل راه  

Solutions 

 

 

 

 طراحی آغازگر
Primer design 

در  رمنتظرهیغ راتییتغ
آغازگر و خوشه  یتوال

 نادرست یبند
Unexpected 

variation within 

primer 

sequence and 

incorrect 

clustering 

 توالی یابی شده یهانمونه یذوب برا دییتا 

 Melting verification for sequenced samples 
 تیکه در کنار موقع یجفت آغازگر اضاف ایمجدد  یطراح یهاآغازگر SNP 

گنجانده  یشیآزما ماتیدر تنظ دی( باآغازگر قرار دارند )واقع در دنباله مکمل 
 شوند

 Redesigned primers or additional primer pairs flanking the SNP 

position (located in the primer complementary sequence) should 

be included in experimental setup 

 
 
 
 
 
 
 
 
مشکلات فنی با 

 تکرارپذیری

Technical 

issues with 

reproducibility 

 
 

 زات،یها، تجهمعرف
 ییجابجا

Reagents, 

equipment, 

handling 

 DNA یمرازهایپل Hot-Start یژگیو ،یاختصاص ریبا حذف محصولات غ 
 بخشدیواکنش را بهبود م

 Hot-Start DNA polymerases improve reaction specificity by 

eliminating nonspecific products 
 متصل شونده به یهارنگ DNA  از  دیحساس به نور هستند و بادو رشته ای

 نور محافظت شوند

 dsDNA binding dyes are photosensitive and should be protected 

from light 
 مخلوط شده و  یواکنش به اندازه کاف یکه تمام اجزا دیحاصل کن نانیاطم

 ستاشده وژیفیسانترمخلوط حاصل پیش از توزیع 

 Ensure that all reaction components are adequately mixed and 

the resulting mixture is centrifuged before dispensing 
 دیسف هایپلیت PCR  دارند تیشفاف ارجح هایپلیتبه 

 White PCR plates are preferable to clear plates 
 یشفاف نور چسب کیاز انتقال موثر نور،  نانیو اطم ریاز تبخ یریجلوگ یبرا 

 دیبچسبان پلیت یرا رو

 To prevent evaporation and ensure effective light transmission, 

apply a transparent optical  seal on the plate 
 شیآزما کیها در همه نمونه ی، براواحد و معرف تازهبا  یمخلوط اصل هیته 

 واحد

 Preparation of master mix with fresh and uniform reagent for all 

samples in a single experiment 

 
چند  جایگاه نیچند

 کینزد یشکل

Multiple 

proximate 

polymorphic 

sites 

 

در  وجود تنوع احتمال
 منفرد کونیآمپل کی

Probability of 

variation in a 

single amplicon 

 نرمال و دارای در صورت امکان، مخلوط کردن نمونه(SNP) جادیا یبرا 
 شودیم هیدوبلکس در طول ذوب توصهترو

 If possible, mixing samples (normal and SNP) to create 

heteroduplexes during melting is recommended 
 جینتا دییتأ یاستاندارد برا کیبه عنوان  دیبا اصلی یتوال HRM استفاده شود 

 The original sequence should be used as a standard to verify 

HRM results 
 دیدهد با یذوب منحصر به فرد را نشان م یمنحن کینمونه ناشناخته که  هر 

 شود دییتأ یابی یبا توال

 Each unknown sample that shows a unique melting curve 

should be confirmed by sequencing 
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 کسیاز دو مستر م HRM ذوب در یهایمنحن کینوع رنگ فلورسنت مورد استفاده برتفک ریتاث یبررس یمرحله آخر برا در

و   نیرنگ اواگر یحاو (Solis Biodyne) شرکت HOT FIREPol® EvaGreen® HRM Mix ناممختلف به

 .شد تفادهاس نیبرگریرنگ سا یحاو ناکلونیشرکت س Sina Green HS-qPCR Mix کسیمسترم

( و 3طبق )جدول نیو اوا گر نیگر بریمختلف سا کسیقطعه با استفاده از دو مستر م ریتکث یبرا PCR میتا لیر واکنش

 دیگرد یبررس Roche diagnostics افزاربا استفاده از نرم جینتا ش،یمطابق با جدول گذاشته شد. پس از اتمام آزما PCRبرنامه 

 مشخص شد. هاپیذوب هر نمونه، تفاوت ژنوت یهایمنحن سهیو با مقا

 

 برای تکثیر قطعه مورد نظر HRMو  PCR. برنامه ریل تایم 2جدول

Table 2. Real-time PCR and HRM program for amplification of the desired fragment 

 زمان 

Time  

 دما 

Temperature  

720 s 95° C  

15 s 95° C  

20 s 60° C  

20 s 72° C  

60 s 95° C  

60 s 40° C  

1 s 65° C  

1 s 97° C  

 

