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محصًلات تزاریختٍ اس اَميت فزاياوی  صوًم ي آواليش DNAبزرسی کيفيت صن داخلی مىاسب در 

عىًان یک صن داخلی بالمًٌ در پىبٍ ارسیابی گزدیذ. بٍ SadIپضيَص، صن  ایه بزخًردار است. در

 ضذٌ باطزاحی اختصاصی آغاسگزَای استفادٌ اس با گزدیذ ي سپس صوًمی استخزاج  DNAابتذا

 544ي  623دي لطعٍ  PCRگزفت. محصًل ياکىص  اوجام PCR کىص، ياVector NTI افشار وزم

َمساوٍ ضذوذ. پلاسميذَای وًتزکيب اس  pTZ  R/T پلاسميذ در باسی بًد. لطعات مًردوظزجفت

ضذوذ ي در ادامٍ  ضىاسایی   Mکلًوی با آغاسگزَای اختصاصی ي آغاسگزَای  PCRطزیك 

 مختلف َایوسخٍ بٍ مزبًط لطعٍ دي ایه کٍ داد وطان یابیوتایج تًالی صًرت گزفت. یابیتًالی

 افتادٌ اتفاق ديم ایىتزين واحيٍ جفت باسی در 79 حذف یک ايل وسخٍ در کٍ َستىذ  Sad صن

 صن متفايت وسخٍ دي يجًد کٍ پىبٍ است یابی صن داخلیاس تًالی گشارش ايليه تحميك، ایه. است

Sad  است مختلف مطالعات صن داخلی مىاسب در کىذ کٍ آن یکي تایيذ می ،دَذرا وطان می. 
 

 های کليدی واژه
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  مقدمه

ؿٙبػی ِٔٛىِٛی ٚ تٛػؼٝ صیؼت چـٍٕیش ٌؼتشؽ ثب

پّیٕشاص دس ای فٖٙٛ ٚ اثضاسٞبی ِٔٛىِٛی ٔب٘ٙذ ٚاوٙؾ ص٘دیشٜ

 اػتٕبدلبثُ ٚ وبسآٔذ لٛی، سٚؽ یه تٛػؼٝ ثٝ ٘یبص ثیٛتىِٙٛٛطی،

 ,.Xu et al) سػذ٘ظش ٔیٞب ضشٚسی ثٝاسصیبثی ایٗ سٚؽ ثشای

ٚ ػبیش آ٘بِیضٞبی  PCRدس ا٘دبْ ٚاوٙؾ  تشیٗ ٘ىتٝوّیذی(.     

اٍِٛ اػت.  DNAٌزاسی ػبدسٖ ویفیت ِٔٛىِٛی ٔب٘ٙذ ِىٝ

ٞبی اسصیبثی ویفیت اػیذ ٘ٛوّئیه سٚؽ تشیٌٗؼتشدٜ ٚ ٔؼتجشتشیٗ

 ، اػتفبدٜ اص طٖ داخّی ٔٙبػت اػتNanoDropثش ػلاٜٚ

(Scholtens et al.,      .)ٜٚثش ایٙىٝ دس طٖ داخّی ٔٙبػت ػلا

ػبصی دادٞبی اٍِٛ ٘مؾ داسد دس ٘شٔبَ DNAصیبثی ویفیت اس

 حبكُ اص ثیبٖ طٖ ٘یض ٟٔٓ اػت. 

