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فاده از نشانگر با است (.Crocus sativus L)شناسايي برخي تقلبات زعفران 
 ITSمولكولي 

 و عباس همتي 3، احمد شريفي1، عبدالرضا باقري2، الهام حميدي*1نسرين مشتاقي
  4كاخكي

 22/04/92: تاريخ پذيرش
 21/06/92: تاريخ دريافت

  چكيده
 باعث هاي دارويي جهان است كه توليد محدود و قيمت بالاي آنترين ادويهيكي از گران) L. Crocus sativus(زعفران 

. باشدشده تا در اين گياه تقلبات زيادي صورت بگيرد، اين تقلبات بيشتر شامل افزودن مواد گياهي و شيميايي مشابه زعفران مي
هاي مختلفي گسترش يافته است كه بيشتر آنها براساس مشخصات مورفولوژيكي، آناتومي و براي تعيين اين تقلبات روش

لعه نشان دهنده ي يك روش نوين براي تعيين تقلبات زعفران بر اساس روش هاي مولكولي اين مطا. هاي شيميايي استآزمون
) ITS-2 )Internaltranscrribed spacer -2 گر مولكولي وابسته به واكنش زنجيره اي پليمراز مي باشد كه در آن از نشان

 و آغازگرهاي اختصاصي برگشتي بر S rDNA  8/5در اين بررسي از يك آغازگر عمومي بر مبناي ناحيه .استفاده شده است
هاي مختلف تقلبات گياهي و غير گياهي نظير كلاله انار، ذرت، گلرنگ، زردچوبه، فلفل قرمز خرد  در گونهITS-2مبناي ناحيه 

وط به توالي بعد از انجام واكنش، نوار مرب. اي پليمراز استفاده گرديدشده و همچنين گوشت گاو و شتر براي انجام واكنش زنجيره
ITS-2 عنوان تقلبات  و همچنين گوشت گاو و شتر به در چندين نمونه گياهي شامل ذرت، گلرنگ، انار، فلفل قرمز و زردچوبه

 چندگانه سبب تكثير PCRنتايج اين آزمايش نشان داد كه استفاده از تمامي آغازگرها در قالب واكنش . رايج زعفران، تكثير شدند
 درصد مشاهده شدند و لكن استفاده از ژل پلي 2اگرچه اكثر نوارها در ژل آگارز . شودوط به انواع تقلبات ميتمامي نوارهاي مرب

اين روش كارايي لازم براي تشخيص تقلبات زعفران در .  درصد منجر به تفكيك بهتر نوارها بر روي ژل گرديد20آكريل آميد
  .دسطح يك درصد وزني از مخلوط تقلبات را دارا مي باش

  
  ITS 2 زعفران، تقلبات، واكنش زنجيره اي پليمراز ، توالي :هاي كليديواژه

                                                 
دانشكده كشاورزي و استاد پژوهشكده زيست فنـاوري، دانـشگاه فردوسـي مـشهد، دانـشجوي                اديار  تاس ترتيب به -4 و   3،  2،  1

كارشناسي ارشد بيوتكنولوژي كشاورزي، دانشگاه فردوسي مـشهد، هيـات علمـي گـروه بيوتكنولـوژي گياهـان زينتـي، جهـاد                      
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  مقدمه 
ترين و گرانترين ادويه جهان است كـه توليـد محـدود و قيمـت بـالاي آن      مرغوب) L. Crocus sativus(زعفران

ود شامل افزودن مـواد گيـاهي       ركار مي تقلباتي كه در زعفران به    .  بگيرد اين گياه تقلبات زيادي صورت     سبب شده تا در   
همچنين تركيبات ارگانيك مانند عسل و روغن و تركيبـات   ريشه گندم و مشابه نظير گل انار، ذرت، گلرنگ، زردچوبه،

  .)Jouhn et al., 2010(باشد كه شناسايي آنها مشكل ميكلريدكربنات است  سولفات و غير ارگانيك نظيربرات،