 

 یترمیکرول 15در حجم  Real-Time PCR. میزان مواد مورد استفاده در 3جدول

Table 4. The reagent quantities used in Real-Time PCR for a 15 µL reaction volume 

 آب فاقد نوکلئاز

Nuclease-free 

water 

 
DNA 

 1آغازگر پسرو

Forward 

primer 

 2آغازگر پیشرو

Reverse primer 
 مسترمیکس

Master mix 

5.1 μl  1 μl (30 ng)   0.7 μl 0.7 μl 7.5 μl سایبرگرین 

SybrGreen 

9.6 μl 1 μl (30 ng) 0.7 μl  0.7 μl 3 μl اواگرین 

EvaGreen 
 

                                                      
1 Reverse 
2 Forward 
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 بحث و  نتایج

 یرو PCRقطعه، محصول  حیصح ریاز اتصال درست آغازگرها و تکث نانیحصول اطم یبرا PCRپس از انجام واکنش 

(. پس از انجام آزمون 1جفت باز مشاهده شد )شکل  267جفت باز و  117مورد نظر در  یژل الکتروفورز برده شد و باند اختصاص

HRM حاصل، مشاهده شد که در هر سه غلظت مختلف  یهایمنحن ینانوگرم و بررس 50و  30، 10 یهابا غلظتDNA  ،الگو

 DNAبه دست آمده، رقت  جیبر اساس نتا نی(. بنابرا2اند )شکل شده کیتفک یخوبنرمال به یهاپیاز ژنوت SNP یادار یهاپیژنوت

در  HRMعملکرد  یطور کلکه به در تحقیقی گزارش شدذوب ندارد.  یهایمنحن کیدر تفک یچندان رینانوگرم تاث 50تا  10در بازه 

تنوع  لیو تحل هیگزارش شده که هنگام تجز نی(. همچنSoltani et al. 2023مناسب است ) DNA یاز غلظت ها یعیوس فیط

 نیابا  .(Hosoi et al. 2024نکرد ) جادیذوب ا یدر منحن ی، تفاوت قابل توجهDNAمختلف  ری، استفاده از مقادJAK2در ژن 

 (.Ng et al. 2014بگذارد ) ریخاص تأث طیذوب در شرا یبر دما تواندیم DNAگزارش غلظت  کیحال، طبق 

 

-C ها در بالای ژل ذکر شده است. ست آغازگرها برای هشت ژنوتیپ مورد نظر )نام ژنوتیپ. ت 1شکل 

 ای به طول)که قطعه HRM1 است(. الف( نتایج ژل الکتروفورز برای آغازگر DNAشاهد منفی یعنی بدون 

 267 ای به طول)که قطعه HRM2  ب( نتایج ژل الکتروفورز برای آغازگر )کندجفت باز تولید می 117

 )کندجفت باز تولید می
 

Figure 1. Primer screening for eight target genotypes (Genotype names are labeled above 

the gel lanes. C- indicates the negative control without DNA template). a) Electrophoresis 

gel results for primer HRM1, amplifying a 117 bp fragment. b) Electrophoresis gel results 

for primer HRM2, amplifying a 267 bp fragment. 
 

 ییهاقطعه بیترتدو آغازگر که به نیانجام شد. ا HRM2 و HRM1 یبا آغازگرها HRM آزمون ش،یدر ادامه آزما

مورد  SNP را بر اساس وجود و عدم وجود پیهشت ژنوت یدرستآغازگر اول توانست به. کردندیم دیجفت باز تول 267و  117طول به

الف( و تفاوت  3مورد نظر قرار داشت )شکل  SNP شده، فقط ریتکث یدر توال رایکند. ز کیتفک FAD2-1 کدکننده ژن هینظر در ناح
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مورد نظر را بر اساس وجود و  پیانست هشت ژنوتنتو HRM2 شود وجود نداشت. آغازگر هاپیاشتباه ژنوت کیکه باعث تفک یگرید

 رایب(. ز 3گروه قرار داد ) شکل کیرا در  162و  102، 46 یها پیکه ژنوت بیترت نیکند، به ا کیمورد نظر تفک SNP عدم وجود

اند که نشان داده مطالعات .باشد که مدنظر نبوده است یگرید هایو  احتمال دارد شامل تفاوت گرفتیرا در بر م یبزرگتر یتوال

بهتر صورت  صیتشخ یطور کلتر بهکوچک یهاکونیبا آمپل گذارد،یم ریتأث HRMبر عملکرد  یتوجهطور قابلبه کونیاندازه آمپل