ثشای تـخیق ٔٛخٛدات تغییشیبفتٝ ط٘تیىی، یه طٖ 

ػٙٛاٖ اػتب٘ذاسد ثشای تبییذ ؿٙبػبیی ٌٛ٘ٝ ٔٛسد٘ظش داخّی ٔشخغ ثٝ

ط٘ٛٔی وُ ٔٛسد٘یبص اػت. ٔغبِؼبت ٔختّفی  DNAٚ تؼییٗ ویفیت 

ٚ  ؿذٜ اػتدس ٌیبٞبٖ ا٘دبْ  ٔشخغ طٖ داخّی ثٝ یبثیدػتثشای 

  invertase، صئیٗٞبی خّٕٝ طٖ اص ٌیبٞبٖچٙذیٗ طٖ داخّی ثشای 

 ٚzssIIb رست دس (Zimmermann et al.,     ؛ Hernandez et 

al.,      ؛Pan et al.,     )، ٗدس حشاستی ؿٛن ٞبیطٖ ٚ ِىتی 

-طٖ ،(     ,Terry and Harris ؛     ,.Van Duijn et al) ػٛیب

 وّضا دس HMGI/Y یب BnACCg ، ACC، cruciferin ٞبی

(Hernandez et al.,      ؛Weng et al.,     )، LAT   ٚ 

Mcpi فشٍ٘ی ٌٛخٝ دس (Hernandez et al.,      ؛Yang et al., 

    b ؛Chhabra and Guleria,     ٖٞبی ( طOryzainβ، 

Gos ، ppi-PPF ٚ SPS ثش٘ح دس (Hernandez et al.,      ؛

Chaouachi et al.,     )، ٖط Sad  پٙجٝ دس (Yang et al., 

    a)، ٖط SRK ثشاػیىب تیشٜ دس (Randhawa et al.,      )ٚ 

 ,.Chaouachi et al) ػٛلا٘بػٝ تیشٜ دس β-fructosidase طٖ

 .اػت ؿذٜ ثشدٜ وبسثٝ ٚ ؿٙبػبیی(     

 یه ػٙٛاٖثٝ ط٘ٛٔی DNA ویفیت تأییذ ٚ داخّی طٖ تىثیش

 ٔٙفی ٘تبیح وبٞؾ ٚ PCR وبسایی افضایؾ ثشای داخّی وٙتشَ

 طٖ ٚالغ دس(.      ,.Randhawa et al) اػت ضشٚسی آٖ وبرة

 یه. سٚدٔی وبسثٝ ٘یض تشاسیختٝ ٌیبٞبٖ دلیك ؿٙبػبیی ثشای داخّی

 وٕی ٘ؼخٝ تؼذاد ٚ ثٛدٜ ٌٛ٘ٝ ٔختق ثبیؼتی ٔٙبػت داخّی طٖ

 ٕٞبٖ ٔختّف اسلبْ ثیٗ دس آٖ ٘بٍٕٞٙی ٚ ثبؿذ تٝداؿ طْ٘ٛ دس

 ٞبی سٚؽ ایٗ، ثشػلاٜٚ(. Yang et al.,     a) ثبؿذ وٓ ٌٛ٘ٝ

 ٚخٛد طٖ ثیبٖ ثشسػی ٔٙظٛس ثٝ real-time PCR خّٕٝ اص ٔختّفی

 ٘یبص real-time PCRُ ٔـى ٟٕٔتشیٗ ٔتؼذد، ٔضایبی ٚخٛد ثب. داسد

 ٔٙبػت داخّی ٖط یه تٛػظ حبكُ ٞبی دادٜ ػبصی٘شٔبَ ثٝ

 ٞبیدادٜ ػبصیوٕی ٔٙظٛسثٝ(.      ,Bustin and Nolan) اػت

 ٘ؼجت سا ٞذف طٖ mRNA ثیبٖ ٔیضاٖ تٛأٖی طٖ، ثیبٖ اص حبكُ

 ,Bustin) داد لشاس ػٙدؾ ٔٛسد داخّی طٖ یه ثیبٖ ٔیضاٖ ثٝ

     .) 

 طٖ یه تشاسیختٝ، ٘تبج سدیبثی ٚ پٙجٝ طْ٘ٛ اسصیبثی دس

 ,.Yang et al) ٕٞىبساٖ ٚ یبً٘ ػبثمبً. اػت ٘یبص ٔٙبػت داخّی

    a) ٖط Sad  خب٘ٛادٜ دس پٙجٝ داخّی ٔشخغ طٖ ػٙٛاٖثٝ سا G. 

hirsutum طٖ. داد٘ذ لشاس تأییذ ٚ ٔٛسدثشسػی Sad  ٚدس ٘ؼخٝ د 

 غیشاؿجبع پشٚتئیٗ یه سٔضوٙٙذٜ ٚ داسد پٙجٝ ٞبپّٛئیذ طْ٘ٛ ٞش

 10 ٚ 9 وشثٗ ثیٗ ٘ٝدٌٚب پیٛ٘ذ یه وٝ اػت اػتشٚیُ-اػیُ حبُٔ

 وٙذٔی ایدبد غیشاؿجبع اِٚئیه اػیذ تِٛیذ ثشای   C چشة اػیذ

 ٌیبٜ دس دا٘ٝ سٚغٗ ٚ غـبء غیشاؿجبع چشثی ٔیضاٖ خٛد ٘ٛثٝ ثٝ وٝ

ثش اػبع آغبصٌشٞبی (. Yang et al.,     a) وٙذٔی تٙظیٓ سا پٙجٝ

 حذٚد دس  Sad داخّی طٖ PCR ٔحلَٛ ا٘ذاصٜ ٔٛخٛد دس ٔٙبثغ،

-ٔی اؿتجبٜ دایٕش آغبصٌش ثب اٚلبت ٌبٞی وٝ اػت ثبص خفت 107

ٔحلَٛ  داسای ،ایٗ ؿٙبػبیی طٖ داخّی ٔٙبػت دس پٙجٝثٙبثش. ؿٛد

PCR خفت ثبص( وٝ ثب آغبصٌش دایٕش  100تش اص ٔغّٛة )ثضسي

 ، اص اٞذاف ایٗ پظٚٞؾ ثٛد.ٍ٘شدداؿتجبٜ 

 

  ها روش و مواد

 3-2ٔشحّٝ  ٞبی خٛاٖ دسٞبی ثشٌی ٌیبٞچٝاص ٕ٘ٛ٘ٝ

ؿذٜ ٞبی ثشٌی ثشداؿتط٘ٛٔی اػتخشاج ؿذ. ٕ٘ٛ٘ٝ DNAثشٌی 

 ثٝ آٟ٘ب ط٘ٛٔی DNA ٚ ؿذ٘ذ ٔٙتمُ آصٔبیـٍبٜ ثٝ ٔبیغ اصتدسٖٚ 

اػتخشاج ؿذ. وٕیت ٚ ویفیت  CTAB (Doyle,     ) سٚؽ

DNA   .اػتخشاخی ثب اػتفبدٜ اص دػتٍبٜ ٘ب٘ٛدساح اسصیبثی ؿذ

دسكذ ٘یض  8/0َ آٌبسص اػتخشاخی ثب ط DNAٕٞچٙیٗ ویفیت 

 ػٙدیذٜ ؿذ.
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ثب اػتفبدٜ اص (  Sad) داخّی پٙجٝ ای اص طٖتىثیش لغؼٝ

 -GGTATAGGCTGTCTGGTG ' F' آغبصٌشٞبی اختلبكی )

 ٚR –  'ATCGTGTACGTAGTGGTG ' ا٘دبْ ؿذ. ٚاوٙؾ )

