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  چکیده

هاي اخیر بر سطح زیر کشت این گیاهان در سال و گیاهان تراریخته یکی از دستاوردهاي مهم بیوتکنولوژي نوین در زمینه کشاورزي هستند

بـه داخـل کشـور ممنـوع      المللی ایمنی زیستی، واردات گیاهان تراریخته بدون مجوز کمیته ایمنی زیستیشده است. طبق قانون بینافزوده 

فرنگـی از  هـایی از گوجـه  وجود دارد. در مطالعه حاضر، نمونهتراریخته بودن یا نبودن آنها هاي دقیق براي ارزیابی نیاز به روش ،لذااست. 

ادغـام شـده   هـاي  آوري شد تا به ظن تراریخته بـودن، حضـور ژن  ها در سطح استان اصفهان جمعها و گلخانهمنابع مختلف مانند فروشگاه

و  CaMV35S ترتیب براي شناسایی پروموتورکه به  NOS-1/NOS-3و  P35S F/Rخارجی در آنها ارزیابی شود. ابتدا، با آغازگرهاي عمومی

تـوالی   %100تکثیـر شـدند. همولـوژي     bp 180و  bp195 ترتیـب  گیرند، قطعات نوکلئوتیدي بـه مورد استفاده قرار می NOSدهنده خاتمه

ورزي هاي موجود در بانک ژنی تأیید نمود که محصولات مورد بررسی به لحاظ ژنتیکی دسـت ي این قطعات در مقایسه با نمونهنوکلئوتید

کـار  گالاکتوروناز، بهسنس ژن پلی، اختصاصی براي تکثیر آنتیPG F/Rهاي تراریخته، جفت آغازگر فرنگیمنظور شناسایی گوجهاند. بهشده

مربـوط بـه قسـمتی از     bp 384 یـا هـر دو را داشـتند، بانـد    NOS دهنده یا خاتمه P35Sکه باند مربوط به پروموتور  هاییرفت. تمام نمونه

این قطعه با بخشی از توالی ثبت شده ژن مزبور در  %100سازي، شباهت ردیفیابی و همند که پس از توالیکردرا تکثیر  PGسنس ژن آنتی

کننـدگان از ماهیـت   فرنگی تراریخته در بازار ایران وجود دارد، بدون آنکه مصرفنشان داد که گوجه بانک ژن محرز شد. نتایج این تحقیق

 .تغییر یافته آن اطلاع داشته باشند

  

  

  ، ردیابیPCRفرنگی، تراریخته، گوجه کلمات کلیدي:

  

  

  مقدمه

فنـاوري،  هـاي نـوین زیسـت   با پیشرفت علم و ظهور تکنولوژي

و  مغذي مواد کیفیت، افزایش با هدف هاسبزي ها ومیوه اصلاح

 و آفـات  بـه  مقـاوم  تولید گیاهان و همچنین آنها نگهداري زمان

از طریـق تولیـد گیاهـان تراریختـه صـورت       هاي محیطـی تنش

ــی ــرد (م ــان  .)7گی ــار زی ــاکنون آث ــاطرهت ــاد مخ ــز آور و ابع آمی

طور قطعـی و علمـی بـه    محصولات تراریخته و بیوتکنولوژي به

سیده اسـت. امـا دانشـمندان و متخصصـین ایـن رشـته       اثبات نر

 توانند و نباید آثـار منفـی احتمـالی ایـن محصـولات را بـر      نمی

  زیست و سلامتی انسان نادیده بگیرند.محیط

  
  

  گروه بیوتکنولوژي، دانشکده کشاورزي، دانشگاه صنعتی اصفهان .1

 mtalebi@cc.iut.ac.irمسئول مکاتبات، پست الکترونیکی: *
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آنجا که بعضی از محصولات وارداتـی بـه کشـور از مبـادي      از