-100 نیمعمولاً ب کونیمهم است و اندازه آمپل اریآغازگر بس ی(. طراحLi et al. 2010; R. Pomeroy et al. 2014) ردیگیم

 .(Wahyuningsih et al. 2017باز است ) جفت 300

 

 
نانوگرم  50و  30، 10غلظت های ) ی ژنومی الگوDNAبا سه غلظت مختلف   HRMآزموننتایج .  2شکل 

تمام  که به رنگ قرمز نشان داده شده است( در ،162ژنوتیپ ) SNPژنوتیپ دارای  بر میکرولیتر(:

که با رنگ آبی نشان داده شده است(  ،از ژنوتیپ نرمال )ژنوتیپ فرامان مورد بررسی DNAهای غلظت

 منحنی تمایز . الف( منحنی ذوب ب( منحنی ذوب نرمال ج( نمودار ذوب نرمال د(شده است تفکیک

Figure 2. HRM assay results with three different template DNA concentrations (10, 30, 

and 50 ng/μL): Genotype 162 (carrying SNP, shown in red) is distinguished from the 

normal genotype (Faraman, shown in blue) across all three concentrations. A) Melting 

curve B) Normalized melting curve C) Normalized melting peak D) Difference plot 

 

 ریکند، اگرچه مورد اخ زیجفت باز متما 700تر تا بزرگ یهاکونیرا در آمپل هاپیژنوت تواندیهمچنان م HRMحال،  نیبا ا

 شیافزاو  عتریکوچکتر باعث سرعت ذوب سر یها کونی(. آمپلR. Pomeroy et al. 2014دارد ) ازیبا وضوح بالا ن ییبه ابزارها

(. از  Li et al. 2017; Erali et al. 2008) بخشدیرا بهبود م زیو تما صیتشخ جهیو در نت شودیم یذوب نسب یاختلاف دما

(. Moulazadeh & Ghanbariasad 2021مهم است ) اریبس PCR میتا لیر قیدق جینتا یآغازگرها برا یژگیو و تیفیک یطرف
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(. Sadeghi et al. 2015شود ) PCR یآغازگر و بهبود واکنش ها یمرهایحذف دا اعثب تواندیغلظت آغازگر م یسازنهیبه

آغازگرها با  یساز(. خالصTakei & Nakatani 2013) کندیم فایها ا کیتکن نیدر ا ینقش مهم PCR یخلوص آغازگرها

HPLC تیرا حذف کرده و ظرف هاندهیآلا تواندیم ( اتصال را بهبود بخشدWeissman et al. 2013ا .)به  هاشرفتیپ نی

هشت  یبرا HRM در مرحله آخر، آزمون .کندیموجودات کمک م ریو سا اهانیکارآمدتر و قابل اعتمادتر در گ SNP یسنجپیژنوت

 د،یام پیژنوت 5بودند از  SNP تک یکه دارا 163و  162، 102 پیسه ژنوت یدرستشد که بهگذاشته نیاواگر کسیبا مسترم پیژنوت

 ن،یبرگریسا کسیبا مسترم HRM آزمون یالف (. اما برا 4شدند ) شکل کیبوده تفک رییکه بدون تغ 105و  45گلدشت، فرامان، 

 هاپیتعداد ژنوت ینبود. اما وقت گرینرمال د یهاپیها مانند ژنوتذوب آن یمنحن یعنیرفتار اشتباه داشتند  دیگلدشت و ام پیدو ژنوت

 .ب( 4اتجام شد )شکل یدرستبه هاپیتمام ژنوت کیبه شش عدد کاهش داده شدند، تفک

 

 
ای به که قطعه HRM1با آغازگر  HRM آزمونالف(  HRM نتایج آزمون. تاثیر طول آمپلیکون بر 3شکل 

درستی در منحنی ذوب نرمال بهرا  SNPهای نرمال و دارای تفکیک ژنوتیپ، جفت باز تولید کرد 117طول 

باعث شد که  کرد،جفت باز تولید  256طول ای بهکه قطعه HRM2. ب( استفاده از آغازگر نشان داد

مورد نظر در این قطعه قرار گیرد و باعث بهم خوردن منحنی ذوب نرمال و  SNPجز هب ،تغییرات دیگر

 ها شد.تفکیک نادرست ژنوتیپ

Figure 3. Effect of amplicon length on HRM assay results 

a) HRM analysis using primer HRM1 (amplifying a 117-bp fragment) correctly distinguished 

between normal and SNP-carrying genotypes in the normalized melting curve. 

b) Primer HRM2 (amplifying a 256-bp fragment) introduced additional sequence variations led to 

the inclusion of changes, other than the desired SNP within the amplicon, leading to distorted 

melting profiles and impaired genotype discrimination. 