PCR  ٓ2. اخضای ٚاوٙؾ ؿبُٔ ٌشفتٔیىشِٚیتش ا٘دبْ  20دس حد 

-ٔیّی dNTPs (10ٔیىشِٚیتش  PCR (X10 ،)2ٔیىشِٚیتش ثبفش 

اص ٞش ٔیىشِٚیتش  1ٔٛلاس(، ٔیّی 25)  MgClٔیىشِٚیتش  2ٔٛلاس(، 

 2/0پیىَٛٔٛ(،  10آغبصٌشٞبی سفت ٚ ثشٌـت ) اص وذاْ

ی DNAٔیىشِٚیتش  Taq DNA polymerase ،1ٔیىشِٚیتش آ٘ضیٓ 

ٔیىشِٚیتش آة دٚثبس تمغیش ثٛد.  8/10٘بٌ٘ٛشْ( ٚ  200اٍِٛ )

 دس یٝاِٚ یػبص چشخٝ ٚاػشؿتٝ یهؿبُٔ  یاستحش یٞب چشخٝ

 ؿبُٔچشخٝ  35 یمٝ،دل 5ثٝ ٔذت  ٌشادیدسخٝ ػب٘ت 94 دٔبی

 دلیمٝ، 1ثٝ ٔذت  ٌشادیدسخٝ ػب٘ت 94دس دٔبی  یػبص ٚاػشؿتٝ

ٚ  دلیمٝ 1ثٝ ٔذت ٌشاد  یػب٘تدسخٝ  60اتلبَ آغبصٌش دس دٔبی 

س ٚ د یمٝدل 1ثٝ ٔذت  یٍشادػب٘ت دسخٝ 72دس دٔبی  ٌؼتشؽ

 72دس دٔبی  یمٝدل 5ثٝ ٔذت  ییٟ٘ب ٌؼتشؽ چشخٝ یه یتٟ٘ب

 .ٌشاد ا٘دبْ ؿذیػب٘ت دسخٝ

 1ثب اػتفبدٜ اص طَ آٌبسص  PCRتفىیه ٔحلٛلات ٚاوٙؾ 

 107، یه ٘ٛاس  Sadدسكذ ا٘دبْ ٌشفت. ثب اػتفبدٜ اص آغبصٌشٞبی 

دِیُ وٛچه ثٛدٖ ا٘ذاصٜ ٘ٛاس حبكُ ٚ خفت ثبصی ٔـبٞذٜ ؿذ. ثٝ

  Sadتٛاِی طٖ  ـخیق ٘ٛاس حبكُ اص آغبصٌش دایٕش،أىبٖ تػذْ
-Fدسیبفت ٚ خفت آغبصٌش خذیذ ) NCBIاص پبیٍبٜ دادٜ 

 'GTAGTGCTCAAGGTAGGTTC ٚ R-

 'GTGGTCTGTCGGATATGG ٖثشای ط )Sad   ٝعشاحی ؿذ و

. ایٗ لغؼبت اص طَ خذاػبصی، ٌشدیذتش تِٛیذ  دٚ لغؼٝ عٛیُ

اص طَ، ؿشوت  DNAتخّیق )ثب اػتفبدٜ اص ویت تخّیق 

Rocheٝ٘ػبصی ؿذ٘ذ. ( ٚ ٕٞؼب 

 pTZ  R/T٘بلُ  دس  Sadلغؼبت حبكُ اص تىثیش طٖ 

ثٛدٜ ٚ ثٝ  T/Aؿذ٘ذ. ایٗ ٘بلُ اص ٘ٛع  ٕٞؼب٘ٝ (ؿشوت فشٔٙتبص)

وٝ تٛػظ  PCRافضٚدٜ ؿذٖ ٘ٛوّئٛتیذ آد٘یٗ ثٝ ا٘تٟبی ٔحلَٛ 

ٚاوٙؾ اتلبَ ٚ  ٌیشد، ٚاثؼتٝ اػت. پّیٕشاص كٛست ٔی Taqآ٘ضیٓ 

 ػبصی ٘بلُاػبع دػتٛساِؼُٕ ٕٞؼب٘ٝ ػبصی ثشٕٞؼب٘ٝ

pTZ  R/T (ؿشوت فشٔٙتبص) .ا٘دبْ ؿذ 

ثب پلاػٕیذ  E. coliثبوتشی  ٞبی ػَّٛ ػبصیٝتشاسیخت

( ا٘دبْ ؿذ. 2001ثٝ سٚؽ ػٕجشٚن ٚ ساػُ ) pTZ  R٘ٛتشویت 

اص عٛس ٔؼتمیٓ ثشای تـخیق ػشیغ پلاػٕیذ ٘ٛتشویت، ثٝ

اػتفبدٜ ؿذ.  PCRػٙٛاٖ اٍِٛ دس ٚاوٙؾ ثٝ E. coliٞبی ٕٞؼب٘ٝ

ٞبی داسای پلاػٕیذ ٘ٛتشویت دس ٔحیظ ٔبیغ سؿذ دادٜ ثبوتشی

اػتخشاج ؿذ. ٚاوٙؾ  Core Bioؿذ٘ذ ٚ پلاػٕیذ آٟ٘ب ثب ویت 

PCR ؿذٜ ثب آغبصٌشٞبی اختلبكی ٚ سٚی پلاػٕیذٞبی اػتخشاج

ٛس لغؼٝ ٞذف دس پلاػٕیذ ثشای تأییذ ثیـتش حض   Mآغبصٌشٞبی

pTZ  R/T  ْٞبی یبثی لغؼبت، تٛاِیؿذ. پغ اص تٛاِیا٘دب

اص تٛاِی اكّی  Vector NTIافضاس اضبفی ٔشثٛط ثٝ ٘بلُ ثب ٘شْ

ا٘دبْ  NCBIٞب دس ثب٘ه اعلاػبتی ٕٞشدیفی تٛاِیحزف ؿذ٘ذ. 