شود، بنابراین شناسایی محصـولات  گمرکی وارد نشده و کنترل نمی

هاي بازرگانی و تحقیقـاتی  تراریخته یکی از مشکلات عمده سازمان

). با این حال، تحقیقات اندکی در این رابطـه در کشـورمان   2است (

نجام شده، تنها در پژوهشـی کـه   هاي اانجام شده است. طبق بررسی

ــار حضــور ذرت   2011در ســال  ــین ب صــورت گرفــت، بــراي اول

تراریخته در محصـولات غـذایی فـراوري شـده در بـازار ایـران بـا        

  ).26کیفی گزارش شد ( PCRاستفاده از روش 

)، GMOتراریختــه ( محصــولات تشــخیص و شناســایی بــراي

 اسـتفاده،  مورد وشر نوع براساس. اندشده ابداع مختلفی هايروش

GMO جملـه  از مختلـف  سـطوح  در تـوان می را ها RNA، DNA، 

 شناسـایی  یافتـه انتقـال  ژن از حاصل فنوتیپ یا هامتابولیت پروتئین،

 محصـولات  بتوانـد  که باشد ايگونهبه باید استفاده مورد روش. کرد

 را کشـاورزي  هـاي فـراورده  و غـذاها  انـواع  شـامل  GMO مختلف

 بـا  و تکرارپـذیري  اطمینـان،  حساسیت، حداکثر و با کمیّ صورتبه

  .)30( کند شناسایی خطا حداقل

هاي آنالیزي روي مواد خام مانند بذرها، معمولاً از در آزمون

کـش بـراي ارزیـابی    سنجی علفهاي زیستی مانند زیستآزمون

هـاي ایمیونولوژیـک   )، آزمـون 20( فنوتیپ حاصل از ژن انتقالی

اي پلیمـراز  ین حاصـل و واکـنش زنجیـره   براي شناسـایی پـروتئ  

)PCR جهت کاوش (DNA   شـود درج شده، اسـتفاده مـی )24 .(

در حال حاضر، تنها آزمون زیستی در دسترس، بـراي شناسـایی   

کـش  سـنجی علـف  کش است که زیستصفت مقاومت به علف

زنی در محیط کشت شود و شامل انجام آزمایش جوانهنامیده می

و  GMOکـش اسـت کـه در آن بـذرهاي     جامد در حضور علف

  .)20( دهندهاي متفاوتی را نشان میویژگی GMOغیر 

داراي دقـت و حساسـیت بسـیار     DNAتشخیص براسـاس  

هاي ترین روشسازي نیز است. معمولزیادي است و قابل کمّی

ــاترن بـــلات  DNAبراســـاس  GMOتشـــخیص  ، روش سـ

)Southern Blot و (PCR   ،هـیچ   است. در روش سـاترن بـلات

شـود.  گیرد و تنها از یک پروپ استفاده میتکثیري صورت نمی

دلیـل تکثیـر   از دو آغازگر استفاده شده و به PCRدرحالی که در 

DNA) 4، مقادیر اندك نیز قابل ردیابی است.(  

در حال حاضر، پرکاربردترین روش براي شناسایی محصـولات  

ــتفاده از روش   ــه، اس ــت ( PCRتراریخت ــداز و اه). ر22و  20اس ان

ورزي شـده وجـود دارد،   هاي دسـت اي که اکثراً در ژندهندهخاتمه

). 30و  10اســت ( NOSدهنــده و خاتمــه CaMV35Sانــداز راه

، DNAترکیبی از دو روش غربالگري براي شناسایی ایـن دو تـوالی   

ــا   %80حــدود  ــه را در سراســر دنی از محصــولات زراعــی تراریخت

عنـوان یـک نشـانگر    به CaMV35Sور ). پروموت9کند (شناسایی می

شـود  گیاهان تراریختـه اسـتفاده مـی    %95جهانی در تجزیه و تحلیل 

از محصولات تراریخته داراي یک کپی از ایـن   %56) و بیش از 12(

ــه  ــتند. خاتم ــور هس ــده پروموت ــولات  %37در  NOSدهن از محص

 2008). در پژوهشـی در سـال   6تراریخته تأیید شـده وجـود دارد (  

هاي کلزاي تراریخته مجاز و غیرمجاز در کشـور  شناسایی لاین براي

اسـتفاده شـد   NOS دهنده و خاتمه 35Sکانادا از دو عنصر پروموتور 

، این دو عنصـر در ردیـابی و   2012). در پژوهشی دیگر در سال 8(

استفاده شـدند   RCH2 و R3 ،JK99شناسایی سه لاین پنبه تراریخته 

، از ایـن دو عنصـر در   2001در سـال  ). همچنین، در پژوهشی 27(

کمـک گرفتـه    PCRغربالگري عمومی سویاهاي تراریخته از طریق 

هاي مورد بررسی با اسـتفاده  ). معمولاً پس از ارزیابی نمونه17شد (

از روش غربالگري عمومی و تشـخیص تراریختـه بـودن آنهـا، بـه      

 ). در20شـود ( شناسایی نـوع ژن افـزوده شـده بـه آنهـا اقـدام مـی       

هاي ذرت، سویا و منظور شناسایی نمونه، به2011پژوهشی در سال 

ــق روش    ــده، از طری ــراوري ش ــولات ف ــه در محص ــرنج تراریخت ب

Multiplex Nested PCR هـاي  ، از آغازگرهایی که براي تکثیـر ژن 

Cry1A(b) و CP4-EPSPS) همچنـین،  5وجود دارند، استفاده شد .(

هـاي تراریختـه از   یی پنبـه ، براي شناسـا 2012در پژوهشی در سال 

ــق  ــور  PCRطری ــر پروموت ــراي تکثی و  35S، از آغازگرهــایی کــه ب

  ).27وجود دارند، استفاده شد ( Cry1Acو ژن  NOSدهنده خاتمه

غــذایی  فــراورده یــک تجــاري فــروش بــراي موافقــت اولــین

  Flavar savarتجـاري  نـام  با تراریخته فرنگیگوجه تراریخته، تولید

) Calgeneبود که توسط شـرکت کـالژن (   میوه یدگیرس در تأخیر با

آگـاهی از   ).30و  3تولید شد ( 1994ایالات متحده آمریکا در سال 
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هـاي خـاص نظیـر ژن    اینکه فرایند رسیدگی، در اثر فعال شـدن ژن 