سترش يافتـه اسـت كـه بيـشتر آنهـا براسـاس مشخـصات               هـاي مختلفـي گ ـ    براي تعيين تقلبـات زعفـران روش      
 هـا مناسـب نيـستند و      تعداد زياد نمونه  تجزيه  ها براي   اين روش  . است هاي شيميايي آزمون آناتوميكي و  ،مورفولوژيكي

ابع همچنـين من ـ  ).Ma et al., 2006( نيازمند نيروهاي متخصص اسـت   نيزهاي ساختاري براي تعيين تقلباتزيابيار
قابليـت بـالايي بـراي شناسـايي         DNAهاي مبتنـي بـر      گرنشان.  دارند گياهي تغيير پذير هستند و پيچيدگي شيميايي      

هـا   اسـتفاده از آن    بنـابراين  .هاي شيميايي و فيزيكي بسيار پايين اسـت        و تغيير پذيري آنها نسبت به روش       داشتهها   گونه
زيادي  تعداد. )Kaplana et al., 2004 ؛Marinieleo et al., 2002 (يد باشدتواند مفبراي شناسايي تقلبات گياهي مي

 بـراي تاييـد خلـوص     اخيـراً RAPD  و PCR-RFLP،AP-PCR،ARMs ، SCAR گرهاي مولكـولي ماننـد  نشان از
 Chu et al., 2001 Dnyaneshwar et al., 2001  ،Choo et al., 2006Dhanya (گياهان دارويي استفاده شده اند

and Sasikumar, 2010 ; Javanmardi et ( .ها براي شناسايي تاكسونومي و تـشخيص داروهـاي    اين روشاگرچه
 مختلـف آزمـايش     هاي آن و مواد تقلبي آن سودمند هستند ولي كاربرد آنها بـه خـاطر شـرايط                گياهي خام از جايگزين   

 نسبت  الگو،DNA تاثير كيفيت و غلظت  تكرار پذيري به شدت تحتRAPDعنوان نمونه براي به. محدود شده است
DNAدر .ها است جزئي تركيبات واكنش و پارامترهاي چرخهتغييرات به آغازگر،  الگو PCR-RFLP طول محصولات 
 PCRهاي برشي در توالي بين دو آغازگر محدود استكند چون تعداد مكان مياستفاده از آن را محدود )Sun et al., 

تشخيص در مقادير بسيار اندك، كـاهش       ها از مزايايي نظير     هاي مولكولي در تشخيص نمونه    شرو با اين حال  ). 2010
. باشـند برخوردار مـي تر و دقت در شناسايي نمونه   گونه، زير گونه و حتي پايين      تشخيصدر مدت زمان تشخيص تقلب،      

هـاي  كي در بـسياري از خـانواده      فيلـوژنتي  ريبوزومي توالي تغيير پذيري است كه براي مطالعـات           DNA در   ITSتوالي  
  بـراي مطالعـات فيلوژنيـك بـه خـاطر وراثـت دو والـدي،       ITSشايستگي ماركر . ها مناسب استو يوكاريوت هاقارچ

 ).Feng et al., 2002(باشـد  اي وتعداد كپي زياد مـي تغيير پذيري بين گونه اي،هونيكساني داخل گ آساني، فراگيري،
 L.   Paphiopedilumهاي ســه گونــه اركيــدهبــراي شناســايي هيبريــد ، (Sun et al., 2010)ايدر مطالعــه

armeniacum ، P. micranthum  و  P.  delenatii        از هم با اسـتفاده از يـك ناحيـه كـاملا محافظـت شـده در  

rDNA ITS  ر را تكثي ـ جفـت بـازي   690 نوارها يك گونهاين سه گونه يك آغازگر عمومي طراحي كردند كه در همه
 وهاي شناسايي شده با همديگر مقايسه توالي .دتوالي يابي ش واز تمام اين سه گونه استخراج  DNA  اين قطعه .نمود

