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 شناسايي بذور سوياي تراريخت مقاوم به رانداپ با استفاده از روشهاي مولكولي

  1هاله هاشمي سهي و 2فرانك هادي، *١، امير موسوي١الهام قاضي زاده
 پژوهشكده بيوتكنولوژي گياهي، ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري پژوهشگاه تهران، 1

  ه زيست شناسيگرودانشكده علوم، دانشگاه لرستان،  خرم آباد، 2

 14/8/93 :تاريخ پذيرش    5/2/92 :تاريخ دريافت

  چكيده

 حساسبا روشهاي مطمئن و  آنهاشناسايي و تعيين سطح كمي با توجه به افزايش سطح محصولات دست ورزي شده ژنتيكي، 
 لكوليمواز روشهاي در اين مطالعه  .باشدمي از نوع تراريخت و وارداتي مصرفي، سويايبخش عمده در ايران . باشدضروري مي

-، سازهبكار رفته ژنترا عيين نوعتمختلف شامل ح وبذور سوياي تراريخت مقاوم به رانداپ در سط شناسايي كيفي و كمي جهت

مربوط به  با استفاده از چندين جفت آغازگردر ابتدا . استفاده شده استاي مقاوم به رانداپ ياختصاصي سورخداد  ي وژن هاي
آناليزهاي نيمه كمي براي سري رقتهاي  ،در ادامه. در سطح كيفي انجام گرديدگري ي غربالآناليزهاي مولكول ،عناصر تراژن

ژن  قطعه تكثير يافته با آغازگرهاي اين بذور تراريخت با همان جفت آغازگرها نسبت بهآمده از  به دست DNAاز ِ يمختلف
به آمد  به دستاين عناصر  شناسايي انه مختلفي برايميزان حد آست بدين ترتيب،. نيز انجام شد) لكتين(اختصاصي سويا كنترل 
 هايتواليسنجش مبتني بر  در و درصد 1، ميزان نسبت به ژن خانه دار لكتين 35S پيش برتوالي  سنجش مبتني بر دركه  طوري

 سازهواليهاي تسنجش مبتني بر در و در نهايت  درصد 5/0 ميزان نسبت به ژن خانه دار لكتين cp4 epsps و NOSپايان دهنده 
نيمه  آزمون تيحساس ،كلي به طور .را نشان داد درصد 5،ميزان )(pDNA-35S اختصاصي سويا رخدادو ) (CTP-35Sژني 
عناصر بوده  رياز سا شتريبپلي مراز معمولي  زنجيره اي با استفاده از روش cp4 epspsو  NOSدهنده  انيپاتواليهاي  يبراكمي 
مقاوم به  تراريختسوياي  حاوي يو محموله ها هانمونهسريع  گريغربال شناسايي و جهتواند تبنابراين اين روش مي .است

  .كار روده ب رانداپ

  epsps، سوياي مقاوم به رانداپ، حد آستانه تشخيص، رخداد،يژنتيك شده دست ورزيگياهان : هاي كليديواژه

  m-amir@nigeb.ac.ir  :يپست الكترونيك ،02144787368 :نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
ن كاربردهاي يخت از عمده ترياهان تراريد گيامروزه تول

در حال حاضر، . باشددر كشاورزي مي زيست فناوري
اهان يد گيك و توليق مهندسي ژنتيانتقال ژن از طر

كشها، علف، در مواردي همچون مقاومت به آفات ختيترار
ت محصولات و توليد مواد دارويي با يفيماريها، بهبود كيب

ن ير كشت ايسطح ز. ش استيادي رو به افزايسرعت ز
ر با روند تصاعدي ياهان در جهان طي سالهاي اخيل گيقب

كه كشت گياهان تراريخت با سطح  به طوريفته، ايش يافزا
 1996ميليون هكتار در سال  7/1زير كشت در حدود 

سطح  2012از توليد آنها آغاز شد و در سال بلافاصله بعد 
ميليون هكتار در جهان گزارش  170زير كشت اين گياهان 

 100 حدود درصد اين مساحت يعني 59 .است گرديده
ميليون هكتار مربوط به گياهان داراي صفت مقاومت به 

م به علف أتو مقاومت تصف پس از آن .كش استعلف
در  ت به تنهاييآفاصفت مقاومت به  و كش و آفات

زي كمتر از يك درصد يالبته چ) 10. (ت قرار دارندياولو
. دهدبه خود اختصاص مي ختي رايصفات ترارساير ز، ين

و مشتقات  گياهان اري از بذوريبس ،در حال حاضر
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انتظار . وجود دارند ي، در بازارهاي جهانآنها ختيترار
عمده ك نقش يو مهندسي ژنت زيست فناوريرود كه  مي