 

دهد یرا نشان م یبهتر گنالیو بازده واکنش و قدرت س کندیبهتر عمل م نیبرگریاز سا PCR میتا لیدر ر نیاواگر
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(Eischeid 2011رنگ .)یتجار یها HRM  مانندLCGreen Plus هاافتهی نیعملکرد را دارند، ا نیعموماً بهتر نیو اواگر 

 لیو ر HRM، از جمله DNA زیمختلف آنال یهاکیتکن یبرا نیبرگریسا یبرا یادوارکنندهیام نیگزیجا نیکه اواگر دهدینشان م

، نشان داده شده intercalating DNAصرفه رنگ مقرون به کی، نی(. اواگرRadvánszky et al. 2015هستند ) PCR میتا

 یبرا دیغلظت رنگ با HRMدارد. در  HRM یهادر برنامه LCGreenتر مانند گران یهابا رنگ سهیاست که عملکرد قابل مقا

با  HRMبگذارد.  ریتأث جیبر نتا تواندیاز حد م شیو هم ب یناکاف ریهم مقاد رایشود، ز نهی( بهTmذوب ) یدما قیدق یریگاندازه

کند  یریگرا اندازه RNA یو دوبلکس ها ی، ساختار سنجاق سرDNA یهاپلکس یتر Tmتواند یم نیهمچن نیاستفاده از اواگر

(Wang et al. 2016در سنجش .)میتا لیر یها PCR بهتر،  کیعمل کرد و وضوح پ نیبرگریبهتر از سا نیچندگانه، اواگر

ها نشان افتهی نی(. اKhan et al. 2011را ارائه داد ) DNAو غلظت  Ct ریمقاد نیب افتهیبهبود  یبالاتر و همبستگ تیحساس

که معمولًا یباشد. در حال DNA زیمختلف آنال یدر کاربردها نیبرگریسا یبرا ربرت ینیگزیممکن است جا نیکه اواگر دهدیم

دارند و  نیبرگریاز سا یعملکرد بهتر PCR میتا لیدر ر SYTOو  نیهر دو رنگ اواگر ردیگیمورد استفاده قرار م نیبرگریسا

کردند که  شنهادی( پ2020) Buys و Aijuka (. Eischeid 2011) دهند یرا ارائه م یبهتر گنالیراندمان واکنش و قدرت س

نه تنها به  یژگیو نیکمتر باشد. ا یاختصاص ریمحصولات غ جادیآن در ا ییتوانا لیدلممکن است به نیاواگر افتهیبهبود  ییکارا

 (.Aijuka & Buys 2020) بخشدیبهبود م زیرا ن PCR جینتا یکل نانیاطم تیبلکه قابل کند،یبهتر کمک م تیحساس

 

 
الف( با رنگ اواگرین، تمام هشت ژنوتیپ به  HRM آزمون در . مقایسه رنگ اواگرین و سایبر گرین4شکل 

ژنوتیپ گلدشت )سبز رنگ( و ژنوتیپ  ،رنگ سایبرگریناند ب( با درستی در منحنی ذوب نرمال تفکیک شده

قرار  SNP های دارایوتیپنهای نرمال نشان داده در گروه ژامید )زرد رنگ( رفتار اشتباه نسبت به ژنوتیپ

 اند.گرفته

Figure 4. Comparison of EvaGreen and SYBR Green dyes in HRM analysis 

a) Using EvaGreen, all eight genotypes were accurately distinguished in the normalized 

melting curve. 

b) With SybrGreen, genotypes Goldasht (green) and Omid (yellow) exhibited aberrant 

melting profiles, resulting in their misclassification as SNP-carrying genotypes despite 

being normal variants. 
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مورد  هاپیژنوت قیدق یسنجپیژنوت یبرا تواندیاست که م عیصرفه و سرمقرون به یروش HRMآزمون : گیرینتیجه

 یذوب برا یهایمنحن کیمهم است و تفک اریآغازگر بس یپژوهش، طراح نیدست آمده در ابه جی. بر اساس نتاردیاستفاده قرار گ

 یهارا دارا بوده و احتمال دارد شامل تفاوت یشتریب یتوال رگتر،بز یهاکونی. آمپلردیگیتر بهتر صورت مکوچک یهاکونیآمپل

دست  یبهتر ییبه کارآ توانیم نیبوده و با استفاده از اواگر نیبرگریتر از سامناسب نیاست. رنگ اواگرباشد که مدنظر نبوده یگرید

