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دستورزي شناسائي سيب زميني  جهت  Real Time-PCRروش  كاربرد
غير در مقايسه با سيب زميني هاي   PVYويروس  مقاوم بهژنتيكي  شده ي

 تراريخته

  
  4، غلامعباس اكبري3ستار طهماسبي انفرادي، 2حميد راشدي، *1زهره ربيعي

  
  يهاي نوين، دانشگاه شهيد بهشتي ي و فناورژگروه مهندسي بيوتكنولوژي، دانشكده مهندسي انر - 1

  دانشگاه تهران ،پرديس دانشكده هاي فني ،دانشكده مهندسي شيمي -2
  گروه ژنتيك ملكولي، پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري -3

  گروه زراعت و اصلاح نباتات، پرديس ابوريحان، دانشگاه تهران -4
  )22/7/89 :رشيپذ خيتار  22/5/89: افتيدر خي(تار

  

  چكيده
هاي جديد روش استفاده از  عمده سازمانهاي بازرگاني و تحقيقاتي مي باشد. ته و غير تراريخته يكي از مشكلاتمقايسه بين سيب زميني هاي تراريخ

از چهار استان ايران نمونه هاي سيب زميني  .مي باشد تحقيقاز اهداف اصلي اين بين آنها جهت تفكيك و شناسائي ژنوم  مبتني بر ارزيابيآناليتيكي 
  از نظر تراريخته بودن مورد بررسي قرار گرفتند.جمع آوري شده و 

-Real timeو  PCRآغازگرهاي معرفي شده جهت تعقيب توالي هاي تراريخته با استفاده از دو تكنيك  ،CTABبه روش  DNAپس از استخراج 

PCR  35ژن هدف تعقيب وS promotor  وcoat protein gene  اندوژن و ژنSucrose synthase gene  ياB-fructosidase  مورد
در نمونه ها ادامه يافت  PVYNو  PVYOها جهت تعقيب مستقيم ويروس مثبت، آناليز GMبا توجه به عدم رديابي نمونه هاي  .استفاده قرار گرفتند

   .ويروس را نشان داددو كه نتايج آلودگي نمونه ها به اين 
  

 PVY، ويروس ، محصولات تراريخته ينيسيب زم :واژگان كليد

 

  مقدمه - 1
  استانهاي  در ديم  سيب زميني به دو صورت كشت آبي و                 چهارمين   .Solanum tuberosum L   زميني   سيب

  مقام    ايران     دارد.   هاصفهان، ... ادام   همدان،  اردبيل،                تغذيه  در  كه  بوده  ذرت و  محصول بعد از گندم، برنج 
  سيب  توليد از نظر   2008 سال  در   دنيا چهاردهم را در                 اساس   بر   است.  برخوردار   بسزائي  اهميت  انسان از

  ].  1[  شددارا مي با ميليون تن 7/4زميني با توليد                  توليد   ميزان )، FAO(  گزارش سازمان خواربار جهاني
  در  بيماري هاي عفوني ويروس مسئول ايجاد  36تاكنون                  بوده   2008 ميليون تن در سال 325 سيب زميني در دنيا

  از  گزارشات  اولين ]. 2شده اند [  شناسائي  سيب زميني                اوكراين،    فدرال،  روسيه  هند، چين،   . كشورهاياست
  سال  به ايران   در زميني  سيب  ويروس  بيماري   وجود                 از عمده ترين توليد كنندگان سيب زميني آلمان آمريكا و

                                                 
  z_rabiei@sbu.ac.ir مسئول مكاتبات: *
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  سيب ويروس هاي    كمتر  ]. شيوع3بر مي گردد [  1330               در دنيا مي باشند. در ايران نيز روند رو به افزايش كشت 
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محصول  ثر كمتري بر كاهشدرصد) ا 5-10زميني (حدود 
دارد درحاليكه شيوع بيشتر آنها باعث كاهش شديدتر محصول 

درصد سيب  40-50مي شود. تخمين زده شده كه آلودگي 
درصدي محصول مي  40زيني با اين ويروس منجر به كاهش 

  شود كه همراه با خسارت هاي مالي فراوان در دنيا مي باشند. 
 Potato tuber necrotic ringspot disease بيماري