 ه باشدداشتنده يسال آ 30ي در يغذا امنيترا از نظر اي 
ي ياز مشتقات غذا قابل توجهي تا به امروز اثر منفي) 2(

و  بر روي سلامت انسانيگرفته  قرار تأييدمورد خت يترار
 كيير احتمالي آلرژيجز تاثه ب( حيوانات تغذيه كننده از آنها

 ده استاعلام نش) محدودي از پروتئينهاي آفت كش تعداد
 جامعه و محيط براي حفظ سلامت ،ن وجوديبا ا. )7و  6(
اهميت سلامت رواني مصرف دليل  ت و همچنين بهسيز

براي استفاده از اين به آنها انتخاب كنندگان و دادن حق 
 بر روي نظارتني را در جهت ي، دولتها قوانمحصولات

خت و استفاده از آنها در يبذور ترا جاييه توليد و جاب
به اين منظور . كرده اند وضعي يمشتقات غذا و هاوردهآفر

ده است يب گرديتصو "ناهكارتا"پروتوكلي تحت عنوان 
موجودات دست ورزي  كه در آن اثرات احتمالي رها سازي

در جامعه، بر سلامت انساني و  )(GMOs شده ژنتيكي
ن پروتكل يبر طبق ا ،لذا. مصرف كنندگان مطرح شده است

 GMقيق تر بر نحوه جابجايي محصولات كنترل د براي و
د و مصرف بذور يتول منظور كنترل دره در دراز مدت، و ب
و همچنين براي رعايت حقوق  ختيو مشتقات ترار

 مصرف كنندگان براي اطلاع از تراريختي مواد غذايي
ون استاندارد اروپا، تمامي يسيكم ،موجود در بازار

ب دار كردن ي را وادار به برچسيرواحدهاي اروپايز
  DNAاز درصد 9/0 بالاتر ازمقادير  حاوي محصولات
چند برچسب دار كردن محصولات  هر). 11( اندهتراژن كرد
اري بوده ياري از كشورها اختين حد توسط بسيتراژن در ا

 د كنندهياست، اما اكثر كشورهاي مصرف كننده و تول

در  شات جامع و حساسي رايآزما محصولات تراريخت
تبعيت في و كمي درصد عناصر تراژن در يص كيتشخنه يزم

  .)8و  2(دهند انجام مي از اين قوانين

كش به علف تمقاوم ت،خيترارصفت  عمده ترين
بوده كه در اين بين سوياي مقاوم به رانداپ ت يفوسيگلا

شناسايي دقيق . جايگاه اول را به خود اختصاص داده است

ن در مبادي اين محصول و مشتقات غذايي حاصل از آ
مراحل كسب مجوزهاي واردات آن ترين  ورودي از مهم

در نظر است روشهاي در اين بررسي . شمار مي روده ب
و بذور تراريخت سويا معرفي شده في و كمي يكشناسايي 

 3( ودن شييهاي بذر عادي تعدر تودهآنها محدوده حضور 
ن يج، چنديز نتايدر آنالزياد ت يحساس دليل وجوده ب). 5 و

ن يقرار گرفته، همچن مقايسهمورد  DNAروش استخراج 
-زهاي غرباليصر تراژن، از آنالاحضور عنبررسي منظور ه ب

ژن و ساس شناسايي تواليهاي كنترل كننده بيان گري برا
 .عمل آمده استه استفاده ب گري اختصاصيروشهاي غربال

كار ه ب ژنترا شامل نعيين نوع زها در سه سطحين آناليا
اي مقاوم به ياختصاصي سورخداد  وي ژن هاي، سازهرفته

ه ب ،ن بارين براي اوليهمچن. ده استيرانداپ انجام گرد
اي مقاوم به رانداپ، يع سويق و سريي دقيشناسا منظور
همزمان در سطح  به طورفي عناصر تراژن يص كيتشخ

 سه و دو مرازره اي پليي، با استفاده از واكنش زنجرخداد
ن حد ييتع به منظور ،تيدر نها. ده استيردگانه انجام گ

مه كمي براي يخت، سنجش نيدر بذور ترار جازآستانه م
 عنوانه بتواند مي كهد يانجام گرد تراژنتمامي عناصر 
كار ه ها بكليه نمونهبراي  و استانداردي پروتكل مناسب

  .گرفته شود

  مواد و روشها
تراريخت  ).Glycine max L( بذور گياه سويا: مواد گياهي

از يك نمونه محموله بذر وارداتي توسط مقاوم به رانداپ 
هاي تيپ وحشي از مركز شركت ژن آزما پرشيا و نمونه

