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.من بودند
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:چكيده

مييكي از مهم (.Gossypium hirsutum L)پنبه به.باشدترين محصولات زراعي امروزه مهندسي ژنتيك موجب

و پاتوژنگوجود آمدن  و. ها از مقاومت بالايي برخوردارندياهاني شده است كه نسبت به آفات با افزايش توسعه

ر آنهايشوكاربرد گياهان تراريخته و شناسايي ميتشخيص از. باشدها بسيار مهم روش هاي مولكولي مختلفي

مي Real time PCRو PCRجمله  و شناسايي به كار هاييي محدوديتاها داراما اين روش.روندبراي تشخيص

و حساس به نام تكثير هم دماي.باشندمانند نياز به تجهيزات گران آزمايشگاهي مي وابسته اخيرا روشي سريع

و تكثيرنيازي به واسرشته سازي الگو وجود LAMPدر روش. توسعه يافته است LAMP به حلقه تحت ندارد

در تحقيق حاضر. هاي گران قيمت مانند ترموسايكلر نيازي نداردبه اين دليل به دستگاه.گيرديك دما انجام مي

ژن PCRو LAMPجهت مقايسه دو روش  ژن CryIA(b)از پنبه تراريخته حاوي شد chiو پنبه حاوي . استفاده

و دماي30با استفاده از آغازگرهاي حلقوي تكثير در مدت شددرجه سانتي65دقيقه  همچنين. گراد انجام

ميحساس PCRاز روشرباربصداين روش نتيجه شد كه  LAMPبا توجه به نتايج به دست آمده روش. باشدتر

و ارزانها سريعمعمولي براي تشخيص تراريخته PCRدر مقايسه با و اختصاصيتر و حساستر .استترتر
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 مقدمه.1-1

و توليد غذا كاربرد دارد در. امروزه علم مهندسي ژنتيك در پزشكي، توليد سوخت، كشاورزي

هاي جديدي را پيش روي بشر گشوده است كشاورزي، مهندسي ژنتيك راه زمينه بيوتكنولوژي

با سازدكه او را قادر مي 1موجود تغييـر يافتـه ژنتيكـي. خصوصيات جديد توليد نمايد گياهاني

اي كه ريخته ژنتيكي آن با مهندسي ژنتيك تغيير يافته اسـت، معمولا به صورت ارگانيسم زنده

به. شودتعريف مي و محيط زيست و در عرصه كشاورزي منظور توليد گياهان مقـاوم بـه آفـات

ربيماري و توليد محصول به مهمي بر داشته شده است، هاي بسياروش مهندسي ژنتيك قدمها

و چين  و كـدوي ذرت، گندم، برنج،به طوري كه كشورهاي آمريكا، كانادا، آرژانتين پنبه، سويا

و ويروسها، قارچمقاوم به علف كش و هم چنين محصولات با بازدهي غذايي بالاترها توليـد ها

).2،2002يانگ(اند كرده

 تراريخته كشت جهاني گياهان.2-1

و پايدار ناشي از در نتيجه بهره و زيست محيطي مستمر وري بيشتر، منافع اقتصادي، رفاهي

در14ركورد 2009كشت محصولات تراريخته، در سال  و خرده پا 25ميليون كشاورز بزرگ

اند، بر جاي گذاشته ميليون هكتار را به زيركشت محصولات تراريخته برده 134كشور جهان كه

مي 2008شد كه رشدي معادل هفت درصد را نسبت به سال  برابري80رشد. دهدنشان

ميبي 1996مساحت زير كشت محصولات تراريخته نسبت به سال  و موجب شود تا سابقه بوده

ترين فناوري مورد پذيرش در تاريخ اخير كشاورزي كشت محصولات تراريخته به عنوان سريع

در مورد چهار محصول تراريخته اصلي تجاري سازي شده يعني ذرت، 2009در سال. باشد

 
� Genetically Modified Organism (GMO) 
� Yang. 
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و پنبه ركورد جديدي گزارش شد براي اولين بار بيش از سه چهارم سوياي توليد. سويا، كلزا

.ميليون هكتار است90كل مساحت زير كشت سويا در دنيا. شده در جهان تراريخته است

ميليون هكتار است كه نيمي از اين ميزان به توليد پنبه33ا سطح زير كشت پنبه در دني

كل. تراريخته اختصاص يافت يك ميليون هكتار سطح زير كشت ذرت 158همچنين از  در دنيا

و كلزاي تراريخته به بيش از يك پنجمه استبه توليد محصول تراريخته اختصاص يافت چهارم

.)ISAAA1(سطح زير كشت جهاني اين محصول رسيد

 چشم انداز آينده كشت گياهان تراريخته.3-1

در اين. در راه است 2015تا 2010موج جديدي از محصولات تراريخته بين سالهاي

و هاي نظارتي مناسب مسئولانراستا لازم است تا اولويت اول بر كارآمد كردن سيستم ه، ارزان

در دومين دهه تجاري سازي اين كشت محصولات تراريخته در دنيا.به هنگام متمركز شود

و كشاورزاني كه اين 2015تا 1996محصولات از سال  از نظر سطح زير كشت، تعداد كشورها

شد،محصولات را كشت خواهند كرد و. دو برابر خواهد ضمن آنكه محصولات تراريخته جديد

عه آسيا، مناسبي براي تامين اولويتهاي جامعه جهاني به ويژه در كشورهاي در حال توس

و فزاينده تامين خواهد شد و آفريقا به طور مستمر .)ISAAA(آمريكاي لاتين

� Inrernational Service for  the Acquisition of  Agri-biotech Applications 
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 گياهان تراريخته اهميت شناسايي.4-1