انجام  یبه درست یسنجپیذوب ندارد و ژنوت یهایبر منحن یرینانوگرم تأث 50تا  10الگو در محدوده  DNAمختلف  ری. مقادافتی

 .شودیم

  

References 

Aijuka, M., & Buys, E. M. (2020). Detection of extended-spectrum beta-lactamase cefotaxime 

resistance and virulence genes in Escherichia coli by duplex quantitative real-time PCR 

and melt curve analysis. Letters in Applied Microbiology, 71(1), 54–60. 

https://doi.org/10.1111/lam.13274  

Bruzzone, C. M., Tawadros, P. S., Boardman, L. A., & Steer, C. J. (2013). Enhanced primer 

selection and synthetic amplicon templates optimize high-resolution melting analysis of 

single-nucleotide polymorphisms in a large population. Genetic Testing and Molecular 

Biomarkers, 17(9), 675–680. https://doi.org/10.1089/gtmb.2013.0113 

Buh Gašparič, M., Cankar, K., Žel, J., & Gruden, K. (2008). Comparison of different real-time 

PCR chemistries and their suitability for detection and quantification of genetically 

modified organisms. BMC Biotechnology, 8, 1-12. https://doi.org/10.1186/1472-6750-8-

26  

Chagné D. (2015). Application of the high-resolution melting technique for gene mapping and 

SNP detection in plants. Methods in Molecular Biology (Clifton, N.J.), 1245, 151–159. 

https://doi.org/10.1007/978-1-4939-1966-6_11 

Dar, A. A., Choudhury, A. R., Kancharla, P. K., & Arumugam, N. (2017). The FAD2 Gene in 

Plants: Occurrence, Regulation, and Role. Frontiers in Plant Science, 8, 1789. 

https://doi.org/10.3389/fpls.2017.01789   

De Leeneer, K., Coene, I., Poppe, B., De Paepe, A., & Claes, K. (2008). Rapid and sensitive 

detection of BRCA1/2 mutations in a diagnostic setting: comparison of two high-

resolution melting platforms. Clinical Chemistry, 54(6), 982–989. 

https://doi.org/10.1373/clinchem.2007.098764 

Doyle, J. J., & Doyle, J. L. (1987). A rapid DNA isolation procedure for small quantities of fresh 

leaf tissue. Phytochemical Bulletin, 19, 11-15.  

https://doi.org/10.1111/lam.13274
https://doi.org/10.1089/gtmb.2013.0113
https://doi.org/10.1186/1472-6750-8-26
https://doi.org/10.1186/1472-6750-8-26
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-1966-6_11
https://doi.org/10.3389/fpls.2017.01789
https://doi.org/10.1373/clinchem.2007.098764


 1403، و همکاران آقاییپیل

15 

Journal of Genetics and Plant Breeding;    Print ISSN: 3060-7965,    Electronic ISSN: 3060-7221 

Eischeid A. C. (2011). SYTO dyes and EvaGreen outperform SybrGreen in real-time PCR. BMC 

Research Notes, 4, 263. https://doi.org/10.1186/1756-0500-4-263 

Erali, M., & Wittwer, C. T. (2010). High resolution melting analysis for gene scanning. Methods 

(San Diego, Calif.), 50(4), 250–261. https://doi.org/10.1016/j.ymeth.2010.01.013 

Erali, M., Voelkerding, K. V., & Wittwer, C. T. (2008). High resolution melting applications for 

clinical laboratory medicine. Experimental and Molecular Pathology, 85(1), 50–58. 

https://doi.org/10.1016/j.yexmp.2008.03.012 

Giglio, S., Monis, P. T., & Saint, C. P. (2003). Demonstration of preferential binding of SYBR 

Green I to specific DNA fragments in real-time multiplex PCR. Nucleic Acids 

Research, 31(22), e136. https://doi.org/10.1093/nar/gng135 

Golkar, P., Arzani, A., & Rezaei, A. M. (2011). Genetic variation in safflower (Carthamus 

tinctorious L.) for seed quality-related traits and inter-simple sequence repeat (ISSR) 

markers. International Journal of Molecular Sciences, 12(4), 2664–2677. 

https://doi.org/10.3390/ijms12042664  

Grazina, L., Costa, J., Amaral, J. S., & Mafra, I. (2021). High-Resolution Melting Analysis as a 

Tool for Plant Species Authentication. Methods in Molecular Biology (Clifton, 

N.J.), 2264, 55–73. https://doi.org/10.1007/978-1-0716-1201-9_5 

Guan, L. L., Y. W. Xu, Y. B. Wang, L. Chen, J. F. Shao & W. Wu. (2012). Isolation and 

characterization of a temperature- regulated microsomal oleate desaturase gene (ctFAD2- 