  .تهيه گرديدهاي روغني تحقيقات دانه

به در اين مرحله جهت : ژنومي DNAروش استخراج 
الگو با كيفيت و كميت مناسب از بافت  DNAآوردن  دست

ختلف مورد ارزيابي و مقايسه قرار بذري سويا، سه روش م
  .گرفت
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با استفاده از  DNAاستخراج : بهينه شده  Wizardروش - 1
سازمان استاندارد  فشده از طر تأييدكه  )9( روش معمول

  ،TNEن تفاوت كه در بافر ي، با اانجام گرديد، استجهاني 
BME  ه مراحل كار همانند يشود و بقاضافه مييك درصد

 : CTABبهينه شده روش - 2 .مي باشد يپروتكل اجراي
 ه شده توسطئارابا استفاده از روش  DNAاستخراج 

Jankiewicz سازمان  تأييدمورد كه ) 11( و همكاران
ن تفاوت كه در يبا ا ،شد انجامباشد، استاندارد جهاني مي

ه يشود و بقاضافه مييك درصد   CTAB  ، BMEبافر

 - 3 .گرديد انجام ه شدهئارامراحل كار همانند روش 
 Bioneer ژنومي DNA تياستخراج با استفاده از ك

)Daejeon, Korea( : استخراجDNA  ت يك اينبا استفاده از
ن يدر تمامي ا .ه شده انجام گرديدئطبق دستورالعمل ارا

وسيله ه استخراج شده ب DNAكيفيت و كميت ، روشها
وري الكتروفورز بر روي ژل آگارز و اندازه گيري چگالي ن

اندازه گيري شدت جذب (از طريق روش اسپكتروفتومتري 
، )OD260OD/280آوردن نسبت  به دستدر طول موج و 

  .مورد ارزيابي قرار گرفت
 مشخصات آغازگرهاي استفاده شده در سنجش كيفي و نيمه كمي سوياي تراريخت -1جدول 

اندازه محصول  منبع
  تكثير يافته

  ازگرآغ نام  اختصاصيت  )'3'5(توالي

7  195 GCTCCTACAATGCCATCAGATAGTGGGAT
TGTGTCGTC  

 35S 35S1-35S2 يش برپ

7  180 GAATCCTGTTGCCGGTCTTTGTTATCCTA
GTTTGCGCGCTA 

 NOS  NOS1-NOS3 پايان دهنده

11  447 GCCCTCTACTCCACCCCCATCCGCCCATC
TGCAAAGCCTCTACA 

  GMO1-GMO2  لكتينژن 

12  507 CCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATGGCT
GCCATGGCCTGCATG 

35S-cp4 epsps RR01-RR02 

12  185 CCCCAAGTTCTTAAATCTTCAAGTTCGGG
GCCGGCTGCTTGCA 

CTP-cp4 epsps RR04-RRO5 

  TGGCAAAATTCACTGGCA  cp4 epsps1   Exp CP4 epsps  720  در اين مقاله، مطالعه شده است

  CATTCGAGCTTCTTCCGA cp4 epsps2 506 در اين مقاله، مطالعه شده است
  

CP4 EXP de 

  pDNA-35S  رخداد CATGCGTATTCCCATCTCA 116 در اين مقاله، مطالعه شده است

و توالي   CATTACGGCAATTCGCTTAC p35S 235 در اين مقاله، مطالعه شده است
سيگنال پپتيد ژن 

 epsps اختصاصي

p35S –CTP  

اي  رهيواكنش زنج) الف: مواد تراريخت فييك شناسايي
في و يبراي سنجش ك: ا آغازگرهاي اختصاصيبمراز پلي
در  شده ارائه، جفت آغازگرهاي سوياي رانداپ ردي كمي

براي . انتخاب و مورد استفاده قرار گرفتند 1جدول 
مي در ابتدا ،تراريختاي يحضور سو صحيح صيتشخ

بهينه ) ايمربوط به سو(ن ير ژن خانه دار لكتيتكث بايستي
پليمراز براي ژن خانه دار  واكنش زنجيره اي. سازي گردد

در درصدهاي  DNAلكتين، يكسان بودن تقريبي غلظت 

. مي نمايد تأييدرا وحشي تيپ مختلف بذور تراريخت و 
 GMO2و  GMO1 هايجفت آغازگر، ن منظوريبراي ا

جفت  447 قطعه( براي جداسازي بخش خارجي ژن لكتين
ام روش انج به منظوردر مرحله بعد، . كار گرفته شده ب) باز