-بر اين براي بهبـود كـاربرد نـشان   علاوه  . گرديدطراحي براي هرگونه آغازگر اختصاصي اختصاصيبا توجه به مناطق 
ييـد كـرد كـه    أج تو نتـاي   چندگانه استفاده شدندPCR در طور همزمانبهITS  سه آغازگر اختصاصي SCAR هاي گر

ايـن نتـايج     .شـود هاي بسيار نزديـك مـي     از گونه  حاصلهاي  ا باعث شناسايي هر گونه و هيبريد      هگرتركيب اين نشان  
 كار رفته در صنعت زعفران سـودمند      براي تعيين تقلبات به   تواند  مي ITSگر مولكولي   كه استفاده از نشان   دهد  نشان مي 

  . باشد
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  هاروش و مواد
  DNAتهيه مواد گياهي و استخراج 

 و كنـسول از مركـز تحقيقـات كـشاورزي خراسـان             SC704،SC260،SC400هاي  چهار رقم از بذور ذرت به نام       
مخمـل   هاي رباب پوست قرمز، سفيد ربـي تـرش، ملـس يـزدي و             چهار رقم انار با نام    . رضوي واقع در طرق تهيه شد     

هـاي   چهار رقم گلرنگ به نـام      .آوري شد  جمع گلخانه دانشكده كشاورزي دانشگاه فردوسي مشهد     پوست قرمز از محل     
و آوري گرديـد  از نقـاط مختلـف جمـع   ) 138( ،Bacumq2) 30(S-541 ،) 126( ، محلي مرنـد )118( محلي اصفهان

 لالـه ذرت، فلفـل قرمـز و       هاي خشك شامل كلاله زعفران، كلاله گلرنگ، كلاله انار، ك         گوشت تازه و نمونه   هاي  نمونه
- ميلـي  5/1 در داخل ميكروتيوب     - 80هاي تازه جهت ذخيره در فريزر     نمونه. زردچوبه از مراكز مختلف خريداري شدند     

) SaghaiMaroof et al., 1984( تغييـر يافتـه   CTAB بـا اسـتفاده از روش   DNAاسـتخراج  . ليتري نگهداري شدند
 با استفاده از الكتروفـورز ژل  DNAهاي استخراجي نمونهشد و تعيين كيفيت تازه انجام  هاي خشك و براي تمام نمونه  

  .  درصد صورت گرفت0٫8  آگارز

  طراحي آغازگر وانجام واكنش زنجيره اي پليمراز 
در اين مرحله هر يك از گياهان و نمونه هاي گوشتي مورد نظر با آغازگرهاي اختصاصي خود به تنهـايي در يـك                       

 براي تمام نمونـه  ITS2و  SrRNA 5.8 از منطقه توالي PCRبراي طراحي آغازگرهاي . شدند PCRواكنش جداگانه 
هاي گيـاهي و يـك آغـازگر    علاوه بر اين در اين بررسي از يك آغازگر رفت براي تمام نمونه     . هاي گياهي استفاده شد   

 NCBIهاي توالي    از پايگاه داده   براي تهيه توالي ها   . هاي گياهي استفاده شد   برگشت اختصاصي براي هر يك از نمونه      
جهت تكثير از يـك آغـازگر   ) . 1 جدول( استفاده شد )Primer  Premier ) Ver6و براي طراحي آغازگرها از نرم افزار 

 PCR تمام نمونه هاي گياهي در يك واكـنش       DNAرفت عمومي به همراه آغازگرهاي اختصاصي برگشتي و تركيب          
بـدين ترتيـب بـه هـر     .  آماده شركت تاكارا طبق دستورالعمل آن اسـتفاده شـد   PCR Master Mixچندگانه با كمك 

اضافه )  نانوگرم 50 (DNA، آب و    )  ميكرومولار 10يك ميكروليتر از محلول ذخيره      (واكنش تنها آغازگرهاي مورد نياز      
راي شش گياه ذرت،    گراد ب  درجه سانتي  58اسرشته سازي آنها ، دماي واسرشته سازي واحد          ضمن بررسي دماي و   . شد