سـازي  همسانه دهد، زمینه) رخ میPGگالاکتوروناز (ي پلیرمزکننده

کـی نرمـی میـوه نشـان داد کـه      ها را فراهم کـرد. تغییـر ژنتی  این ژن

کمـک  توان یک ویژگی معین را از راه کاهش بیان ژن داخلی بـه می

). بـا  29ورزي کـرد ( سنس و بازدارندگی توأم دستهاي آنتیروش

فرنگی، کـه  به ژنوم گوجه PG ي اضافی از ژنوارد کردن یک نسخه

 هـاي و هیبرید شـدن رونوشـت   کندژن را در جهت مخالف کد می

RNA جهت - اي راسته )sense (جهـت  - و عکس )antisense( 

انـد و تـوالی   ترتیب حاصـل رونویسـی ژن درونـی و بیرونـی    که به

 mRNA مکمل یکدیگر دارند، منجر به کاهش مقـدار در دسـترس  

شـود. کـاهش بیـان    جهت بـراي ترجمـه بـه پـروتئین مـی      - راست

جـه  دهـد و در نتی ي پکتـین را کـاهش مـی   گالاکتوروناز، تجزیهپلی

ها را کند کرده و نرم شـدن میـوه بـه    ي پکتینی سلولتخریب دیواره

نشـانگر یـک ژن مقاومـت بـه     همـراه بـا ایـن ژن،     .افتـد تأخیر مـی 

، )NPTII( 2فرازسناي آنزیم نئومایسین فسفوتربیوتیک، کدکنندهآنتی

هاي آمینوگلیکوزیدي مانند کانامایسـین و نئومایسـین   وتیکیبکه آنتی

دهنده و خاتمه CaMV35Sانداز ، تحت کنترل راهکندیرا غیرفعال م

NOS بنـابراین، هـدف از ایـن تحقیـق، ردیـابی      . استفاده شده است

دهنده و سپس شناسـایی ژن انتقـال   نشانگر ژنی، پروموتور و خاتمه

هـاي تراریختـه در   فرنگیمنظور ردیابی گوجهبه PCRیافته از طریق 

  بازار ایران است.

  

  هامواد و روش

  هاي گیاهیآوري نمونهجمع

اي در فرنگی شامل چهار نمونـه برگـی از گلخانـه   هایی از گوجهنمونه

آباد، یـک نمونـه   اي در نجفتیران اصفهان، سه نمونه برگی از گلخانه

شـــهر و دو نمونــه کاســـبرگ از  اي در شــاهین برگــی از گلخانـــه 

ري آوهاي موجود در فروشگاهی در شهر اصـفهان جمـع  فرنگیگوجه

شد و به آزمایشگاه منتقل شد. همچنین، یـک نـوع سـویاي تراریختـه     

 Roundup Ready(M96-133109)عنــوان کنتــرل مثبــت، بــا نــام بــه

، کــه داراي پروموتــور Minnesotaاهــدایی دکتــر دانــش از دانشــگاه 

P35Sدهنده ، خاتمهNOS  و ژنCP4-EPSPS .است، آماده شد  

  کیفیت آن ژنومی و تعیین کمیت و DNAاستخراج 

فرنگی، روش از برگ و کاسبرگ گوجه DNAمنظور استخراج به

Jobes ) مورد اسـتفاده قـرار گرفـت. غلظـت و     14و همکاران (

استخراج شده از هـر نمونـه در مقایسـه باغلظـت      DNAکیفیت 

 EcoRIهاي برشی فاژ لامبدا بریده شده با آنزیم DNAاستاندارد 

و بقایاي  DNAزان کشیدگی تعیین شد. با بررسی می HindIIIو 

ارزیـابی و   DNAساکاریدي در چاهک کیفیـت  هاي پلیآلودگی

اسـتخراج شـده بـا تـراکم      DNAبا مقایسه ضـخامت بانـدهاي   

ها تخمین نمونه DNA، غلظت IIIنشانگر اندازه  DNAباندهاي 

زده شد. در نهایت، با اضـافه کـردن آب مقطـر اسـتریل، میـزان      

  نانوگرم در میکرولیتر تنظیم شد. 10ها تا حدود غلظت نمونه

  