ثب ٞٓ  Vector NTIافضاس ٚػیّٝ ٘شْؿذ. ٕٞچٙیٗ، ایٗ دٚ تٛاِی ثٝ

 .ٌشدیذٞب ثبٞٓ ٔمبیؼٝ ؿذ٘ذ ٚ خلٛكیبت آٖ ٕٞشدیف

 

  نتایج

اػتخشاخی، اص طٖ  DNAپغ اص تبییذ وٕیت ٚ ویفیت 

 DNAػٙٛاٖ یه وٙتشَ داخّی ثشای تأییذ ٔدذد ویفیت داخّی ثٝ

  Sadؿٛد. ثب آغبصٌشٞبی اختلبكی طٖ داخّیط٘ٛٔی اػتفبدٜ ٔی
ؿذٜ اػتخشاج DNAٞبی ا٘دبْ ٌشفت. تٕبٔی ٕ٘ٛ٘ٝ PCRٚاوٙؾ 

خفت ثبصی ٔشثٛط ثٝ طٖ داخّی ٘ـبٖ داد٘ذ ٚ دس  107٘ٛاس یه 

-)آة( ٞیچ تىثیشی كٛست ٍ٘شفت وٝ ٘ـبٖ DNAٕ٘ٛ٘ٝ فبلذ 

 (.1ثٛد )ؿىُ  PCRآِٛدٌی ٚاوٙؾ دٞٙذٜ ػذْ

خفت ثبصی( ٚ  107دِیُ وٛچه ثٛدٖ لغؼٝ تىثیشؿذٜ )ثٝ

 احتٕبَ اؿتجبٜ ؿذٖ ثب آغبصٌش دایٕش، آغبصٌشٞبی خذیذ ثشای طٖ

 NCBIتٛاِی طٖ ٔٛخٛد دس پبیٍبٜ دادٜ  اػبع ثش  Sadداخّی 

 عشاحی ؿذ٘ذ.
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ثب آغبصٌشٞبی اختلبكی سٚی  SadIثشای طٖ داخّی  PCRٔحلَٛ  -1شکل 

ٕ٘ٛ٘ٝ  7ٞبی ٌیبٞی پٙجٝ ٚ چبٞه ٕ٘ٛ٘ٝ 6اِی  1دسكذ. چبٞه  1طَ آٌبسص 

 )آة( ٞؼتٙذ. DNAفبلذ 

Fig.  . The PCR products for SadI gene with specific 

primers on a    agarose gel. Lanes   to  : cotton plant 

samples and lane  : sample without DNA (water). 

 

-افضاس، ثبیذ لغؼٝٚػیّٝ ٘شْؿذٜ ثٝاػبع اعلاػبت اسایٝ ثش

ؿذ ِٚی دس خفت ثبصی تىثیش ٔی 544ای ثب عَٛ حذٚد 

 623ٚ  544آٌبسص دٚ ٘ٛاس  سٚی طَ PCRاِىتشٚفٛسص ٔحلٛلات 

(. دس اثتذا تلٛس ؿذ وٝ یىی اص 2خفت ثبصی ٔـبٞذٜ ؿذ )ؿىُ 

ٞبی حشاستی ٘بٔٙبػت ٘ٛاسٞب غیشاختلبكی ثٛدٜ ٚ ٘بؿی اص چشخٝ

اػت. ثؼذ اص تىشاسٞبی ٔتٛاِی ٚ تغییشاتی دس دٔبی اتلبَ 

آغبصٌشٞب، ٕٞچٙبٖ ایٗ دٚ ٘ٛاس ٔـبٞذٜ ؿذ٘ذ. حضٛس دٚ ٘ٛاس 

آغبصٌشٞبی  -1تٛا٘ذ ثبؿذ: فت ثبصی ثٝ دٚ دِیُ ٔیخ 623ٚ  544

ثش ثخـی اص طٖ ٔٛسد٘ظش، ثب ٔىبٖ دیٍشی دس طْ٘ٛ ٘یض خذیذ ػلاٜٚ

، ثخـی  Sadثش تىثیش ثخـی اص طٖ ساثغٝ ٔىّٕی داؿتٝ ٚ ػلاٜٚ

ایٗ دٚ ٘ٛاس  -2ا٘ذ؛ سا ٘یض تىثیش وشدٜاص طْ٘ٛ دیٍشی ٘بحیٝ اص 

ٞب ٙذ وٝ دس یىی اص ٘ؼخٝٞؼت  Sadٞبی طٖ ٔشثٛط ثٝ ٘ؼخٝ

ثخـی حزف ٚ یب دس ٘ؼخٝ دیٍش اضبفٝ ؿذٜ اػت. ثٙبثشایٗ ثشای 

ٞبی ثیـتش، دٚ ٘ٛاس اص طَ ٚ ثشسػی  Sadتأییذ حضٛس طٖ داخّی

دٚ ٘ٛاس  یبثی ؿذ٘ذ.ػبصی ٚ تٛاِیخذاػبصی، تخّیق، ٕٞؼب٘ٝ

ویفیت ٚ وٕیت ثشسػی  3ٜ دس ؿىُ ؿذخذاػبصی ٚ تخّیق

 ٌشدیذ.