و 35S1 هاي آغازگراز جفت  ،ن بذوريگري براي اغربال
35S2 ) پيش بر مربوط بهCaMV 35S ( قطعه  تكثيربراي
مربوط ( NOS3و  NOS1 آغازگرهاي وجفت بازي  195
 180براي جدا كردن قطعه حدود ) NOSان دهنده يبه پا
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براي  ،پس از آن ).13 و 10، 4(گرديد استفاده جفت بازي 
 ،اريختي بذور سويا در سطح اختصاصي تراژنتشخيص تر

و در سطح اختصاصي  )Cp4 epsps)4  آغازگراز جفت 
 و) 13 و RRO2 )5و  RR01 آغازگراز جفت  ،سازه

از  ، (GTS 40-3-2)رخداد جهت شناسايي نوع همچنين
اه يبراي بخشي از ژنوم گ) (pDNA-35Sجفت آغازگر 

اجزا واكنش . يدگرد استفاده 35S پيش برا و قسمتي از يسو

كار ه مراز بيره اي پليواكنش زنجهر دهنده اي كه براي 
 MgCl2 ،2مولار ميلي PCR ،5/1بافر  1Xشامل  رفته است

 Taq polymerase ،5/0واحد  dNTP ،5/0مولار ميلي
  DNAاز نانوگرم 20به همراه  آغازگراز هر پيكومول 

. استبوده ميكروليتر  20 يي، در حجم نهااستخراج شده
-ره اي پلييي مورد استفاده در واكنشهاي زنجيط دمايشرا

  .خلاصه شده است 2مراز در جدول 
 مراز در سنجش كيفي و نيمه كمي سوياي تراريختشرايط واكنش زنجيره اي پلي -2جدول 

  آغازگر   واكنش زمان  )گراددرجه سانتي(ي اتصال دما  تعداد چرخه
 35S1-35S2 ثانيه 30   54   35

 NOS1-NOS3  ثانيه 30  56   35

  GMO3-GMO4  ثانيه 30                  58   35

  RR01-RR02  دقيقه 1                  60   35

  RR04-RRO5  دقيقه 1                  60  35

   cp4 epsps1   ثانيه 30                  6/58   40

  cp4 epsps2  ثانيه 30                  57   40

  pDNA-35S  دقيقه1                65   35

  p35S-CTP  ثانيه 30  60   35

 
: (Nested PCR) داخليمراز اي پلي رهيواكنش زنج) ب

داخلي، از جفت  مرازپلي ره اييبراي انجام واكنش زنج
محصول واكنش . گرديداستفاده  RRO5و  RRO4 آغازگر
RRO1 وRRO2   ه و از آن ب شدهق يرق برابر 10به نسبت
شده در  هئارا ي و اجزا واكنشيط دمايالگو طبق شراعنوان 

تعداد  ،اخير ن تفاوت كه در مورديبا ا .يدردگبالا استفاده 
 5حدود  ،پس از آن. باشد مي دور 25، چرخه ها

 2آگارز ژل  بر روي تر از محصول واكنش دوم يكروليم
  . الكتروفورز گرديد، درصد

ن مرحله يدر ا :مراز چند گانه ره اي پلييواكنش زنج) ج
-GMO1گانه براي جفت آغازگر هاي  دو تكثير هايواكنش

GMO2 + pDNA-35S  درجه سانتي  62 اتصالبا دماي
با  GMO1-GMO2 + CaMV 35Sجفت آغازگرهاي ، گراد

 CaMVهاي آغازگرجفت  ودرجه  56 اتصالنه يدماي به

35S + pDNA-35S انجام درجه  8/55 اتصال هنيبا دماي به

 از جفت، گانه سه تكثيرواكنش  رايو ب گرديد
-pDNA-35S  + CaMV 35S + GMO1هايآغازگر

GMO2 ، عمل آمده استفاده بدرجه  56 اتصالبا دماي. 
 2آگارز ژل بر روي  بررسيمحصولات واكنش براي 

دقيق تر، براي تأييد در ادامه . شدالكتروفورز  درصد
با  ،CaMV 35Sپيش بر  توالي حاصل از PCRصول مح
نتيجه . گرفت مورد برش قرار EcoRVيم محدودالاثر آنز

درصد  يكواكنش حاصل از برش آنزيمي روي ژل آگارز 
  .شد تأييد انتظارو حضور قطعه مورد  الكتروفورز گرديد

 كي ،مرحلهن يدر ا: ارزيابي نيمه كمي مواد تراريخت
تا  100(رانداپ  اي مقاوم بهيسواز هاي مختلف سري رقت