  کنترلی PCRواکنش 

هـاي تجزیـه وتحلیـل محصـولات تراریختـه بــر      در اکثـر روش 

طور طبیعی در تمـام  ، از یک ژن مرجع داخلی، که بهPCRمبناي

عنوان کنترل مثبت هاي گیاهی مورد بررسی وجود دارد، بهنمونه

ی واکـنش  اسـتخراج شـده و کـارآی   DNA براي ارزیابی کیفیـت  

PCR در این پژوهش، از 5شود (و افزایش اطمینان استفاده می .(

ــازگر   ــت آغ ــدول  RBCL-F/RBCL-Rجف ــراي  1(ج ــه ب ) ک

تشخیص ژن زیر واحـد بـزرگ آنـزیم ریبولـوز بـیس فسـفات       

هاي ) وجود دارد و در تمام نمونهRBCL( اکسیژناز-کربوکسیلاز

  شد.  عنوان کنترل مثبت استفادهگیاهی مشترك است، به

ــنش  ــدل   PCRواکـ ــدروف مـ ــایکلر اپنـ ــتگاه ترموسـ   در دسـ

Master Cycler Gradient  نانوگرم  60شاملDNA بافر ،PCR ،

پیکومـول از   dNTPs ،5مولار میلی 2MgCl ،2/0مولار میلی 2/1

 پلیمـراز در   Taq DNAهر یک از آغازگرها و یک واحد آنـزیم 

درجه سلسیوس  95میکرولیتر و با برنامه دمایی  15حجم نهایی 

درجه  95ثانیه در دماي  30چرخه شامل  30دقیقه و  10مدت به

چرخــه  10سلســیوس، یــک دقیقــه در دمــاي اتصــال (در هــر  

 درجه سلسیوس) و یک دقیقـه در دمـاي   58و  60، 65ترتیب به

 اي در دمـاي دقیقـه  10درجه سلسیوس و نهایتاً یک چرخـه   72

  ریزي شد.درجه سلسیوس برنامه 72
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  . مشخصات آغازگرهاي استفاده شده در این پژوهش1ل جدو

  منبع آغازگر )bpقطعه ( طول  توالی آغازگر  نام جفت آغازگر  ردیف

1  RBCL-F  
RBCL-R  

5`-AATCTTCTACTGGTACATGGAC-3`  
5`-TCATCATCTTTGGTAAAATCAAG-3`  

  )28و  25(  433

2  NOS-1  
NOS-3  

5`- GAA TCC TGT TGC CGG TCT TG-3` 
5`- TTA TCC TAG TTT GCG CGC TA-3` 

180  )18(  

3  P35S-F  
P35S-R 

5`-  GCT CCT ACA AAT GCC ATC A-3`  
5`-  GAT AGT GGG ATT GTG CGT CA-3` 

195  )18(  

4  NPTII-F  
NPTII-R 

5`-GACAGGTCGGTCTTGACAAAAAG-3` 
5`-GAACAAGATGGATTGCACGC-3` 

155  )23(  

5  PG-F 
PG-R 

5`-GGATCCTTAGAAGCATCTAGT-3`  
5`-CGTTGGTGCATCCCTGCATGG-3` 

384  )10(  

  

  غربالگري با استفاده از آغازگرهاي عمومی

 CaMV 35Sاز آنجا که اکثر محصولات تراریخته، شامل پروموتـور  

ــه ــا خاتم ــده و ی ــارکر  NOSدهن ــابراین  NPTIIو ژن م هســتند، بن

بـا   PCRشناسایی و تعیین کیفی حضور ژن تراریخته در ابتدا توسط 

وجـود دارد،   هـا استفاده از آغازگرهاي عمومی که براي ایـن تـوالی  

بــراي جفــت آغازگرهــاي  PCR). مــواد 30و  20، 15(  انجــام شــد

NOS-1/NOS-3 ،P35S-F P35S-R/ وNPTII-F/NPTII-R  ــابه مش

کنترلـی تنظـیم    PCRکنترلی آماده شد. برنامه دمایی همانند  PCRبا 

و  NOSو آغازگرهاي   P35S 56شد. اما دماي اتصال براي آغازگر 

NPTII 54 سازي شد.هینهدرجه سلسیوس ب  

  

  فرنگی تراریختهشناسایی گیاهان گوجه

کـه   PG-R/PG-Fدر این پژوهش، از جفت آغازگر اختصاصـی  

)، 11گالاکتورونـاز وجـود دارد (  سـنس ژن پلـی  براي تکثیر آنتی

 PCRفرنگـی تراریختـه از طریـق    براي شناسایی گیاهـان گوجـه  

هـاي  نشو برنامه دمایی مشابه دیگر واک PCRاقدام شد. واکنش 

PCR  درجه سلسیوس انجام شد. 65و با دماي اتصال  

  