1) from safflower (Carthamus tinctorius L.). Plant Molecular Biology Reporter, 30: 391- 

402.  https://doi.org/10.1007/s11105-011-0349-7  

Gudnason, H., Dufva, M., Bang, D. D., & Wolff, A. (2007). Comparison of multiple DNA dyes 

for real-time PCR: effects of dye concentration and sequence composition on DNA 

amplification and melting temperature. Nucleic Acids Research, 35(19), e127. 

https://doi.org/10.1093/nar/gkm671 

Han, Y., Khu, D. M., & Monteros, M. J. (2012). High-resolution melting analysis for SNP 

genotyping and mapping in tetraploid alfalfa (Medicago sativa L.). Molecular Breeding: 

New Strategies in Plant Improvement, 29(2), 489–501. https://doi.org/10.1007/s11032-

011-9566-x 

Herrmann, M. G., Durtschi, J. D., Bromley, L. K., Wittwer, C. T., & Voelkerding, K. V. (2006). 

Amplicon DNA melting analysis for mutation scanning and genotyping: cross-platform 

comparison of instruments and dyes. Clinical Chemistry, 52(3), 494–503. 

https://doi.org/10.1373/clinchem.2005.063438 

Hosoi, H., Hori, Y., Fukutsuka, K., Osuga, M., Koh, Y., Mushino, T., Hanaoka, N., Yamamoto, 

N., Ohno, H., & Sonoki, T. (2024). Detection of the JAK2 V617F Mutation in Urinary 

https://doi.org/10.1186/1756-0500-4-263
https://doi.org/10.1016/j.ymeth.2010.01.013
https://doi.org/10.1016/j.yexmp.2008.03.012
https://doi.org/10.1093/nar/gng135
https://doi.org/10.3390/ijms12042664
https://doi.org/10.1007/978-1-0716-1201-9_5
https://doi.org/10.1007/s11105-011-0349-7
https://doi.org/10.1093/nar/gkm671
https://doi.org/10.1007/s11032-011-9566-x
https://doi.org/10.1007/s11032-011-9566-x
https://doi.org/10.1373/clinchem.2005.063438


 (1403 پاییز، 3، شماره 1گیاهی )دوره  نژادیمجله ژنتیک و به

16 

Journal of Genetics and Plant Breeding;    Print ISSN: 3060-7965,    Electronic ISSN: 3060-7221 

 

Cell-free DNA in Patients with Myeloproliferative Neoplasms. Internal Medicine 

(Tokyo, Japan), 63(14), 1987–1993. https://doi.org/10.2169/internalmedicine.2837-23 

Kadirvel, P., et al. (2020). "Marker-assisted selection for fast-track breeding of high oleic lines in 

safflower (Carthamus tinctorious L.)." Industrial Crops and Products 158: 112983.  

https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2020.112983 

Khan, S. A., Sung, K., & Nawaz, M. S. (2011). Detection of aacA-aphD, qacEδ1, marA, floR, 

and tetA genes from multidrug-resistant bacteria: Comparative analysis of real-time 

multiplex PCR assays using EvaGreen(®) and SYBR(®) Green I dyes. Molecular and 

Cellular Probes, 25(2-3), 78–86. https://doi.org/10.1016/j.mcp.2011.01.004  

Knopkiewicz, M., Gawlowska, M., & Śawiecicki, W. (2014). The application of high resolution 

melting in the analysis of simple sequence repeat and single nucleotide polymorphism 

markers in a pea (Pisum sativum L.) population. Czech Journal of Genetics and Plant 

Breeding, 50(2), 151-156. https://doi.org/10.17221/113/2013-CJGPB  

Konschak, R., & Tinhofer, I. (2011). Prestaining of PCR products with SYBR Green for agarose 

gel electrophoresis: advantages and limitations. Clinical Chemistry and Laboratory 

Medicine, 49(6), 1069–1071. https://doi.org/10.1515/CCLM.2011.171 

Li, M., Palais, R. A., Zhou, L., & Wittwer, C. T. (2017). Quantifying variant differences in DNA 

melting curves: Effects of length, melting rate, and curve overlay. Analytical 

Biochemistry, 539, 90–95. https://doi.org/10.1016/j.ab.2017.10.015 

Li, Y. D., Chu, Z. Z., Liu, X. G., Jing, H. C., Liu, Y. G., & Hao, D. Y. (2010). A cost-effective 

high-resolution melting approach using the EvaGreen dye for DNA polymorphism 

detection and genotyping in plants. Journal of Integrative Plant Biology, 52(12), 1036–

1042. https://doi.org/10.1111/j.1744-7909.2010.01001.x 

Liew, M., Pryor, R., Palais, R., Meadows, C., Erali, M., Lyon, E., & Wittwer, C. (2004). 