ريق مخلوط كردن نمودن نمونه هاي از ط) درصد 1/0
اين رقت ها به . ه شديتهسوياي تيپ وحشي تراريخت با 

پودر سوياي تراريخت،  درصد 100ترتيب شامل 
 درصد 50سوياي تراريخت و پودر درصد 50مخلوطهاي 
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 يايپودر سو درصد 25پودر سوياي تيپ وحشي، 
 درصد 5ي، وحش پيت يايپودر سو درصد 75و  ختيترار

 پيت يايپودر سو درصد 95 و ختيترار يايسوپودر 
پودر  درصد 99 و ختيترار يايپودر سو درصد 1ي، وحش
 سنجش ،DNAاستخراج  زپس ا .ي بودندوحش پيت يايسو

 آغازگرهاي( 35S پيش بر هايتوالي ايبر هاكمي نمونه
35S1  35وS2(، ان دهندهيتوالي پا NOS )آغازگرهاي 

NOS1  وNOS3(، ژن cp4 epsps، ژني سازه  p35S-

CTP تواليهاي بخشي از تراژن و ژنوم ميزبانو (pDNA-

35S) ط يشرا. ديگرد دار لكتين انجامنسبت به ژن خانه
ك يهمزمان در  به طوربگونه اي در نظر گرفته شد كه 

ره يواكنشهاي زنج ،ال مجزايدر دو و ترموسيكلر ودستگاه 
  .شد انجام دار و عناصر مذكورژن خانه مرازاي پلي

  
بر روي ژل آگارز   Bioneerبهينه شده و كيت Wizard و CTABژنوميك استخراج شده با روشهاي  DNAالگوي الكتروفورزي مقايسه  -1 شكل

 100و  50، 25، 5، 1هاي به دست آمده از نمونه ژنومي DNA به ترتيب: 5-1چاهكهاي . نشان داده شده اند cو  a ،bكه به ترتيب با حروف  درصد 1
  ).bp ladder  )Fermentas 100نشانگر وزن مولكولي: Mسوياي تيپ وحشي؛ : 6درصد تراريخت؛ چاهك 

  نتايج
با توجه به اينكه انجام واكنش زنجيره اي  :  DNAاستخراج

كيفيت و مراز براي سنجش كيفي و كمي وابسته به پلي
 استخراج روش سه، باشدمياستخراج شده  DNAكميت
DNA شامل CTAB  و Wizardكيتنيز  و Bioneer  براي

مورد استفاده  ي تراريختسويا درصد 100-1/0 هايرقت
روشهاي با  ياستخراج  DNAخلوص و فترار گرق

تمامي نشان داد كه نتايج  .گرديدمقايسه مختلف با هم 
و  داراي غلظت CTAB روش با ي استخراج شدههانمونه
 DNA كيفيتدر عين حال،  .باشندمي يمناسب كيفيت

بهينه شده   Wizard با استفاده از روششده استخراج 
ها براي تمامي نمونه 260/280 نسبت جذبيبررسي و 

بهتر است براي  بنابراين. بود 9/1تا  7/1بين محاسبه شد كه 
-GMO1آغازگرهاي  باتكثير ژنهاي اختصاصي سويا 

GMO2  و GMO3-GMO4 ازDNA  اين  باآمده  به دست

نسبت جذبي محاسبه شده  ،در مقايسه .دروش استفاده شو
 9/1در حدود  ، CTABاستخراج شده با روشDNA براي 

در اين مطالعه مناسب  تواليها تماميبود كه براي تكثير  2تا 
اساس كيت  بر DNAاستخراج . باشدميو قابل استفاده 

Bioneer  مقدارخلوص بهتر ولي نسبت به دو روش قبل 
 .)1شكل (نشان داد ه را استخراج شد  DNAكمتري از

 پيش بر  براي تواليهاي سنجش كيفي: كيفي تشخيص 

35S ژن خانه دار سويا(لكتين توالي و(، 1cp4epsps ) ژن
-p35S سازه ژنيو  )اختصاصي سوياي مقاوم به رانداپ

CTP  و پايان دهندهNOS اي  وسيله واكنش زنجيرهه ب
ه از توالي قطعهر  به تكثيرمربوط  نوارمراز انجام و پلي

اي  واكنش زنجيرههمچنين ). 2شكل ( هدف جدا گرديد
 RR05و RR04هاي آغازگرمراز داخلي با استفاده از پلي

 RR02و RR01 هايآغازگرحاصل از محصول براي تكثير 
ه ژني سوياي مقاوم ب سازهكه مربوط به قسمت پيوندگاه 