  وسیله الکتروفورز ژل آگارزبه PCR بررسی محصول 

، PCRجهت مشاهده باندهاي حاصل از تکثیر قطعات در واکـنش  

میکرولیتر بافر بارگذاري  2با  PCRمیکرولیتر از محصول  5مقدار 

تخلیـه   TBEدرصد بافر  2/1مخلوط شده و در چاهک ژل آگارز 

جهت تخمـین انـدازه    50و  bp 100نشانگر اندازه  شد. همچنین،

هـا تخلیـه شـد. ژل    باندهاي تکثیر شده در یک چاهک کنار نمونه

 V/cm 9مــدت یــک ســاعت در میــدان الکتریکــی بــا شــدت بــه

آمیزي توسـط اتیـدیوم برومایـد در    الکتروفورز شد و پس از رنگ

تحـت اشـعه فـرابنفش     Viber Lourmat Gel Documentدستگاه 

  برداري شد.نانومتر قرار گرفت و عکس 254با طول موج 

  

  تکثیرشده با آغازگرهاي مورد استفاده DNAیابی قطعات توالی

هاي مورد بررسی با استفاده از تکثیرشده از نمونه DNAقطعات 

منظـور تعیـین   ، بهPCRروش جفت آغازگرهاي مورد استفاده به

هـاي تراریختـه بـا    ت شناسـایی نمونـه  هویت آنها و تأیید صـح 

ــه شــرکت  ــوالی   Macrogeneارســال ب ــین ت ــوبی، تعی ــره جن ک

یابی، الکتروگـرام  نوکلئوتیدي شدند. پس از دریافت نتایج توالی

بررسی شد و  version 2.2 Chromasافزار توالی هر نمونه با نرم

پـس از اطمینـان از کیفیـت مناسـب آنهـا، در پایگـاه اطلاعــاتی       

)WWW.NCBI.nlm.nih.gov (NCBI هاي موجـود در  با توالی

  ردیف شد.بانک ژن هم

  

  نتایج و بحث

  فرنگیهاي گوجهکنترلی روي نمونه PCRنتایج حاصل از 

 با جفت آغازگر ژن PCR، واکنش  DNAپس از انجام استخراج

 انجام شـد. طـی ایـن واکـنش، در همـه      RBCL F/Rکنترل داخلی 
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  F/R RBCLفرنگی با جفت آغازگر هاي گوجهجفت بازي از نمونه DNA433 . تکثیر قطعه 1شکل 

  

جفت بازي مربوط به قسمتی  433هاي مورد بررسی یک باند نمونه

 DNA) و مشـخص شـد کـه    1تکثیر یافـت (شـکل    RBCLاز ژن 

 PCRاستخراج شده از کمیت و کیفیت مناسبی براي انجـام واکـنش   

عنـوان  طور گسترده بهبه در حال حاضر RBCLبرخوردار است. ژن 

ژن کنترل داخلی در تشـخیص گیاهـان تراریختـه، از جملـه پاپایـا،      

  ).19شود (فرنگی استفاده میفرنگی، برنج و توتگوجه

  