 

 

 
 

ط٘ٛٔی پٙجٝ ثب اػتفبدٜ اص آغبصٌشٞبی خذیذ طٖ  DNAتأییذ ویفیت  -2شکل 

sad فبلذ  11چبٞه  ٔشثٛط ثٝ ٌیبٞبٖ پٙجٝ اػت ٚ 10تب  1ٞبی . چبٞه

DNA .آة( اػت( 
Fig.  . Quality confirmation of cotton genomic DNA using 

new primers of SadI gene. Lanes   to   :  cotton plant 

samples and lane   : sample without DNA (water). 

 
 

 
 

 

ثؼذ اص خبِق    Sadطٖ  PCRتلٛیش اِىتشٚفٛسص ٔحلَٛ  -اِف -3شکل 

ػبصی ٚ ثؼذ اص خبِق DNAػٙدؾ ویفیت ٚ وٕیت لغؼبت  -ػبصی. ة

 تخّیق اص طَ.

Fig.  . A- Schematic of gel electrophoresis of Sad  gene 

PCR product after purification. B- Measuring the quality 

and quantity of DNA fragments after purification and 

extraction from the gel. 
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ػبصی لغؼبت، ثشای تبییذ حضٛس لغؼبت پغ اص ٕٞؼب٘ٝ 

 4(. ؿىُ 4وّٛ٘ی اػتفبدٜ ٌشدیذ )ؿىُ  PCRدس پلاػیٕذ اص 

تأییذ پلاػٕیذٞبی  وّٛ٘ی ثشای PCR٘تبیح آصٖٔٛ  دٞٙذٜ٘ـبٖ

 اػت.  Sadخفت ثبصی طٖ  544ٚ  623٘ٛتشویت حبٚی ٘ٛاسٞبی 

ثشای تأییذ ثیـتش پلاػٕیذٞبی ٘ٛتشویبت، ٔدبذداً ٚاوبٙؾ    

PCR  ثب آغبصٌشٞبیM    ُی ٚاوٙؾ دٞٙذٜ٘ـبٖ 5ا٘دبْ ؿذ. ؿى

PCR  ثب آغبصٌشٞبیM     ٔشثبٛط ثبٝ ٘ٛتشویبت     1اػت. چبٞبه

ثٝ پلاػٕیذ ٘ٛتشویت حببٚی  ٔشثٛط  2ٚ چبٞه  633حبٚی لغؼٝ 

ٝ  3خفت ثبصی اػبت. چبٞبه    544لغؼٝ  ػٙبٛاٖ وٙتبشَ ٔٙفبی    ثب

آصٔبیؾ )آة( اػت. دس ٞش دٚ ٕ٘ٛ٘ٝ ٘ٛاسٞبی ٔٛسدا٘تظبس ٔـبٞذٜ 

 ٘ـببٖ داد   دٞٙذٜ كحت آصٔبیؾ ثٛد. آ٘بِیض ٕٞشدیفبی ؿذ وٝ ٘ـبٖ

 طْ٘ٛ دس sadIطٖ  ثبصی ثبخفت  544 لغؼٝ ٕٞپٛؿب٘ی ثیـتشیٗ وٝ

Gossypium hirsutum اػبت  دسكذ 65 حذٚد دس  ٝ ٝ  دس وب  ٘بحیب

 ٔـببٞذٜ       =E value ثبب  دسكذ 94 ٕٞؼب٘ی ٔیضاٖ ٕٞپٛؿبٖ،

-ٝخفت ثبصی ٘تببیح ٔـببثٝ اسایبٝ داد ثب     633 لغؼٝ ؿذ. ٕٞشدیفی

ْ  دس SadIطٖ  دسكبذ ثبب   85عٛسیىٝ   Gossypium hirsutum ط٘بٛ

ثب  دسكذ 95ٔیضاٖ ٕٞؼب٘ی دس ٘بحیٝ ٕٞپٛؿبٖ  ٔـبثٟت داؿت وٝ

E value=  e-
 ثٛد.    

 

ٔشثٛط  3تب  1ٞبی وّٛ٘ی ثشای تأییذ پلاػٕیذ ٘ٛتشویت. چبٞه PCR -4شکل 

ٔشثبٛط ثبٝ    6تبب   4ٞببی  خفت ثبصی، چبٞبه  633ٞبی حبٚی لغؼٝ ثٝ ٕٞؼب٘ٝ

ٔشثٛط ثبٝ ٕ٘ٛ٘بٝ وٙتبشَ     7خفت ثبصی ٚ چبٞه  544ٞبی حبٚی لغؼٝ ٕٞؼب٘ٝ

 ٔٙفی )آة( ثٛد٘ذ.

Fig.  . Colony PCR for confirmation of recombinant 

plasmid. Lanes   to  : clones contain a     bp DNA 

fragment, Lanes   to  : clones contain a     bp DNA 

fragment and lane  : negative control (water). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
.   Mثب اػتفبدٜ اص آغبصٌشٞبی پلاػٕیذٞبی ٘ٛتشویت  PCRٔحلَٛ  -5شکل

ٔشثبٛط ثبٝ    2، چبٞبه  633ٔشثٛط ثٝ پلاػٕیذ ٘ٛتشویت حبٚی لغؼٝ  1چبٞه 

ٝ  3خفت ثبصی ٚ چبٞبه   544پلاػٕیذ ٘ٛتشویت حبٚی لغؼٝ  ػٙبٛاٖ وٙتبشَ   ثب

 ٔٙفی آصٔبیؾ )آة( اػت.