 1393، 4، شماره 27جلد                                        )                                   مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

560 

داراي  حاصل به ترتيب قطعات .رانداپ است، انجام گرديد
 صحتو  دقت كه بودندجفت باز  185و  507 هاياندازه

ژني سوياي  سازهمراز داخلي براي واكنش زنجيره اي پلي
براي آناليز  همچنين. ادنددمقاوم به رانداپ را نشان مي

از  ،عناصر تراژن در بذور سوياي مقاوم به رانداپ تر دقيق
ن براي عناصر ژ مراز دوگانهواكنش زنجيره اي پلي

- CaMV 35S( پيش بر +اختصاصي سويا 
GMO1/GMO2(رخداد + ، ژن اختصاصي سويا 

پيش و ، )GMO1/GMO2-pDNA-35S(اختصاصي سويا 
-CaMV 35S-pDNA(اختصاصي سويا  رخداد +  35Sبر

35S (واكنش زنجيره اي  ،همچنين .عمل آمده استفاده ب
 رخداد + مراز سه گانه براي ژن اختصاصي سوياپلي

-35S )GMO1/GMO2 pDNA پيش بر +سويا  اختصاصي

35S + CaMV 35S + ( سوياي مقاوم  درصد 1براي بذور
كنترل  ،PCRدر كنار واكنشهاي . شدبه رانداپ، نيز انجام 

 ناقل(و كنترل مثبت براي لكتين ) مقطرآب (منفي 
كنتري مثبت ، )ژن لكتين حاوي  pGEM TAپلاسميدي

  pGEM TAيديپلاسم ناقل ( pDNA-35S براي رخداد
 CaMV 35S كنترل مثبت براي و )توالي رخداد حاوي

pBI121(Clontech) ( كار ه صحت نتايج ب تأييدبراي
براي  ياصتصخا و بدين ترتيب با قطعات منفرد .گرفته شد

تراريخت، توسط  درصد 1هر سه عنصر در بذور سوياي 
شكل ( شد مشاهده چندگانه پلي مراز اي واكنش زنجيره

4(.  

  
با  سوياي مقاوم به رانداپ PCRالكتروفورز محصول  -2ل شك

 bp نشانگر وزن مولكولي : M. آغازگرهاي اختصاصي مختلف

ladder100 (Fermentas) 35محصول تكثير قطعه : 1چاهك ؛S ،

: 3چاهك  ؛)لكتين(محصول تكثير قطعه ژن اختصاصي سويا : 2چاهك 
 cp4)( به رانداپمقاوم ژن اختصاصي سوياي ترامحصول تكثير قطعه 

epspsسازه ژني اختصاصي رانداپ  محصول تكثير قطعه: 4چاهك  ؛
چاهك ؛ NOSمحصول تكثير قطعه : 5چاهك  ؛(p35S -CTP) ردي
 با آغازگرهاي داخليمراز پليمحصول تكثير واكنش زنجيره اي : 6

RR01-RR02  و .RR04-RR05  
  
  

 
 CaMV 35Sپيش بر  توالي حاصل از PCRصول محتأييد  -3شكل 

 bp نشانگر وزن مولكولي : EcoRV. M يآنزيمبه وسيله برش 

ladder100 (Fermentas) ؛C- :الگوي آب( كنترل منفي( ،
: - ، چاهكهايهضم شده  PCRمحصولات+:  چاهكهاي

  .نشدههضم   PCRلاتمحصو
 براي مرازاي پلي واكنش زنجيره: نيمه كمي ارزيابي

، 25 ،50 ،100 ايبا رقت ه بذور DNA تشخيص نيمه كمي
واكنش زنجيره اي در ابتدا،  .انجام گرديد درصد 1 و 5

نسبت به  35S پيش بر توالي براي سنجش مبتني بر مرازپلي
را  درصد 1ميزان  ،نتايج گرديد كهلكتين انجام  ژن خانه دار

 .نشان دادتوالي تشخيص براي اين  هآستانعنوان ه ب
پايان  هايتوالي ايبر مرازواكنش زنجيره اي پلي همچنين
 نسبت به ژن خانه دار لكتين cp4 epsps و NOSدهنده 

اين براي درصد  5/0 آستانه تشخيص كهانجام گرديده 
 ،در نهايت. )ب و ج 5 شكل( آمد به دست عناصر

-CTPژني  سازهتواليهاي مبتني بر تشخيص نيمه كمي 

35S) ( اختصاصي سويا رخدادو pDNA-35S) (براي 
آستانه  كه اي مقاوم به رانداپ انجام گرديديبذر سو نمونه