ــخیص     ــراي تش ــومی ب ــالگري عم ــل از غرب ــایج حاص نت

  هاي تراریختفرنگیگوجه

براساس استفاده از سیستم غربالگري عمومی، نسـبت بـه ردیـابی    

و ژن  NOSدهنــده ، خاتمــهCaMV 35Sلی (پروموتــور ســه تــوا

) که معمولاً در اکثر محصـولات تراریخـت وجـود    NptIIنشانگر 

). در این پژوهش، پس از انجـام  30و  20، 15، 4دارد، اقدام شد (

 NOS-1/NOS-3 با اسـتفاده از جفـت آغازگرهـاي     PCRواکنش 

کنتـرل   همـراه نمونـه  فرنگی، شش نمونه بـه نمونه گوجه 10روي 

 NOSدهنـده  مربوط به قسمتی از خاتمـه  bp 180مثبت سویا باند 

را تکثیــر کردنــد کــه پــس از الکتروفــورز روي ژل آگــارز قابــل  

  ).2مشاهده بود (شکل 

ــاکتري  NOSدهنــده خاتمــه ــالین ســینتاز از ب کــه از ژن نوپ

اگروباکتریوم مشتق شده، در محصولات تراریخته بـراي خاتمـه   

). 16گیـرد ( دغام شده مورد استفاده قرار مـی هاي ارونویسی ژن

از محصـولات تراریختـه تأییـد شـده      %37دهنـده در  این خاتمه

  ).6وجود دارد (

بـا   PCR)، نتـایج حاصـل از الکتروفـورز محصـولات     3شـکل ( 

هـاي  روي نمونـه  P35S-F/ P35S-Rاسـتفاده ازجفـت آغـازگر    

ر یک قطعه دهد. این آغازگر امکان تکثیفرنگی را نشان میگوجه

bp 195  مربوط به قسمتی از توالی پروموتـور ،P35S  را فـراهم ،

فرنگی مورد آزمایش، در هفت نمونه نمونه گوجه 10کند. از می

) کـه تـوالی   8هـا (کـد   باند مربوطه تکثیر شد. در یکی از نمونه

در آن ردیـابی شـد، بـا جفـت آغـازگر       P35Sجفت بازي  195

NOS-1/NOS-3  دهنـده  جفـت بـازي از خاتمـه    180تکثیر باند

NOS  ممکــن نشــده بــود. در ایــن مــورد خــاص، احتمــال داده

 ايدهنـده شود که در فرایند تراریختگی این نمونـه از خاتمـه  می

  استفاده شده باشد.   NOSغیر از 

مربوط به ویـروس موزاییـک گـل     RNA 35Sپروموتور ژن 

تفاده شده براي )، پرکاربردترین پروموتور اس35Sکلم (پروموتور 

 %56) و بـیش از  16هاي گیاهی است (ها در ناقلکنترل بیان ژن

 .از محصولات تراریخته، داراي یک کپی از این پروموتور هستند

هـاي  طـور گسـترده در روش  بـه  PCRبا واکـنش  P35S ردیابی 

  ).6گیرد (ها مورد استفاده قرار میGMOغربالگري 

 یاهی، احتمال دستیابی بـه طی عملیات مربوط به تراریختگی گ

هاي تراریخته فراوانی گیاهان تراریخته زیاد نیست و معمولاً نمونه

کمی دارند. بنابراین، ضروري اسـت جهـت اطمینـان از تراریختـه     

 عنـوان هایی از ناقل تراریختـی را بـه  ها، حضور قسمتبودن نمونه
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  NOS-1/NOS-3 فرنگی با استفاده ازجفت آغازگر ههاي گوجنمونه PCR. الکتروفورز ژل آگارز محصولات 2شکل 

M ) نشانگر اندازهbp 50 فرنگی بومی)کنترل منفی(گوجه 11فرنگی و چاهک هاي گوجهنمونه 2- 10هاي کنترل مثبت (سویا)، چاهک 1)، چاهک  

  

  
  P35S-F/P35S-R فرنگی با استفاده ازجفت آغازگر هاي گوجهنمونه PCR. الکتروفورز ژل آگارز محصولات 3شکل 

M ) نشانگر اندازهbp 100 فرنگی بومی)(گوجه کنترل منفی 11فرنگی و چاهک هاي گوجهنمونه 2- 10هاي کنترل مثبت (سویا)، چاهک 1)، چاهک  

  

ترین نشانگر قابـل  ). شاید کاربردي1نشانگر در گیاهان تأیید کرد (

یسـین  بیوتیـک کاناما باشـد کـه در برابـر آنتـی     NptIIگزینش، ژن 

). به این دلیـل، در غربـالگري عمـومی    30کند (مقاومت ایجاد می

ــه ــیگوج ــخیص ژن   فرنگ ــه، تش ــاي تراریخت ــت  NptIIه اهمی

فرنگـی تراریخـت   هاي گوجهاي دارد و تقریباً اکثر لاینالعادهفوق

و  N1 35 ،5345 ،8338 ،B-Da-F، 1345- 4تأیید شده، از جملـه  

Flavr Savr انامایسـین  داراي ژن مقاومت به کNptII  ) 6هسـتند .(

بـا   PCRبا این وجود، در ایـن پـژوهش، پـس از انجـام واکـنش      

ــازگر   ــت آغ ــتفاده از جف ــه NptII-R/NptII-Fاس ــاي روي نمون ه

مربوط بـه تکثیـر    bp 155ها باند فرنگی، هیچکدام از نمونهگوجه

رود را نشان ندادند. احتمال می NptIIقسمتی از توالی ژن نشانگر 

دسـت آوردن گیاهـان تراریختـه در مراحـل بعـدي      از بـه  که پس

نسبت به حذف این ژن اقدام شده است. در واقـع، از زمـان ورود   

هـاي عمـومی   کار، نگرانـی وگیاهان زراعی تراریخته به بازار کشت

هـاي  ویژه در مـورد ایمنـی ژن  در مورد ایمنی فرایند تراریختی، به

هـا را  حدي رسیده که دولتکش، به بیوتیک و علفمقاوم به آنتی

هـاي  وادار به واکنش کرده است. بنابراین، حرکتی به سوي فناوري

ژن پاك صورت گرفته است که براساس آن نشانگر قابل گـزینش  

اي، دیگر وجود نداشته باشد و یا از یک نشـانگر  در گیاهان مزرعه

  ).1تر استفاده شود (قابل قبول
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ربـالگري محصـولات   تـرین مشـکلات سیسـتم غ   یکی از مهـم 