Fig.  . PCR product of recombinant plasmids using the 

primers M  . Lane  : recombinant plasmid containing a 

    bp DNA fragment. Lane  : recombinant plasmid 

containing a     bp DNA fragment and lane  : negative 

control (water) test. 

 

ٖ  633ٚ  544 یبثی لغؼبتدس ا٘تٟب آ٘بِیض تٛاِی   Sadخفت ثببصی ط

ٙجٝ اػت، دس ٘ؼخٝ ٘ـبٖ داد وٝ ایٗ طٖ داسای دٚ ٘ؼخٝ دس طْ٘ٛ پ

خفت ثبصی دس ٘بحیٝ ایٙتشٖٚ دْٚ  79خفت ثبصی یه حزف  544

 (.6ٚخٛد داسد )ؿىُ 

 

  بحث

  Sadحبضبش ثبشای ط٘بْٛ پٙجبٝ، اص طٖ داخّبی       دس ٔغبِؼٝ

(Yong et al.,     aٝاػتفبدٜ ؿذ. ث )    ٜدِیُ وٛچبه ثبٛدٖ ا٘بذاص

خفت ثببص(، ٔدبذدا آغبصٌشٞببی خذیبذ      107ٔحلَٛ تىثیشؿذٜ )

 DNAؿببُٔ دٚ لغؼبٝ    PCRحی ؿذ٘ذ. ِٚی ٔحلَٛ ٚاوٙؾ عشا

خفت ثبص( ثبٛد. ثببٚخٛد    623ٚ  544ٞبی ٘ضدیه ثٝ ٞٓ )ثب ا٘ذاصٜ

دس ط٘بْٛ پٙجبٝ، تببوٖٙٛ ٞبیچ       Sadتأییذ حضٛس دٚ ٘ؼبخٝ اص طٖ  

ای سٚی ایٗ دٚ ٘ؼخٝ ا٘دبْ ٘ـبذٜ اػبت. دس ایبٗ ٔغبِؼبٝ     ٔغبِؼٝ

ؿبذ٘ذ. ثشسػبی   ثشای اِٚیٗ ثبس ثخـی اص ایبٗ دٚ ٘ؼبخٝ ثشسػبی    

٘ـبٖ داد وٝ  PCRتٛاِی ٘ٛوّئٛتیذی لغؼبت تىثیشؿذٜ دس ٚاوٙؾ 

ٞؼتٙذ وٝ دس   Sadٞبی ٔختّف طٖ ایٗ دٚ لغؼٝ ٔشثٛط ثٝ ٘ؼخٝ

خفبت ثببصی دس ٘بحیبٝ     79خفت ثببصی یبه حبزف     544٘ؼخٝ 
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ایٙتشٖٚ دْٚ اتفبق افتبدٜ اػت. ثٙبثشایٗ، ثب اثجبت ٚخبٛد دٚ ٘ؼبخٝ   

ٝ   ، ٔی Sadطٖ ٔتفبٚت ثشای  -تٛاٖ دس ٔغبِؼببت ٔختّفبی اص آٖ ثب

 ،Pa، Ivr داخّبی  ٞبیاص طٖ ػٙٛاٖ طٖ داخّی ٔٙبػت اػتفبدٜ وشد.

Lec، sps، Sad   ٚ FatA ٝسایببح تشاسیختببٝ ٌیبٞبببٖ دس تشتیببتثبب 

ٝ  ثش٘ح، ػٛیب، رست، ،(ٞٙذی ا٘جٝ) پبپبیب ؿبُٔ  PCR دس وّبضا  ٚ پٙجب

 چٙذٌب٘ٝ PCR . فٗ(     ,.Xu et al)ذٜ اػت ؿ اػتفبدٜ چٙذٌب٘ٝ

ٚ  ٞببی طٖٕٞچٙیٗ ثشای سدیببثی ٕٞضٔببٖ    وٙتبشَ داخّبی    ٞبذف 

دػبت  ٝتٛاٖ ثٝ كحت ٘تبیح ثاػت ٚ اص ایٗ عشیك ٔی بفتٝی  تٛػؼٝ

ٚ  )طٖ ٞبذف(  cry Acطٖ  Btوّبٓ   دس ٌُ ٔثلاًآٔذٜ دػت یبفت. 