(PTNRD)  بيماري ويروسي است كه با ايجاد حلقه هاي
نكروز كننده روي سطح غده سيب زميني ايجاد عفونت مي كند 
و خسارت زيادي به محصول وارد ميكند كه آنرا جهت 

با توجه به اينكه سيب  .]4[كند  مصارف خوراكي نامناسب مي
 PVYي گياه مادر به زميني از طريق غده تكثير مي يابد آلودگ

منجر به آلوده شدن غده هاي حاصله به اين ويروس گرديده و 
نهايتاً نسلهاي تكثيري بعدي نيز آلوده به ويروس خواهد بود 

و خانواده  Potyvirusاز خانواده  PVYويروس  .]5[
Potyviridae  با پيكره ايزومتريك و ژنومRNA  تك رشته و

اده ويروسي بزرگترين و از نظر اين خانو. ]7، 6[مي باشد مثبت 
اقتصادي مهمترين گروه از ويروسهاي بيماريزا در گياهان مي 

از تنوع ژنتيكي بالائي برخوردار مي  PVYباشند. ويروس 
باشد و معمولاً بر اساس علائم ايجاد شده بر روي توتون و 

و   PVYCو  PVYNو  PVYOسيب زميني به نژادهاي 
PVYNTN   شناسائي و بررسي حضور ]8[تقسيم مي گردد .

اين ويروس در سيب زميني توسط روشهائي مثل الكتروفورز و 
كيلو دالتون  31و  26وسترن بلاتينگ با يافتن دو باند پروتئيني 

ويروس و پروتئين  RNAكه به ترتيب مربوط به پروتئين 
اخيرا . ]3[ ، امكان پذير گشته استپوششي ويروس مي باشند

جهت شناسائي انواع مختلف اين ويروس  پروتكل هاي مختلفي
و تكثير  با پرايمرخاص طراحي  cDNAبا استفاده از سنتز 

روشهاي . ]9[ شده روي رشته آنتي سنس معرفي شده اند
مبتني بر روش هاي سرولوژيك، روش وسترن بلات  قديمي تر

و الايزا نيز براي تشخيص سيب زميني هاي آلوده به ويروس ها 
  . ]3[رار گرفته اند مورد استفاده ق

مقاوم به ويروسهاي گياهي  ريختهواريته هاي سيب زميني ترا
 Leafrollو همچنين   potato virus Y (PVY)مثل

virus (PLRV) توالي دن شمعرفي شده اند كه با اضافه  نيز
-Oمعمولي يا  ويروس(CP) ژن پروتيين پوششي مربوط به 

strain پروتيين . ]11 ، 10[ ندهمان ويروس بدست آمده ا
ويروس محافظت مي كند و وزن بيش  RNAپوششي از ژنوم 

البته % از كل ذره ويروس را به خود اختصاص داده است. 95از 
در سيب زميني دستورزي مكانيسم قطعي ايجاد كننده مقاومت 

 شود كه بيان ناشناخته است. اما عمدتا پيشنهاد ميشده ژنتيكي 
و  ويروسشدن  تكثير مدر هنگا پوشش پروتئيني ويروس

 يني از ويروس ورودي انجام مي شوديحذف پوشش پروت
و  SEMT15-02 جديد سيب زميني لاينهاي .]12[ 

SEMT15-15  وRBMT15-101  ،توسط كمپاني مونسنتا
و نسبت به  اند معرفي شده داميآمريكا جهت مصرف انساني و 

اي گياهان تراريخته دار .]13[ مقاوم مي باشند PVYويروس 
يك ژن (يا گروهي از ژنها) كه به ژنوم اصلي شان اضافه شده 
ميباشند. اين ژن (هاي) جديد، ترجمه و پروتئينهاي جديدي را 
بيان مي كنند كه خصوصيات جديدي مثل مقاومت به حشرات 

  مخصوص، علف كشها، ويروسها،.. را به آنها مي دهند.
، محصولات تراريخته در آمريكاكشت، پرورش و فروش 

كشورهاي اتحاديه اروپا و برخي كشورهاي ديگر تحت كنترل 
هاي بسيار دقيقي انجام مي گيرد و آناليزهاي دقيقي را شامل مي 