Genotyping of single-nucleotide polymorphisms by high-resolution melting of small 

amplicons. Clinical chemistry, 50(7), 1156–1164. 

https://doi.org/10.1373/clinchem.2004.032136 

Mao, F., Leung, W. Y., & Xin, X. (2007). Characterization of EvaGreen and the implication of 

its physicochemical properties for qPCR applications. BMC Biotechnology, 7, 76. 

https://doi.org/10.1186/1472-6750-7-76 

Montgomery, J. L., Sanford, L. N., & Wittwer, C. T. (2010). High-resolution DNA melting 

analysis in clinical research and diagnostics. Expert Review of Molecular 

Diagnostics, 10(2), 219–240. https://doi.org/10.1586/erm.09.84 

https://doi.org/10.2169/internalmedicine.2837-23
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2020.112983
https://doi.org/10.1016/j.mcp.2011.01.004
https://doi.org/10.17221/113/2013-CJGPB
https://doi.org/10.1515/CCLM.2011.171
https://doi.org/10.1016/j.ab.2017.10.015
https://doi.org/10.1111/j.1744-7909.2010.01001.x
https://doi.org/10.1373/clinchem.2004.032136
https://doi.org/10.1186/1472-6750-7-76
https://doi.org/10.1586/erm.09.84


 1403، و همکاران آقاییپیل

17 

Journal of Genetics and Plant Breeding;    Print ISSN: 3060-7965,    Electronic ISSN: 3060-7221 

Moulazadeh A, & Ghanbariasad A. (2021). The Primer Specificity is Critical to Getting Right 

Results in Real Time PCR. JABS; 11 (1):3665-3666. 

https://doi.org/10.18502/jabs.v11i1.8758   

Ng, J., Holt, D., Andersson, P., & Giffard, P. (2014). DNA concentration can specify DNA 

melting point in a high-resolution melting analysis master mix. Clinical Chemistry, 60(2), 

414-416. https://doi.org/10.1373/clinchem.2013.215582  

Pomeroy, R. S., Balamurugan, K., Wong, H., & Duncan, G. (2014). High-resolution melt analysis 

of the minisatellite D1S80: a potential forensic screening tool. Electrophoresis, 35(21-

22), 3020–3027. https://doi.org/10.1002/elps.201400143 

Sadeghi, S., Tabatabaeian, H., & Hojati, Z. (2015). Optimization of real time PCR for precise 

measurement of HER2 overexpression in breast cancer specimens. Research in 

Molecular Medicine, 3(2), 37-44. https://doi.org/10.7508/rmm.2015.02.006  

Sang, F., & Ren, J. (2006). Capillary electrophoresis of double‐stranded DNA fragments using a 

new fluorescence intercalating dye EvaGreen. Journal of Separation Science, 29(9), 

1275-1280. https://doi.org/10.1002/jssc.200600029  

Shafiei-Koij, F., Ravichandran, S., Barthet, V. J., Rodrigue, N., Mirlohi, A., Majidi, M. M., & 

Cloutier, S. (2020). Evolution of Carthamus species revealed through sequence analyses 

of the fad2 gene family. Physiology and Molecular Biology of Plants: An International 

Journal of Functional Plant Biology, 26(3), 419–432. https://doi.org/10.1007/s12298-

019-00739-4 

Simko I. (2016). High-Resolution DNA Melting Analysis in Plant Research. Trends in Plant 

Science, 21(6), 528–537. https://doi.org/10.1016/j.tplants.2016.01.004 

Słomka, M., Sobalska-Kwapis, M., Wachulec, M., Bartosz, G., & Strapagiel, D. (2017). High 

Resolution Melting (HRM) for High-Throughput Genotyping-Limitations and Caveats in 

Practical Case Studies. International Journal of Molecular Sciences, 18(11), 2316. 

https://doi.org/10.3390/ijms18112316 

Soltani, A., Shariati, A., Didehdar, M., Anoushirvani, A. A., Tabaeian, S. P., & Moradabadi, A. 

(2023). The Effect of DNA Concentration on the HRM Performance in Detecting Jak2 p. 

V617F Variant in Patients with Myeloproliferative Neoplasms. Current Signal 

Transduction Therapy, 18(2), 33-39. 