بعد از انجام واكـنش     . و زردچوبه و دو نمونه گوشت گاو و شتر مورد توافق قرار گرفت             انار، گلرنگ، زعفران، فلفل قرمز    
PCR                    ميكروليتر از   6 براي مشاهده نوار هاي مورد نظر از الكتروفورز افقي با آگارز يك درصد استفاده شد كه به ميزان 

DNAبا دسـتگاه  ( پس از يك ساعت از ژل عكس برداري. ها بارگذاري گرديدهك مورد نظر در داخل چاGel Doc (
  .به عمل آمد

هاي گوشت گاو و شتر هم به عنوان تقلبات غير گياهي ممكن است به زعفران اضافه شوند لذا                  كه رشته جايياز آن 
 چندگانـه از    PCR تـا در مخلـوط        استفاده شـد   DNAدر ادامه آزمايش از رشته هاي گوشت گاو و شتر براي استخراج             

DNA        آغازگرهاي طراحي شده براي گوشت گاو و شتر از ناحيه مربوط بـه             .  گوشت و آغازگرهاي آن نيز استفاده شود
 تـوالي    .ودش ـ مـي  PCR جفـت بـازي در واكـنش         214  گرديد كه منجر به تكثير يك قطعـه         طراحي bژن سيتوكروم   

  :باشدصورت زير مي هآغازگرهاي طراحي شده ب
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Forward: 5'- GCCTAAAAGCAGCCATCAA-3' 

Reverse: 5'- TGCACTCCTGTGTTGGGTTA-3' 

 درجـه بـه   98 چرخه بعدي شـامل  35 دقيقه، و 5گراد به مدت  درجه سانتي98 شامل  PCRبرنامه چرخه حرارتي
  . دقيقه در نظر گرفته شد1 درجه به مدت 72 ثانيه و 30 درجه به مدت 60 ثانيه، 10دت 

  

   يك آغازگر رفت عمومي و آغازگر هاي برگشتي اختصاصي مورد استفاده براي هر نمونه گياهي-1 لجدو
Table 1- General forward primer and specific reverse primers for each plant sample  

Product size (bp) Primer sequence Primer sample  
260 ACACGGGAGGCCAACTTC reverse Pomegranate 
402 TGAGGTCTGATTCCGAGGAC  

 reverse Saffron 

212  GGGCCAGACACCATGTCC  
 reverse Corn 

298 GTCCTTTACAACCACCACTA  
 reverse Safflower 

368 CGAAGGGGGTCCTGGAGTC  
 reverse Capsicum slices 

184 AACAAAGCATGGGGCATAAG  
 reverse Turmeric 

-- ACTCTCGGCAACGGATATC  
 Forward ITS2 All samples 

  

   چند گانه PCRانجام 
ها يكسان بود و تنها آغازگر برگشتي مختص هر گونه بود لـذا در              كه آغازگر رفت براي تمامي گونه     با توجه به اين    

- بـه PCR هـا اضـافه گرديـد و واكـنش     DNA چندگانه تمام آغازگرها به همراه مخلوطي از تمام    PCRيك واكنش   
  .صورت همزمان در يك واكنش انجام گرفت

  فاده از ژل پلي آكريل آميد براي تفكيك بهتر تمامي باندها بر روي ژل است
كه تفكيك باندها به خوبي بر روي ژل آگارز صورت نگرفت در ادامه كار از ژل پلي آكريل آميد براي             با توجه به آن   

طعـات حاصـل از     به دليل كوچك بـودن ق     . جداسازي باندها استفاده شد تا تفكيك بهتري بر روي باندها صورت پذيرد           
PCR       12 ولـت در مـدت زمـان      100الكترفـورز بـا ولتـاژ       . استفاده شد % 20آكريلاميد   و براي تفكيك بهتر، از ژل پلي 