. اين مطالعات معمولا موارد فراواني از مسائل ]14[ شود
زراعي، تغذيه اي، محيط زيست و سلامتي مصرف كننده را 

كه بايد يك  پوشش مي دهند. آنچه مهم به نظر ميرسد اينست
چهارچوب هماهنگ شده بين المللي در جهت كنترل ارگانيسم 

چرا كه  ،]16، 15[نوتركيب بنيان نهاده شود  DNAهاي با 
ژنوتيپهاي جديد بدست آمده از دستورزي و اصلاح ژنتيكي به 
اكوسيستم طبيعي حمله و تغييرات ناخواسته مثل هيبريداسيون 

  .]5[كنند  يبا گونه هاي بومي و وحشي ايجاد م
ترانسژنيك جديد اضافه شده و يا  DNAاساس شناسائي 

شامل  تكنيكدو  با كاربرد شناسائي پروتئين جديد بيان شده
 ELISAبر  مبتني و روش هاي PCRبر مبتني روش هاي 
اجازه ميدهد تا تكثير روي  PCRمي باشد. روش امكان پذير 

ي شده روي اضافه شده با استفاده از پرايمر طراح  DNAقطعه
. ]18، 17[ پروموتور، ژن ترانسژن، و يا ترميناتور انجام شود
يا منفي بودن نتيجه كار بروي ژل آگاروز به صورت مثبت و 

روش سنجش پروتئيني بر پايه واكنش مشخص مي شود. 
ELISA  از حساسيت كمتري نسبت به روشPCR  برخوردار

ردار است. برخو positive falseاست، يعني از درصد بالاتر 
هزينه بالا جهت تهيه آنتي بادي و  ،جزئيهاي آلودگي 

از ساير  PCRنسبت به روش  يشترزمان بو استاندارد پروتئين، 
  معايب اين روش مي باشند. 

دو نكته اساسي وجود  تراريختهدر تعيين كميتي محصولات 
تعيين ژن  - 2تعيين كميت يك ژن هدف مخصوص  -1دارد: 

  . ]21، 20، 19[ربوط به آن تاكسون رفرانس (آندوژن) م
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تحقيق شناسائي سيب زميني تراريخته مقاوم به ويروس در اين 
PVY  استفاده از با  تراريخته نسبت به سيب زميني هاي غير

  انجام شده است. PCRمبتني بر روشهاي 
  
 ها مواد و روش - 2

 DNAاستخراج  -2-1

اردبيل،  ايه سيب زميني از بازارهاي عمده استان هاينمونه 
 5و همدان بصورت كاملاً اتفاقي به ميزان حداقل  تهران ،البرز

دو از  DNAاستخراج  .ندغده به ازاء هر گوني انتخاب گرديد
 & Doyleروش  هغده هاي سيب زميني بچشم انتهايي 

Doyle ]22[  انجام گرديد و كميتDNA  استخراجي توسط
 Hoefer DyNA Quant 200 Fluorometer(فلوريمتر 

(Pharmacia Biotech)، ( .ارزيابي گرديد  
  طراحي آغازگر -2-2

سه جفت آغازگر براي تعقيب و تعيين ژن هدف مخصوص و 
 Sucrose synthaseتعيين ژن رفرانس (اندوژن) در اينجا 

gene  ياB-fructosidase از بانك اطلاعاتي محصولات .
 35Sتراريخته تعيين شدند. ژن هدف در اين آناليز 

promotor وcoat protein gene .ميباشند  
در  PVYتعقيب مستقيم ويروس دو جفت آغازگر جهت 

با دو تغيير يافته  Taqmanكاوشگر  دو تك بازوي نمونه ها و
 RT-PCRام ججهت ان HEXو  FAMرنگ فلورسنت 
  طراحي گرديدند.