Takei, F., & Nakatani, K. (2013). The chemistry of PCR primers: concept and application. Israel 

Journal of Chemistry, 53(6‐7), 401-416. https://doi.org/10.1002/ijch.201300027  

Tamburro, M., & Ripabelli, G. (2017). High Resolution Melting as a rapid, reliable, accurate and 

cost-effective emerging tool for genotyping pathogenic bacteria and enhancing molecular 

epidemiological surveillance: a comprehensive review of the literature. Annali di igiene 

https://doi.org/10.18502/jabs.v11i1.8758
https://doi.org/10.1373/clinchem.2013.215582
https://doi.org/10.1002/elps.201400143
https://doi.org/10.7508/rmm.2015.02.006
https://doi.org/10.1002/jssc.200600029
https://doi.org/10.1007/s12298-019-00739-4
https://doi.org/10.1007/s12298-019-00739-4
https://doi.org/10.1016/j.tplants.2016.01.004
https://doi.org/10.3390/ijms18112316
https://doi.org/10.1002/ijch.201300027


 (1403 پاییز، 3، شماره 1گیاهی )دوره  نژادیمجله ژنتیک و به

18 

Journal of Genetics and Plant Breeding;    Print ISSN: 3060-7965,    Electronic ISSN: 3060-7221 

 

: Medicina Preventiva e di Comunita, 29(4), 293–316. 

https://doi.org/10.7416/ai.2017.2153 

Taylor C. F. (2009). Mutation scanning using high-resolution melting. Biochemical Society 

Transactions, 37(Pt 2), 433–437. https://doi.org/10.1042/BST0370433 

Vossen, R. H., Aten, E., Roos, A., & den Dunnen, J. T. (2009). High-resolution melting analysis 

(HRMA): more than just sequence variant screening. Human Mutation, 30(6), 860–866. 

https://doi.org/10.1002/humu.21019 

Wahyuningsih, H., K Cayami, F., Bahrudin, U., A Sobirin, M., Ep Mundhofir, F., Mh Faradz, S., 

& Hisatome, I. (2017). Optimization of PCR Condition: The First Study of High 

Resolution Melting Technique for Screening of APOA1 Variance. Yonago Acta Medica, 

60(1), 24–30. https://doi.org/10.3390/biom13101468   

Wang, J., Pan, X., & Liang, X. (2016). Assessment for Melting Temperature Measurement of 

Nucleic Acid by HRM. Journal of Analytical Methods in Chemistry, 2016, 5318935. 

https://doi.org/10.1155/2016/5318935 

Weissman, D., Pardi, N., Muramatsu, H., & Karikó, K. (2013). HPLC purification of in vitro 

transcribed long RNA. Methods in Molecular Biology (Clifton, N.J.), 969, 43–54. 

https://doi.org/10.1007/978-1-62703-260-5_3 

Wittwer C. T. (2009). High-resolution DNA melting analysis: advancements and 

limitations. Human mutation, 30(6), 857–859. https://doi.org/10.1002/humu.20951 

Wittwer, C. T., Reed, G. H., Gundry, C. N., Vandersteen, J. G., & Pryor, R. J. (2003). High-

resolution genotyping by amplicon melting analysis using LCGreen. Clinical 

chemistry, 49(6 Pt 1), 853–860. https://doi.org/10.1373/49.6.853 

Wittwer, C. T., Reed, G. H., Gundry, C. N., Vandersteen, J. G., & Pryor, R. J. (2003). High-

resolution genotyping by amplicon melting analysis using LCGreen. Clinical 

Chemistry, 49(6 Pt 1), 853–860. https://doi.org/10.1373/49.6.853 

Yamagata, Y., Yoshimura, A., Anai, T., & Watanabe, S. (2018). Selection criteria for SNP loci 

to maximize robustness of high-resolution melting analysis for plant breeding. Breeding 

Science, 68(4), 488–498. https://doi.org/10.1270/jsbbs.18048 

Yang, J., Kemps-Mols, B., Spruyt-Gerritse, M., Anholts, J., Claas, F., & Eikmans, M. (2016). The 

source of SYBR green master mix determines outcome of nucleic acid amplification 

reactions. BMC Research Notes, 9, 292. https://doi.org/10.1186/s13104-016-2093-4  

 

 

https://doi.org/10.7416/ai.2017.2153
https://doi.org/10.1042/BST0370433
https://doi.org/10.1002/humu.21019
https://doi.org/10.3390/biom13101468
https://doi.org/10.1155/2016/5318935
https://doi.org/10.1007/978-1-62703-260-5_3
https://doi.org/10.1002/humu.20951
https://doi.org/10.1373/49.6.853
https://doi.org/10.1373/49.6.853
https://doi.org/10.1270/jsbbs.18048
https://doi.org/10.1186/s13104-016-2093-4