 . آميزي نيترات نقره استفاده گرديد براي مشاهده نوارها، از روش رنگ.  انجام ورنگ آميزي شدTBEساعت در بافر 

   چندگانه  PCRا زعفران و انجام واكنشتهيه مخلوط هاي متفاوتي از تقلبات رايج ب
بـدين منظـور    .  اسـتفاده شـد    PCRييد كارايي روش از نمونه هاي مخلوط براي انجـام           در انتهاي بررسي براي تأ     

ها شامل رشته هاي گوشت و ساير تقلبات بررسـي          همچنين ده درصد از انواع ناخالصي     مقادير يك درصد، پنج درصد و       
هاي مخلوط با استفاده از كيت اسـتخراج   از نمونهDNAفران مخلوط شده و سپس استخراج   شده در اين آزمايش با زع     
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DNA     سپس از اين    .  شركت دنا زيست صورت گرفتDNA      مخلوط براي انجام واكنش PCR    ازگر  با مخلوطي از آغ ـ
  . ها مشخص شود نمونهي مقادير كم مخلوط از تمامها استفاده شد تا كارايي اين روش برارفتي و برگشتي از تمام گونه

  نتايج و بحث
ا ر  ITS-2 وrDNA 5.8S آغازگرهايي طراحي شدند كه ناحيه ITS-2در اين مطالعه با استفاده از توالي ريبوزومي 

آغازگر رفت طراحي شده از مناطق مشابه در هـر          .ذرت، فلفل قرمزو زردچوبه تكثير كنند     در هفت گونه ي انار، گلرنگ،       
اسـاس  بر(رگشتي از مناطق مخـتص هـر گونـه    ها يكسان بود و آغازگر ب  و براي تمامي گونه   ) S5,8منطقه  (هفت گونه   

ITS-2  ( اي پليمراز توالي بعد از انجام واكنش زنجيره. ه شدتهي ITS -2       در هر هفت گونـه تكثيـر شـد و يـك بانـد
 180هاي حاصله بـين   تكثير شد و باند ITS -2گونه ها با استفاده از توالي آغازگرهاي منحصر به فرد براي هر كدام از

 استخراجي آورده   DNAهاي   براي تمام نمونه   PCRدر ادامه تصاويري از انجام واكنش       .  جفت باز طول داشتند    402تا  
 به خوبي توانسته باند مورد نظـر را بـه   ITSنتايج حاكي از آن است كه آغازگرهاي طراحي شده براي ناحيه       . شده است 

ستفاده حـاكي   هاي مورد ا  ثير يك باند يكسان در تمامي گونه      علاوه بر اين تك   ). 1شكل  (ثير نمايد   صورت اختصاصي تك  
  .ييد مي كنده هدف تشخيصي اين تحقيق را نيز تأباشد ك ميITSاي ناحيه از يكساني داخل گونه

  
، 704، 400،  260( هاي قمر هاي تازه برگي ذرتنمونه) 5 و 4، 3، 2، 1(ها  با هر يك از نمونهPCR نتايج -1شكل 

رباب پوست قرمز، سفيد ربي ترش، ملس يزدي، مخمل (هاي انار رقم) 10 و 9، 8، 7، 6(، ) كنسول و كلاله ذرت
-S ،) 126(، محلي مرند )118(محلي اصفهان ( هاي گلرنگ رقم) 15 و 14، 13، 12، 11(، )پوست قرمز و كلاله انار

541)138( ، Bacumq2)30 ( 18(و زردچوبه ) 17(، فلفل قرمز )16(ها ي خشك زعفران و نمونه) گلرنگو كلاله.(  
Fig. 1- PCR analysis , (1,2,3,4,5) fresh leaf samples of corn cultivars (260, 400, 704, Consule, corn 
stigmas), (6,7,8,9,10) four different samples of pomegranate and its stigmas, (11,12,13,14,15) four 
different  cultivars of safflower and its stigmas, (16) saffron stigma, (17) red capsicum and (18) 

turmeric . 
 