 ٌٛخٝ فشٍ٘بی  دس ٚSRK (Randhawa et al.,     a )طٖ داخّی 

   LATداخّببی طٖ ٚ ـببىیخ تببٙؾ تحٕببُ ثببشای osmotin طٖ

(Chhabra and Guleria,     ) ٚ  ٗ  Bt ػبیت صٔیٙبی   دس ٕٞچٙبی

ٝ  PCR ثب UGPase داخّی طٖ ٚ( ٞذف طٖ) cry Ac طٖ  چٙذٌب٘ب

 كبحت  ثبش  ثیـبتشی  تبییبذی  تب ٌشفتٙذ لشاس ثشسػی ٔٛسد ٕٞضٔبٖ

 (.Randhawa et al.,     b) ثبؿذ ٘تبیح

تبٛاٖ  ساحتی ٔبی ثٝ ٕ٘ٛ٘ٝ طٖ داخّی، اص اػتفبدٜ ثب ٕٞچٙیٗ

ٝ . پبی ثبشد   دػبتٍبٜ  ٚ دػبتی  خغبٞبی دِیُثٝ اؿتجبٞبت ثٝ ٗ  ثب  ایب

 پیبشٚی  ؿبذٜ تؼشیف اػتب٘ذاسد اص ٕ٘ٛ٘ٝ طٖ داخّی اٌش وٝ كٛست

. ؿبٛد  تىبشاس  ثبیبذ  آصٔبیؾ ٚ ٘جٛدٜ لجَٛلبثُ آصٔبیؾ ٘تبیح ٘ىٙذ،

-ٔی چٙذٌب٘ٝ PCR ٚاوٙؾ طٖ داخّی دس ٕ٘ٛ٘ٝ حضٛس ثب ثٙبثشایٗ

 ٚ داد لشاس ثشسػی ٔٛسد ثیـتشی دلت ثب سا ٔختّف ٞبیٕ٘ٛ٘ٝ تٛاٖ

 .آٚسد دػتثٝ تشیٔغٕئٗ ٘تبیح

 طٖیبه  تىثیبش ٚ سدیببثی    ثشسػی اٌش ٞذفثش ایٗ، ػلاٜٚ

چٙذٌب٘ببٝ ٚ  PCRٚػببیّٝ ثبؿببذ، ثببٝ خبببف دس ٔٛخببٛد تشاسیختببٝ

تٛاٖ یه اثبضاس لبثبُ   ٞبی داخّی ٚ طٖ ٔٛسد٘ظش ٔیاػتفبدٜ اص  طٖ

ضیٙٝ ثشای غشثبٍِشی ٔحلبٛلات تشاسیختبٝ   اعٕیٙبٖ، ػشیغ ٚ وٓ ٞ

 ایدبد وشد.

ٗ  ٘تبیح وّی عٛسثٝ ٝ  ایب ٖ  ٔغبِؼب تبٛاٖ ثبب   داد وبٝ ٔبی   ٘ـبب

ٚ طٖ داخّبی   اػتب٘ذاسدؿبذٜ دٌٚب٘بٝ   PCRاػتفبدٜ اص یه ػیؼبتٓ  

ٝ ٌیبٜ ٔشثٛعٝ، ثٝ  ساحتی ٚ ثب صٔبٖ ٚ ٞضیٙٝ وٕتشی ٌیبٞبٖ تشاسیختب

٘یبض ٘ـببٖ داد دس     Sadسا سدیبثی وشد. ثشسػی دٚ ٘ؼبخٝ طٖ   پٙجٝ

دس ٘بحیٝ ایٙتشٖٚ دْٚ ٚخبٛد   bp 79یه حزف  ٘ؼخٝ اَٚ ایٗ طٖ

داسد. ثٙبثشایٗ ایٗ حزف ٔٙدش ثٝ تفبٚت ثیبب٘ی دس ایبٗ دٚ ٘ؼبخٝ    

 ٌشدد.ٕ٘ی

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ٝ    79 ؿبذٜ حزف ٘بحیٝ سً٘ لشٔض بدسو ٚ طٖ دٚ ٔـتشن ثخـی اص تٛاِی صسدسً٘ ٘ٛاحی.  Sad طٖ ثب ؿذٜیبثیتٛاِی لغؼٝ دٚ ٕٞشدیفی -6 شکل  544 خفبت ثببصی ٘ؼبخ

 اػت.  Sad طٖ خفت ثبصی

Fig.  . Alignment of two sequenced fragments with sadI gene. Yellow areas were part of common sequence of two genes and 

red box were deleted area (   bp) from     bp copy of SadI gene. 

 

 

 

 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

58
85

07
3.

13
96

.6
.1

.1
4.

6 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

26
-0

6-
01

 ]
 

                               6 / 8

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.25885073.1396.6.1.14.6
https://gebsj.ir/article-1-197-en.html


 دژستانو  توحیدفر  ....داخلی ساسی صنضىاسایی ي َمساوٍ

 

 79 1936تابستان بهار و / 1/ شماره 6/ دوره و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی 

 

 

 

 

Bustin SA.     . Absolute quantification of mRNA using 

real time reverse transcription polymerase chain 

reaction assays. Journal of Molecular Endocrinology 

  :    -   . 

Bustin SA, Nolan T.     . Pitfalls of quantitative real-

time reverse transcription polymerase chain reaction. 

Journal of Biomolecular Techniques   –   . 

Chaouachi M, El Malki R, Berard A, Romaniuk M, 

Laval V, Brunel D, et al.     . Development of a 

real-time PCR method for the differential detection 

and quantification of four solanaceae in GMO 

analysis: potato (Solanum tuberosum), tomato 

(Solanum lycopersicum), eggplant (Solanum 

melongena), and pepper (Capsicum annuum). Journal 

of Agricultural and Food Chemistry   :     -    . 

Chaouachi M, Giancola S, Romaniuk M, Laval V, 

Bertheau Y, Brunel D.     . A strategy for designing 

multi-taxa specific reference gene systems. Example 

of application-ppi Phosphofructokinase (ppi-PPF) 

used for the detection and quantification of three taxa: 

maize (Zea mays), cotton (Gossypium hirsutum) and 

rice (Oryza sativa). Journal of Agricultural and Food 

Chemistry   :     -    . 

Chhabra R, Guleria S.     . Molecular diagnosis of 

transgenic tomato with osmotin gene using multiplex 

polymerase chain reaction. Current Science   :    -

   . 

Doyle J.     . DNA protocols for plants, Molecular 

techniques in taxonomy. Springer, pp.    -   . 

Hernandez M, Duplan MN, Berthier G, Vaitilingom M, 

Hauser W, Freyer R, et al.     . Development and 

comparison of four real-time polymerase chain 

reaction systems for specific detection and 

quantification of Zea mays L. Journal of Agricultural 

and Food Chemistry   :     -    . 