  واكنش زنجيره پليمراز -2-3
 توسط  بتداژن تراريخته در اشناسائي و تعيين كيفي حضور 

PCRواكنش  ط ذيل انجام گرديد.يدر شرا ،نرمالPCR  در
از  DNA ،Mµ 0.5از  ng 20محتوي  Lµ25حجم نهائي 
يا   HEX(كه با رنگ فلورسنت Revو  Forهر آغازگر 

FAM اند نشاندار شده( ،Mµ 200  از هرdNTP ،U 0.5 
 PTC-200 (MJدر ماشين 10Xبافر  Taq ،Lµ2.5پليمراز 

Research, USA)   دقيقه در  2با برنامهC°94  واسرشته)
(اتصال  C°94ثانيه در   45سيكل  27، )DNAسازي 

گزارش شده  )1(آغازگر، دماي مناسب هر آغازگر در جدول 
دقيقه  8(طويل شدن رشته) و نهايتاً  C°72دقيقه در  1است)، 

   .]C°72 ]23در 
محتوي  Lµ20در حجم نهائي  Real Time-PCRواكنش 

Lµ2.5  1بافرX  بافرTaqman  حاوي)EtROX  به عنوان
 dATPاز هر  MgCl2 ،Mµ 400از  mM 6رنگ رفرانس)، 

 ،dCTP  ،dGTP ،Mµ 400 dUTP ،nM 500  از
 آمپلي تك گولد پليمراز ، U 1كاوشگر،  nM 200پرايمرها، 

U 0.2 گلايكوزيلاز و -اوراسيل انLµ 2 DNA  در
 ABI PRISM 7700 Sequence detectionماشين

system device (Applied Biosystem devision of 
Perkin Elmer Crop. Foster City, CA, USA)   با

سيكل  C°95 ،50دقيقه در  10و  C°50دقيقه در  2برنامه 
و تحليل داده ها با  C°72دقيقه در  1 و C°94ثانيه در  15

 sequence detection systemاستفاده از نرم افزار 

software 1.7  24[ انجام شدو ترسيم منحني رگرسيون[.  
  

-Realتكثير ژن آندوژن (كنترل) نمونه هاي سيب زميني در 1شكل

time PCR ) عدم تكثير ژن 1با آغازگرهاي معرفي شده در جدول (
تراريخته در تمامي نمونه ها، غير تراريخته بودن نمونه هاي مورد 

  بررسي را تاييد مي نمايد.
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معموليPCRنمونه هاي سيب زميني در DNAعدم تكثير 2شكل
 9، 8، 4، 3است. ،  Gen rulerنشانگر M ).1(جدول  cpبا پرايمر 

كنترل مثبت، ساير چاهك ها محتوي نمونه هاي سيب زميني از مناطق 
 تهران و همدان مي باشند. ،مختلف استان هاي اردبيل، البرز

  

  بحث يافته ها و - 3
DNA از كيفيت و  از نمونه هاي سيب زمينيه استخراج شد

سنجش با نرمال و همچنين  PCRانجام پس از  ميت مناسبك
  د.برخوردار بو دستگاه فلوريمتر

  معمولي با استفاده از پرايمرهاي طراحي شده  PCRاجراي 
  

  ) عدم آمپلي فيكاسيون تمامي نمونه هاي مورد 1(جدول 
فيكاسيون نمونه كنترل  بررسي را نشان داد. اين موضوع با آمپلي

-RTرا نشان داد. در اين رابطه انجام  PCRمثبت، صحت كار 

PCR  بطور دقيق مي تواند حضور يا عدم حضور كپيDNA 
   ترانسژن را تاييد نمايد.

  

  سه جفت آغازگر جهت تعقيب سيب زميني تراريخته 1جدول 
Length 

(bp)
Rev sequence 

5'-3'
For sequence 

5'-3'
Target code 

Gene name 
Rev For 

225 TCCTCCTGCATCAATTGT
GT

AAAAGAGCTGTCCTGA
CAGC

CP P-
FMV 

35S 
promoter 

161 CATCCGCACTGCCTCATA
CC

GAATCAAGGCTATCAC
GTCC

CP CP Coat protein 
gene 

161 GTGGATTTCAGGAGTTCT
TCGA 

TGACCTGGACACCACA
GTTAT   

Sucrose 
synthase 

gene 
  

 Real-timeو معمولي  PCRايج بدست آمده از نتبر اساس 

PCR ،و عدم مشاهده تكثير DNA،  آزمايشات به سمت
. شددر نمونه ها هدايت  PVYتعقيب مستقيم ويروس 

بر اساس توالي هاي  )2(آغازگرهاي معرفي شده در جدول 
 U09509به شماره  PVYOبراي ويروس  NCBIموجود در 

 ]25[ X97895ه به شمار PVYNو براي ويروس  ]16[
  .طراحي گرديدند

 )3(معمولي در شكل  PCRنمونه هاي مورد بررسي با  تكثير
  نشان داده شده است.