کننده است. به این مفهـوم کـه حضـور    تراریخته، نتایج غلط و گمراه

و ژن  NOSدهنده ، خاتمه35Sیکی از اهداف غربالگري (پروموتور 

 GMOمشـتق شـده از    DNA) لزوماً دلیلی بر حضور NptIIنشانگر 

طـور  ویروسی باشد که به 35Sنیست و ممکن است منبع پروموتور 

). بـه ایـن ترتیـب، غربـالگري     13را آلوده کـرده باشـد (  طبیعی گیاه 

را هـدف قـرار    NOSدهنـده  یـا خاتمـه   35Sعمومی که پروموتـور  

طور طبیعـی در گیاهـان آلـوده    تواند بین عناصري که بهدهد، نمیمی

هـا حضـور دارنـد،    GMOهـاي ژنتیکـی   وجود دارد یا در دسـتواره 

دیگر اعضاي خـانواده  خصوص در مورد کلزا و تفاوت قائل شود. به

کلـم  طور طبیعی توسط ویروس موزائیک گـل براسیکا، که احتمالاً به

ممکن اسـت   35Sاند، نتیجه مثبت از غربالگري پروموتور آلوده شده

). همچنـین،  20) باشـد ( False- Positiveگیـري غلـط (  یک نتیجـه 

بیوتیک ممکـن اسـت در مرحلـه اولیـه     نشانگرهاي مقاومت به آنتی

). بنابراین، با توجه به معایـب  21اهان تراریخته حذف شوند (نمو گی

و ژن NOS دهنـده  ، خاتمـه 35Sاسـتفاده از نشـانگرهاي پروموتـور    

، براي شناسایی محصولات تراریخته، ضروري اسـت  NptIIنشانگر 

هاي اختصاصـی منتقـل شـده بـه ایـن گیاهـان بـراي        از ردیابی ژن

  د.  تشخیص تراریخته بودن آنها استفاده کر

ــور   ــود پروموتـ ــژوهش وجـ ــن پـ ــه در ایـ و  P35Sاگرچـ

فرنگـی، تراریختـه   هـاي گوجـه  در اکثر نمونه NOSدهنده خاتمه

دست آمده بودن آنها را اثبات کرد، ولی براي اطمینان از نتایج به

هــاي لازم بــود شناســایی ژن ادغــام شــده در ایــن نمونــه     

  هاي تراریخته مورد توجه قرار گیرد.فرنگیگوجه

  

  فرنگی تراریخته هاي گوجهایج حاصل از شناسایی نمونهنت

ها با اسـتفاده از روش غربـالگري عمـومی و    پس از ارزیابی نمونه

تشخیص تراریخته بودن آنها، به شناسایی نوع ژن افزوده شـده بـه   

ورزي ژنتیکـی گیـاه   آنها اقدام شد. از آنجا که اکثر مطالعات دست

)، در 30انـد ( ی متمرکـز شـده  فرنگی روي تأخیر در رسیدگگوجه

فرنگی تراریخـت، از  منظور شناسایی گیاهان گوجهاین پژوهش، به

سـنس ژن  ، کـه قابلیـت تکثیـر آنتـی    PG-F/PG-Rجفت آغـازگر  

هـایی کـه   )، استفاده شد. تمام نمونـه 10گالاکتوروناز را دارد (پلی

یـا هـر دو را    P35Sیا پروموتور  NOSدهنده باند مربوط به خاتمه

جفت بـازي مربـوط بـه قسـمتی از      DNA 384اشتند یک قطعه د

). بنابراین، 4گالاکتوروناز را تکثیر کردند (شکل سنس ژن پلیآنتی

هاي تراریخته مـورد بررسـی،   فرنگیرسد در تولید گوجهنظر میبه

ــدف   ــق هـ ــیدگی از طریـ ــأخیر در رسـ ــفت تـ ــري ژن صـ گیـ

  ه بوده است.  سنس مورد توجکمک روش آنتیگالاکتوروناز بهپلی

هـاي خـودرس   رسیدگی میوه، فرایندي فعال است که در میوه

فرنگی با افزایش سریع تنفس، تولید اتیلن، نـرم شـدن   مانند گوجه

و تغییرات رنگ و طعم همراه است. نرمی میـوه بیشـتر در نتیجـه    

گالاکتورونـاز و  هـاي پلـی  وسـیله آنـزیم  اي بـه تجزیه دیواره یاخته

صـورت  گالاکتورونـاز بـه  اسـت. آنـزیم پلـی    پکتین متیـل اسـتراز  

Denevo شـود و تخریـب رشـته    ، طی مراحل رسیدگی، تولید مـی

دنبال دارد. این رشته، چسب پکتینـی  گالاکتورونیک اسید را بهپلی

یکـدیگر   هـاي مجـاور بـه   تیغه میانی را که باعـث اتصـال یاختـه   

ر اثـر  دهد. آگاهی از این که فرایند رسیدگی دشود، تشکیل میمی

گالاکتوروناز پلی هاي مرتبط با آن نظیر ژن رمزکنندهفعال شدن ژن

). در 1ها را فـراهم کـرد (  سازي این ژندهد، زمینه همسانهرخ می

گالاکتوروناز در مرحله رسیدگی به هاي تراریخته، فعالیت پلیمیوه

مقدار زیادي کاهش یافت. افزون بر این، این کاهش فعالیت آنزیم 

حالی که اثري بـر سـایر وقـایع    أخیر در نرمی میوه شد. درباعث ت

رسیدن میوه نداشت. براي مثال، رنگدانه قرمـز لیکـوپن، حتـی در    

حالی شد. درهاي تراریخته هنوز ذخیره میزمان رسیدگی این میوه

که از تولید آنزیم نرمی میوه جلـوگیري شـده بـود. تـأثیر کـاهش      

ــی  ــارکرد پل ــوه ک ــاز در می ــه داراي  گالاکتورون ــم،  PGتراریخت ک

اورونیــدهاي بــزرگ جلــوگیري از تخریــب پکتــین و تولیــد پلــی

  ).29اي بود (موجود در دیواره یاخته

  