Hernandez M, Esteve T, Pla M.     . Real-time 

polymerase chain reaction based assays for 

quantitative detection of barley, rice, sunflower, and 

wheat. Journal of Agricultural and Food Chemistry   : 

    -    . 

Hernandez M, Ferrando A, Esteve T, Saloméprat PP, 

Pla M.     . Real-time and conventional polymerase 

chain reaction systems based on the metallo-

carboxypeptidase inhibitor gene for specific detection 

and quantification of potato and tomato in processed 

food. Journal of Food Protection   :     -    . 

Hernandez M, Rio A, Esteve T, Prat S, Pla M.     . A 

rapeseed-specific gene, acetyl-CoA carboxylase, can 

be used as a reference for qualitative and real-time 

quantitative PCR detection of transgenes from mixed 

food samples. Journal of Agricultural and Food 

Chemistry   :     -    . 

Pan A, Yang L, Xu S, Yin C, Zhang K, Wang Z, et al. 

    . Event-specific qualitative and quantitative PCR 

detection of MON    maize based upon the   -

transgene integration sequence. Journal of Cereal 

Science   :    -   . 

Randhawa GJ, Chhabra R, Singh M.     . Molecular 

characterization of Bt cauliflower with multiplex PCR 

and validation of endogenous reference gene in 

Brassicaceae family. Current Science   :     -    . 

Randhawa GJ, Chhabra R, Singh M.     . Multiplex 

PCR-based simultaneous amplification of selectable 

marker and reporter genes for the screening of 

genetically modified crops. Journal of Agricultural and 

Food Chemistry   :     -    . 

Sambrook J, Russel D.     . Molecular Cloning. Third 

Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, USA. 

Scholtens I, Laurensse E, Molenaar B, Zaaijer S, 

Gaballo H, Boleij P, et al.     . Practical experiences 

with an extended screening strategy for genetically 

modified organisms (GMOs) in real-life samples. 

Journal of Agricultural and Food Chemistry   :     -

    . 

Terry CF, Harris N.     . Event-specific detection of 

Roundup Ready soya using two different real time 

PCR detection chemistries. European Food Research 

and Technology    :    -   . 

Van Duijn G, Van Biert R, Bleeker-Marcelis H, 

Peppelman H, Hessing M.     . Detection methods 

for genetically modified crops. Food Control   :    -

   . 

Weng H, Yang L, Liu Z, Ding J, Pan A, Zhang D.     . 
Novel reference gene, high-mobility-group protein 

I/Y, used in qualitative and real-time quantitative 

polymerase chain reaction detection of transgenic 

rapeseed cultivars. Journal of the Association of 

Official Agricultural Chemists   :    -   . 

Xu W, Zhai Z, Huang K, Zhang N, Yuan Y, Shang Y, 

et al.     . A novel universal primer-multiplex-PCR 

method with sequencing gel electrophoresis analysis. 

PLoS One  :    -   . 

Yang L, Chen J, Huang C, Liu Y, Jia S, Pan L, et al. 

    a. Validation of a cotton-specific gene, Sad , 

used as an endogenous reference gene in qualitative 

and real-time quantitative PCR detection of transgenic 

cottons. Plant Cell Reports   :    -   . 

Yang L, Pan A, Jia J, Ding J, Chen J, Cheng H, et al. 

    b. Validation of a tomato-specific gene, LAT  , 

  منابع

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

58
85

07
3.

13
96

.6
.1

.1
4.

6 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

26
-0

6-
01

 ]
 

                               7 / 8

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.25885073.1396.6.1.14.6
https://gebsj.ir/article-1-197-en.html


 دژستانو  توحیدفر  ....داخلی ساسی صنضىاسایی ي َمساوٍ

 

 :7 1936هار و تابستان ب/ 1/ شماره 6/ دوره و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی 

 

used as an endogenous reference gene in qualitative 

and real-time quantitative PCR detection of transgenic 

tomatoes. Journal of Agricultural and Food Chemistry 

  :    -   . 

Zimmermann A, Hemmer W, Liniger M, Lüthy J, 

Pauli U.     . A sensitive detection method for 

genetically modified MaisGard
TM

 corn using a nested 

PCR-system. LWT-Food Science and Technology   : 

   -   . 

 

 

 

 

 

 

 

Identification and Cloning of a Cotton Appropriate Reference Gene for Increasing 

Efficiency of Molecular Analysis 
 

Masoud Tohidfar*
 
 and Sara Dezhsetan

 
 

 
 . Department of Plant Biotechnology, College of Science and Biotech, Shahid Beheshti University, Iran  

 . Department of Agronomy and Plant Breeding, Faculty of Agriculture and Natural Resources, University of Mohaghegh 

Ardabili, Iran 

   

*Corresponding Author: M_Tohidfar@sbu.ac.ir 

 

Abstract 

An appropriate reference gene for assessment of DNA genome quality and analysis of transgenic crops is 

very important. In this research, we have evaluated the SadI gene as a potential reference gene in cotton. 

At the first, DNA was extracted, and then a PCR reaction was done using appropriative primers designed 

for Vector NTI. The PCR products were     and     bp fragments. The fragments were cloned in 

pTZ  R/T plasmid. Recombinant plasmids were identified by colony PCR with appropriative primers 

and M   primers and then were sequenced. The sequencing results showed that these two fragments are 

related to two different copies of the SadI gene that in one of copies a    bp deletion had occurred in the 

second intron. This research is the first report from sequencing of a cotton reference gene that showing 

the presence of two different copies of SadI gene, and confirmed that it is a suitable reference gene for 

different studies 

Key words: Bioinformatics, Cloning, Cotton, Reference gene, Sad  gene 
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