هاي مهندسي ژنتيك در ايجاد موجودات تغيير يافته ژنتيكي اخير پيشرفتدر سال هاي

و به خصوص گياهان  تراريخته به بازار مصرف شده باعث ورود گسترده محصولات اين فناوري

و سلامتي انسان داشته باشد.است اين. اين موضوع احتمال دارد اثراتي در محيط، تنوع زيستي

و عامه مردم را در نقاط مختلف جهان، درمورد استفاده از هاي سازمانامر نگراني هاي دولتي

و. اين محصولات در پي داشته است كشورهاي ديگر در سراسر دنيا اروپا، آمريكا، ژاپن، كانادا

. اندهاي ايمني مربوط به غذاهاي تراريخته را كه قصد ورود به بازار را دارند تدارك ديدهكنترل

هاي مختلف از رهاسازي تا به حال در اتحاديه اروپا چهارچوب وسيعي از موارد امنيتي، جنبه

ميگياهان تراريخته گرفته تا محصولات نهايي حاصل از آن  توانايي. كندگياهان را كنترل

ميتراريخته شناسايي و همكاران( باشدها يك امر ضروري .)1،2009لي

ابداع LAMP ،PCR ،Real-time PCRهاي تشخيصي مختلفي مانند روش در همين راستا

.تا بتوانند محصولات تراريخته را رديابي كنند اندشده

� Lee et al.
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 PCRروش تشخيصي.5-1

مي PCRبراي آناليز گياهان تراريخته بسيار استفاده مي شود، تكنيك"روشي كه اخيرا

كه هايي نيز مي باشدگر چه اين روش داراي مزاياي بسياري است اما داراي محدوديت. باشد

:توان به اين موارد اشاره نمودمي

مي كه زمان) چرخه40تا30(هاي حرارتي جهت تكثير استفاده از چرخه-1 زيادي را

.طلبد

.استفاده از دستگاه ترموسايكلر كه گران است-2

و تشخيص محصول روش-3 با مشكلاتي نظير استفاده"، كه عمدتاPCRهاي آشكارسازي

و خطرناك مثل اتيديوم برومايد همراه است  و همكاران(ازمواد سمي –و فيگارو 1،2002اليور

).1999و همكاران،2بوسي

و سريعي هستند، اما محدوديتروش PCRهاي مبتني بر چه روش اگر هاي هاي حساس

هاي مجهز كه داراي افراد متخصص ها تنها در آزمايشگاهذكر شده موجب گرديده تا اين روش

. اند به كار گرفته شونددر اين زمينه

� Oliveira et al. 
2Figueroa-Bossi et al. 
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 Real-time PCRروش.6-1

و ژل هايي را جهت به كارگيري محدوديت PCRگذاري در استفاده از دستگاه ترموسايكلر

و مزرعه مياين روش در آزمايشات صحرايي دانشمندان تلاش بسياري را جهت. كنداي ايجاد

باشدمي Real-time PCRها ابداع روش اند كه از جمله اين تلاشها نمودهحذف اين محدوديت

و با استفاده از آغازگرهاي  و كه سبب حذف مورد ژل گذاري گرديده نشاندار با مواد فلورسنت

گيري از دستگاه فلوريمتر همزمان با انجام فرايند تكثير ژن در دستگاه چرخه حرارتي، بهره

.گيردتشخيص حضور محصول به طور هم زمان صورت مي

LAMP1روش تشخيصي.7-1

هاي وديتبا توجه به موارد ذكر شده نياز به روشي ساده با كارايي بالاتر است تا بتواند محد

و در آزمايشگاهروش و كوچك حتي توسط افراد غير هاي پيشين را مرتفع نمايد هاي عادي

هم. متخصص نيز قابل انجام باشد روش جديدي جهت تكثير اسيدهاي نوكلئيك به نام تكثير

و همكاران)LAMP(دماي وابسته به حلقه  معرفي گرديد كه واجد) 2000(2، توسط نوتومي

. اين مشخصات است

1-DNA مي و سرعت بالا به صورت اختصاصي در يك دما تكثير .شودبا كارايي

مي6يا4از-2 هدف DNAشود كه در مجموع شش يا هشت ناحيه ژني از آغازگر استفاده

بارا مورد شناسايي قرار مي ميدهند، كه همين امر باعث اختصاصيت بسيار گردد لاي اين روش

و دنباله درجه65-60داري با تشكيل نواحي سنجاق سري در دمايو طي فرايند پيوسته

 
� Loop Mediated Isothermal Amplification 
� Notomi et al. 
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و استفاده از يك آنزيم سانتي مراز مقاوم به حرارت با خاصيت جايگزيني رشته پلي DNAگراد

و همكاران،( يابدتكثير مي ).2000نوتومي

با LAMPكارايي تكثير در روش-3 و قادر است مقدار اندكي از بسيار حتي( DNAلاست

تا) كمتر از شش كپي .كپي تكثير نمايد 1010را

به-4 امكان آشكارسازي نتيجه نهايي واكنش بر اساس كدر شدن محيط عمل واكنش كه

و تركيب آنdNTPواسطه آزاد شدن پيروفسفات از  هاي منيزيم در حين واكنش ها با يونها

ميگردد، ايجاد مي هاي نمايد كه اين مورد در بين تمام روشامكان آناليز نتايج را آسان

و همكاران( نظير استبي DNAمولكولي تكثير  .)1،2001موري

 اهداف تحقيق حاضر.8-1

با توجه به اهميتي كه شناسايي گياهان تراريخته دارند، بر آن شديم تا روشي را ارائه دهيم

كه. هاي نه چندان پيشرفته هم قابل انجام باشدكه در آزمايشگاه در مواردي مانند گمرك

تواند روش كارايي در ارزيابيمي LAMPامكان به كارگيري وسايل مجهز نيست، روش 

.محصولات وارداتي باشد

� Mori et al. 
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