بـا  )  تمام ارقام يك گونـه     DNAمخلوط  ( ها   مربوط به تكثير هر يك از نمونه       PCR تصويري از نتايج     2در شكل   
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ورده شده است كه اين مجموعه نيز قادر به تكثير تمامي نمونه ها در يك واكـنش  استفاده از مجموعه اي از آغازگرها آ    
PCRبودند .  

  
: 3،زعفران: 2، ركر اندازهما: 1 با هر يك از آغازگرها بر روي هر يك از نمونه ها ، چاهك PCR واكنش -2شكل 

 انار:  7ذرت، : 6گلرنگ، :5زردچوبه، : 4گوشت، 
Fig. 2- PCR with each primer on samples: (1) size marker, (2) saffron, (3) meat, (4) turmeric, (5) 

safflower, (6) corn, (7) pomegranate.  
  

    چندگانهPCRواكنش 
 لذا  ،كه استفاده از آغازگرهاي جديد براي مشاهده انفرادي برخي باندها مناسب تر تشخيص داده شد              با توجه به اين   

هاي مخلوط يك درصد ، پنج درصد و ده درصد از انواع             در نمونه  PCRفاده براي انجام واكنش     از آغازگرهاي مورد است   
گونه كـه در شـكل      همان). 3شكل  ( درصد بارگذاري گرديد     2تقلبات استفاده شد و محصول واكنش بر روي ژل آگارز           

ارز دو درصـد    بوده و بر روي ژل آگ     شود آغازگرهاي جديد براي تمامي تقلبات قادر به تكثير باند اختصاصي            مشاهده مي 
قابليت اين روش به حدي بالا است كه قادر به تشخيص مقادير در حد يـك درصـد از                   . يت است  باند قابل رؤ   5حداقل  

  .باشد ميانواع تقلبات نيز

  تفكيك باندها بر روي ژل پلي آكريل آميد
-دهـد كـه ژل پلـي      تصوير نشان مي  . استشان داده شده     تفكيك باندها بر روي ژل پلي آكريل آميد ن         4در شكل   

 كـه معمـولاً   ي امـا از آنجـاي     .آكريل آميد قادر است به خوبي باندهاي مربوطه را بر روي ژل از يكديگر تفكيـك نمايـد                 
هـاي آمـاده بـراي همـين        شود كـه از ژل     مشكلاتي مواجه است لذا توصيه مي       با آكريل آميد معمولاً  استفاده از ژل پلي   
  .ودمنظور استفاده ش
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 -4 و 3، 2ماركر اندازه، : 1( درصد 2 چندگانه با استفاده از مخلوط آغازگرها بر روي ژل آگارز PCR واكنش -3شكل

  ).به ترتيب مخلوط يك درصد، پنج درصد و ده درصد از تقلبات
Fig. 3- PCR reaction by mixed primers loaded on 2% agarose gel (1, size marker, 2, 3, 4, different 

mixes (1%, 5% and 10% ) of fraudulents. 
 

 جفت بازي در بالاترين قسمت تشكيل يك نوار را          402شود كه زعفران با تكثير يك نوار         مشاهده مي  4در تصوير   
 214(، گوشـت  ) جفت بـاز     213(، ذرت   ) جفت باز  260(، انار   ) جفت باز  298(، گلرنگ   )جفت باز  368(داده است و فلفل     

بنابراين نتايج نـشان دهنـده پراكنـدگي    . اندهاي بعدي تشكيل باند دادهدر اندازه)  جفت باز 184(ردچوبه و ز) ز  جفت با 
عنوان هايي كه ممكن است به توان زعفران را از گونه    مي ITS-2باشد و  با استفاده از ماركر        ها مي بين اين گونه  مناسب  

   .تقلب مخلوط با آن استفاده شوند شناسايي كرد

 بـراي .  است امري ضروري ها  ه تشخيص گون  ،كشف تقلبات و رسيدگي به جرايم     و  براي كنترل كيفيت محصولات     
در محـصولات گيـاهي،     ثبت شده است كه     ي  يهاروشصورت خام و فرآوري شده      ها به ها و حتي واريته   تشخيص گونه 