  
آغازگر هاي طراحي شده جهت تعقيب ويروس  2جدول 

PVY  سيب زمينيدر  

Sequence Primer 

AACCATGATGGATCTGGCTACAA FpN_For 

TTCTAGGCAGTTCTGCATCATGAA RpN_Rev 

TATGATGGATTTGGCGACCACTTGT FpO_For 

TAAACTAGGCAGCTCTGCATCATG RpO_Rev 

  
  
  

 
معمولي با  PCRتكثير نمونه هاي سيب زميني در  3شكل 

 Gen نشانگر PVY. .Mپرايمرهاي مخصوص پيگيري ويروس 

ruler ،2 ،3 ،8 ،9 ،11  با دو باند نشانگر حضور هر دو  13و
  ويروس هستند.

يز هاي فوق الذكر عدم حضور بر اساس نتايج حاصل از آنال
 1388در بازار مصرف ايران در سال  سيب زميني تراريخته
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حضور باندهاي مربوط به تكثير توالي هاي  تأييد مي گردد.
ويروسي در نمونه هاي سيب زميني شاهد ديگري بر عدم 

بررسي تراريخته بودن سيب زميني هاي مورد بررسي مي باشد. 
راريخته كه به عنوان بذر مورد حضور غده هاي سيب زميني ت
  ت آزمون مي باشد. استفاده قرار مي گيرند، نيز در دس

سازمان هاي محافظت از سلامتي و مصرف با توجه به اينكه 
ملاحظات خاصي را در  ،WHOسازمان جهاني سلامتي ،كننده

از اينرو  ،در نظر دارندتراريخته رابطه با استفاده از محصولات 
مق در آن از جنبه هاي مختلف براي شناسائي توسعه دانش و تع
روشهاي مختلف  اعتبار سنجيطراحي و  ،و تعيين مقدار

ضروري به نظر مي رسد. با در نظر گرفتن يك سري معيارهاي 
 ،agro-GMOsسيستماتيك در رابطه با سلامتي مواد خوراكي 

تعيين حد خطرزا  تراريختهريسك و تاثير محصولات مختلف 
ضرورت  ،زا بودن و يا داشتن تاثيرات تغذيه ايآلرژي  ،بودن

بودن روي  تراريختهدرج  ،آگاهي دادن به مصرف كننده
را آشكار مي سازد. از طرف  GMO%برچسب با تعيين مقدار 

در بازار داخلي و  GMOقيمت تمام شده محصولات  ،ديگر
  صادراتي ضرورتا بايد كنترل شود.

  

  تشكر و قدرداني - 4
دانشگاه شهيد ايتهاي مالي انجام شده از طرف حمنويسندگان از 

 فراهم كردن تسهيلات و تجهيزات آزمايشگاهي و بهشتي
هزينه هاي اجراي اين تحقيق از  آورد. قدرداني به عمل مي

 به شماره پژوهشيبر اساس طرح  سوي دانشگاه شهيد بهشتي
  تأمين گرديده است. 1396/600
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Comparison between GM potatoes against non-GM potatoes is considered as a serious obstacle in 
trading and research institutes in Iran. The use of new analytical methods based on genome evaluation 
for differential identification between GM/non-GM products has a great importance. 
Sampling has been carried out from the market of four provinces. After DNA extraction according 
CTAB method, normal PCR and Real Time-PCR has been used for following up the target and 
endogen genes, 35S promoter, cp gene and Sucrose synthase gene/B-fructasidase respectively. 
Absence of amplification in the aforementioned PCRs, conducted the analyses to follow up PVYO and 
PVYN through the specific primers designed for their detection. All samples have provided good 
amplification implying contamination of samples by viruses and absence of GM potatoes in Iran 
market, as well.  
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