 شكل( آمد به دست اين عناصربراي  درصد 5تشخيص 
5 .(  
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كنترل مثبت : 1، چاهك bp ladder 100 )(Fermentas نشانگر وزن مولكولي:  M.سه گانهو  دوگانه PCRمحصول الگوي الكتروفورز  -4شكل 

35S )pBI121(رخدادكنترل مثبت : 2چاهك  ؛ pDNA-35S35 + تواليهاي ژن لكتينمحصول تكثير : 4چاهك  ؛كنترل مثبت لكتين: 3چاهك  ؛S؛ 
محصول تكثير : 7چاهك  ؛pDNA35S+  تواليهاي ژن لكتينمحصول تكثير  6چاهك  ؛ 35S +pDNA35Sهاي تواليمحصول تكثير  5چاهك 

  ).الگوي آب( كنترل منفي: -C ؛pDNA-35S + 35S+ لكتين هاي توالي
  

    

     
  )                     ج)                                           (ب)                                            (الف(                     

  
 

       
  )                   و(                        )                    ه)                                            (د(                   

  
تشخيص نيمه كمي ژن  الف، .اختصاصي سوياي مقاوم به رانداپ نسبت به ژن خانه دار لكتين تواليهايمحصول تكثير نيمه كمي الكتروفورز  -5شكل

توالي پايان مبتني بر تشخيص نيمه كمي  ج، ؛CaM 35S (35S1-35S2) پيش برتوالي مبتني بر تشخيص نيمه كمي  ب، ؛)لكتين(اختصاصي سويا 
 cp4توالي بر اساس تشخيص نيمه كمي  ه، ؛)(CTP-35Sتوالي كاست ژني مبتني بر تشخيص نيمه كمي  د، ؛NOS (NOS1-NOS3) دهنده

epsps ،اختصاصي رخدادتوالي  بر مبناي تشخيص نيمه كمي؛ و pDNA-35S)(؛ M :نشانگر وزن مولكوليladder   bp100 )(Fermentas؛ C- :
 ؛سوياي تراريخت درصد 25: 3چاهك  ؛سوياي تراريخت درصد 50: 2چاهك  ؛سوياي تراريخت درصد 100: 1چاهك  ؛)الگوي آب( كنترل منفي

  .سوياي تراريخت درصد 5/0: 6چاهك  ؛سوياي تراريخت درصد 1: 5چاهك ؛سوياي تراريخت درصد 5: 4چاهك 

  C-     1      2    3     4     5     6     M   M  C-  1   2   3    4    5   6M   C-  1    2    3    4    5     6 

M  1    2      3     4     5    6M   C-        6    5     4    3    2    1 M   C-   C-      1      2     3      4      5      

۴۴٧ 

١٩۵ 

٢٣۵ 

۵٠۶١١۶ 

١٨٠ 
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  بحث
براي  DNAاستخراج  با توجه به اينكه چندين روش

كار رفته است، نتايج حاكي از ه سوياي مقاوم به رانداپ ب
 DNAارزيابي كيفي، استخراج  به منظوراست كه  نكتهاين 

  CTABارزيابي نيمه كمي، روش جهت و Wizardبا روش 
- واكنش زنجيره اي پلي نتايج حاصل از. باشدمناسب تر مي

هاي نمونهني بخشهاي مختلف كاست ژ كيفيسنجش  ،مراز
در اين روشها . نشان داده است يرا تا حد مطلوب ترايخت

خاص سويا با استفاده از  رخدادبراي اولين بار شناسايي 
مراز معمولي پس از طراحي روش واكنش زنجيره اي پلي

ين روش بهترين و ا. مناسب انجام شده استآغازگر 
مطمئن ترين روش تشخيص كيفي بذور تراريخت سوياي 

-GTS 40( آناختصاصي  رخداداوم به رانداپ در سطح مق

   .باشدمي) 3-2

پروتكل بهينه سازي مجدد روشهاي كيفي و تهيه  به منظور
براي تشخيص كيفي عناصر موجود در كاست ژني  مناسب

پيش  ييد مجدد محصول تكثيرأت ،مقاوم به رانداپسوياي 
( با استفاده از روشهاي هضم آنزيمي  35S بر

 مرازاي پلي واكنش زنجيره و) 3شكل ( )EcoRVآنزيم

-RR04(داخلي براي كاست ژني سوياي مقاوم به رانداپ 

RR05 (پس از مخلوط كردن اين مطالعه، در .انجام گرديد 
گونه اي ه ب وحشي و تراريخت، تيپ سوياينمونه  پودر