سايي و كشف هاي مولكولي براي شناه از روشاستفاد). Ma et al., 2006(  رودكار ميهبي دريايي و منسوجات هاغذا
هـاي گيـاهي،    ها براي شناسايي مواد و نمونه     ترين روش ها از دقيق  اين روش . ه است اي پيدا كرد  تقلبات كاربرد گسترده  

هـا قابـل اعتمـاد بـوده و     اين روش. كنند براي تجزيه و تحليل استفاده ميDNAباشند، زيرا از جانوري و ميكروبي مي  
 سهم مهمي را در DNAهاي مبتني بر   ظهور روش . لبات مواد غذايي هستند   اي در تشخيص تق   بردهاي بالقوه ي كار دارا

  . هاي تجاري با كيفيت بالا و محافظت از حقوق مصرف كننده داردحفاظت نام

 پـذيري اسـت كـه بـراي مطالعـات          ريبـوزومي تـوالي تغيير     DNAدر   ITSتوالي  مطالعات متعددي نشان داده كه      
 آسـاني،  فراگيـري،  وراثـت دو والـدي،  زيـرا  ها مناسب است و يوكاريوت هاهاي قارچفيلوژنتيكي در بسياري از خانواده

 ).Feng at al., 2009(باعث برتبري آن شده است تعداد كپي زياد  اي وتغيير پذيري بين گونه اي،يكساني داخل گونه
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 و Mirabilis jalapa از هـم و دو گونـه    Panax گونـه  6ايي بـراي شناس ـ  ،)Ngan et al., 1999(عنـوان مثـال   به

Phytolacca acinosa Roxb هاي برشي در ناحيه قلبي و سمي آنها هستند، از آنزيمهاي تكه گونهITS -1  استفاده
هـاي سـمي آن    از گونـه مشخص شد و همچنـين   P.  quinquefoliusاز P. gensing  درصد از آلودگي 10كرد كه 
تواند در شناسايي تقلبات معروف گياهان دارويي        مي ITSگر  ييد نمود كه كاربرد نشان     نتايج اين تحقيق نيز تأ     .مجزا شد 

  .نظير زعفران سودمند باشد

  
 جفت 100 ، ماركر اندازه 1چاهك .  درصد20هاي مخلوط بر روي ژل پلي آكريل آميد  نمونهPCR واكنش -4شكل 

  .هاي مخلوط يك درصد و پنج درصد از تقلبات نمونه5 و 4هك ، كنترل منفي و چا2بازي، چاهك 
Fig. 4- PCR reaction by mixed primers loaded on 20% polyacrylamide gel (1, size marker, 2, 

negative control, 4 and 5: different mix (1%, 5%) of fraudulents. 
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Abstract 

Saffron (Crocus sativus L.) is the most valuable food additive in the world which little 
production and high price of it caused some adulterations such as plant and chemical material 
similar to saffron. There are several methods for detecting these fraudulent based on 
morphological and chemical tests but they are not effective in some cases. In this research a 
novel molecular method based on ITS-2 marker is introduced. A common forward primer 
based on 5.8s rDNA for all plant frauds such as safflower, corn stigmas, pomegranate, turmeric 
and capsicum slices was designed then specific reverse primers based on ITS-2 for any frauds 
have been designed for polymerase chain reaction. Related ITS-2 bands were amplified in any 
adulterations in saffron. Specific primer for camel and cow meet fibers was designed based on 
cytochrome b gene and could amplified the related bands. Multiplex PCR with all of these 
primers could amplify all of the bands related to any adulterations. Furthermore, using 20% 
polyacrylamide gel lead to good segregation of bands. This method can be used successfully 
for detection of low percentage (1%) of fraudulent in saffron. So this marker can be used 
efficiently for detection of these frauds in commercial saffron. 
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