  PGو  P35S، NOSیابی قطعات ژنی نتایج حاصل از توالی

، PGو  P35S، NOS بـا آغازگرهـاي   PCRپس از انجام واکنش 

 ـ       تمشاهده قطعات ژنـی تکثیـر شـده و بررسـی غلظـت و کمی

 منظـور تعیـین هویـت و   باندهاي تکثیر شده روي ژل آگارز، بـه 
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  ۱۳۹۷ زمستان/ چهارم / شمارهنهم/ سال اي هاي گلخانهكشتعلوم و فنون 

۷۸ 

  
  F/R PGگالاکتوروناز با استفاده از جفت آغازگر جفت بازي تکثیر یافته ژن پلی 384. قطعه 4شکل 

M ) نشانگر اندازهbp 50 فرنگیهاي گوجهنمونه 2-8هاي فرنگی بومی) و چاهککنترل منفی (گوجه 1)، چاهک  

  

فرنگــی تراریختــه، هــاي گوجــهشناســایی نمونــه تأییــد صــحت

ــن ژن PCRمحصــول  ــرکت  ای ــه ش ــوالی ب ــین ت ــراي تعی ــا ب  ه

Macrogene سازي توالی ردیفکره جنوبی ارسال شد. نتایج هم

 %100شباهت  NOSدهنده قطعه ژنی مربوط به قسمتی از خاتمه

) Binary Vector- pYBA-1159 )Accession:KP100660.1بـا  

) :Vector Binary pYBA-1139 )KP100659.1 Accessionو 

ــور   ــی پروموت ــا  %100شــباهت  P35Sرا نشــان داد. قطعــه ژن ب

ــوالی  Ti Plasmid Binary Vector  pGZ14.1021تــ

)Accession:KP100426.1 و (pHQEFF-1  Cloning Vector 

سـازي در  ردیـف ) پس از همAccession:KM5459.1با شماره (

سـازي قطعـه   ردیـف تایج حاصل از همبانک ژن نشان داد و از ن

بـا تـوالی    %100در بانـک ژن شـباهت    PGژنی مربـوط بـه ژن   

Exone1-9 Tomato Polygalacturonase (PG) Gene.  بـــه

  مشاهده شد.) Accession:HG975522.1شماره (

  

  گیرينتیجه

هـاي تراریختـه را   فرنگیوضوح حضور گوجهنتایج این مطالعه به

ن داد، بدون آنکه مردم از ماهیت تغییر یافتـه آن  در بازار ایران نشا

رسد که صفت تأخیر در رسـیدگی از طریـق   نظر میآگاه باشند. به

هـاي تراریختـه   فرنگیسنس در تولید گوجهآنتی RNAتکنولوژي 

بسیار مورد توجه بوده است. همچنین، این پژوهش نشـان داد کـه   

راحـی شـده   و بـا اسـتفاده از آغازگرهـاي ط    PCRکمک روش به

تـوان  دهنـده، مـی  مناسب روي پروموتور، ژن هـدف و یـا خاتمـه   

محصولات تراریخته را در اسرع وقت شناسایی کرد و مـردم را از  

چگونگی ماده مورد مصرفشان، که حق مسـلم آنهاسـت، بـا خبـر     

تـوان حضـور محصـولات تراریختـه در     ساخت. با این روش می

 PCRی کرد. اما از آنجـا کـه   مواد غذایی فراوري شده را نیز ارزیاب

ها نیست، لـذا در ایـن مـوارد،    سنجی نمونهمعمولی قادر به کمیت

) و روش Quantitative real time PCRکمـی (  PCRاسـتفاده از  

  .شودسنجی مطلق پیشنهاد میکمیت

  

  مورد استفاده منابع

  رجمه، انتشارات جهاد دانشگاهی مشهد.فناوري گیاهی؛ دستکاري ژنتیکی. ت. زیست1391حیدري، ب. و ح. پاك نیت.  .1

ورزي زمینی دستجهت شناسایی سیب Real Time –PCR. کاربرد روش 1390ربیعی، ز.، ح. راشدي، س. طهماسبی انفرادي و غ. اکبري.  .2

  .35- 29): 29(8هاي غیرتراریخته. فصلنامه علوم و صنایع غذایی زمینیدر مقایسه با سیب PVYشده ژنتیکی مقاوم به ویروس 
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