 ،تدريج كم شوده وزن بذر ترايخت بدرصد كه ميزان 
 ني تراريختبا درصد وز هانمونهنيمه كمي  تشخيص
رانداپ ردي سوياي تراريخت براي توالي سازه  مشخص

پس از . انجام گرديد ژن خانه دار لكتينتوالي نسبت به 
، بهينه سازي بهترين دماي مناسب براي جفت آغازگرها

 به طور توالي هدف و ژن كنترلبراي  PCRواكنش 
كلر يك دستگاه ترموسي درهمزمان، در ويالهاي جداگانه 

نتايج نشان . تحت شرايط يكسان آزمايشگاهي انجام گرديد
 پيش بركمي نيمه تشخيص  داد كه ميزان حد آستانه براي

35S ًبوده است و براي پايان دهنده  درصد 1 تقريباNOS 

)(NOS1-NOS3 توالي  و cp4 epsps5/0 باشدمي درصد. 
 برايمه كمي يناين در حالي است كه آستانه تشخيص 

ي مقاوم اختصاصي سويا رخدادو ) (CTP-35S نيژ سازه
سوياي مقاوم به  وربراي بذ) (pDNA-35S به رانداپ

واكنش زنجيره اي پلي .باشدمي درصد 5 در حدودرانداپ 
 خانه دار ژن هايتواليبراي  نيمه كمي سه گانه مراز

 پيش براختصاصي سويا و  ، رخداداختصاصي سويا
CaMV 35S  با كمك آغازگرهايGMO1/GMO2، 

pDNA-35S  وCaMV 35S  سوياي  درصد 1براي بذور
براي  مورد انتظار قطعات .مقاوم به رانداپ، نيز انجام گرديد

 درصد 5ميزان توجه به  با كهآمد  به دستها اين نمونه
، pDNA-35S توالي ساسحد آستانه تشخيص برابعنوان 

يت سحسا رخداد،روش چند گانه براي شناسايي در سطح 
اين روش  ،لذا .نشان داده استمناسبي را ختصاصيت و ا
سوياي هاي نمونهسريع  گريغربال جهتتواند مي

تمامي آزمايشگاهها و مراكز  در مقاوم به رانداپ تراريخت
در واقع براي  .مورد استفاده قرار گيردكشور  استاندارد

يك  اختصاصي تشخيص ،اولين بار در سطح آزمايشگاهي
اي  با استفاده از واكنش زنجيره ادگياه در سطح رخد

  Real-Time PCRروش مراز معمول، بدون استفاده از پلي
همچنين از اين روش مي توان براي  .است انجام گرفته

 1( نموداستفاده غربالگري ساير گياهان تراريخت در كشور 
  .)12 و

 شرايطبهينه سازي اد كه پس از سنجش نيمه كمي نشان د
و حتي  ينتايج معتبر و مشابهتراريخت،  براي تمامي عناصر

 به دست گزارشهاي مشابهنسبت به  هتريبمورد  چندين در
، نشان دهنده مطالعهاز اين آمده  به دستنتايج . آمده است

براي پايان دهنده  آزموناين مطلب است كه حساسيت 
NOS و cp4 epsps ًاين در حالي . بوده است بالا نيز نسبتا

اسيت نتايج بر مبناي توالي رخداد است كه اگرچه حس
)pDNA-35S ( ژني  سازهو(CTP-35S) ساير  نسبت به

كمتر بوده، ولي اختصاصيت آنها ميزان بالاتري را عناصر 
  .نشان داده است
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Abstract 

As genetically modified organisms (GMOs) development is now increasing, detection 
and determination of their quantitative threshold using reliable and sensitive methods 
would be necessary. The aim of this study was to introduce reliable methods for 
qualitative and quantitative detection of Roundup-tolerant soybean particularly at event 
level via molecular approaches. For primary screening, we used polymerase chain 
reaction with several element–specific primers for detection of different percent of 
transgenic and non-transgenic Roundup ready soybean seed samples. Furthermore, 
semi-quantitative assays were performed using the same primers in combinations with 
soybean lectin-specific primers. The limit of detection (LOD) obtained for CTP-35S 
construct and event-specific (pDNA-35S) was 5%. This index for cp4 epsps and NOS 
terminator sequences was 0.5% and for CaMV 35S promoter was 1%. Results showed 
that the sensitivity of analysis for NOS terminator and cp4 epsps sequences was more 
than other elements and therefore, this method could be applied for rapid screening of 
Roundup Ready transgenic soybean samples. 

Key words: Genetically modified plants, Roundup ready (RR) soybean, Limit of 
detection, Event, epsps. 

 

 


