


 

 

 

 

 

 

LLaabboorraattoorryy  MMaannuuaall  ffoorr  tthhee  TTrraaiinniinngg  CCoouurrssee  oonn  

IICCAARRDDAA,,  AAlleeppppoo,,  SSyyrriiaa,,  1199--2244  JJuunnee  22001100

 

 

 

 

EEddiittoorrss  

                                AAhhmmaadd  AAbbdduull  KKaaddeerr--  GGrreettttaa  AAbboouu  SSlleeyymmaannee--  FFaatteehh  KKhhaattiibb  

              JJooyyccee  SSaakkrr  --  MMiiccaahheell  BBaauumm    

 

 

JJooiinnttllyy  oorrggaanniizzeedd  bbyy  

GGeenneerraall  CCoommmmiissssiioonn  ffoorr  SScciieennttiiffiicc  AAggrriiccuullttuurraall  RReesseeaarrcchh  ((GGCCSSAARR))  

IInntteerrnnaattiioonnaall  CCeenntteerr  ffoorr  AAggrriiccuullttuurraall  RReesseeaarrcchh  iinn  tthhee  DDrryy  AArreeaass  

((IICCAARRDDAA))  

FFoooodd  aanndd  AAggrriiccuullttuurree  OOrrggaanniizzaattiioonn  ooff  tthhee  UUnniitteedd  NNaattiioonnss  ((FFAAOO))  

  

  

  

TCP/RAB/3202 

 

 

   



Advanced Regional Training Course on Detection of Genetically Modified Organisms and  Biosafety for Food and  Agriculture 

ICARDA, Aleppo, Syria, 19-24 June, 2010 

ii 

 ©2011 Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO)  

            International Center for Agricultural Research in the Dry Areas (ICARDA) 

           General Commission for Scientific Agricultural Research (GCSAR) 

All rights reserved 

 

Recommended Citation: Abdul Kader A.M.; Abou Sleymane, G.; Khatib, F.; Sakr, J. and 

Baum, M. (2011). Laboratory Manual for the Training Course on Detection of Genetically 

Modified Organisms and Biosafety for Food and Agriculture. 19–24 June 2010, ICARDA, 

Aleppo, Syria, ix + 151 pp. 

 

AGROVOC descriptors: GMO detection, Biosafety, Biotechnology. 

 

Printed by FAO, Damascus Office, Syria 

 

 

Editors 

 
 

Ahmad M. Abdul Kader 
General Commission for Scientific Agricultural Research (GCSAR), Biotechnology Department, 

Douma, P.O. Box 113, Damascus, Syria 
e-mail: ahmad59@gmx.de 

Gretta Abou Sleymane  
American University of Science and Technology, Faculty of Health Sciences, GMO Testing 
Laboratory, Beirut, Lebanon 

e-mail: gretta.abousleymane@gmail.com       

Fateh Khatib 
Aleppo Univ., Faculty of Agriculture, Department of Plant Protection, Aleppo, Syria  

e-mail: f.khatib@cgiar.org    
Joyce Sakr 
American University of Science and Technology, Faculty of Health Sciences, GMO Testing 
Laboratory, Beirut, Lebanon 
E-Mail: joyce.s@live.com 

Michael Baum 
International Center for Agricultural Research in the Dry Areas (ICARDA), P.O. Box 5466, 

Aleppo, Syria. Website: www.icarda.org 
e-mail:  m.baum@cgiar.org     

 

Disclaimer 

 
The content of this document is entirely the responsibility of the editors, and does not 

necessarily represent the views of the FAO, or its members. The designations employed and 

the presentation of material do not imply the expression of  any opinion what so ever on the 

part of FAO concerning legal or development status of any country, territory, city or area or its 

authorities or concerning the delimitation of its frontiers or boundaries. The mention of 

specific companies or products of manufacturers, whether or not these have been patented, 

does not imply that these have been endorsed by FAO in preference to others of similar nature 

that are not mentioned. Editors in no way promote the exclusive use of any particular company 

or brand. 

 

 

mailto:ahmad59@gmx.de
mailto:gretta.abousleymane@gmail.com
mailto:f.khatib@cgiar.org
mailto:joyce.s@live.com
mailto:m.baum@cgiar.org


Advanced Regional Training Course on Detection of Genetically Modified Organisms and  Biosafety for Food and  Agriculture 

                                                                                       ICARDA, Aleppo, Syria, 19-24 June, 2010  

iii 

 

 

 

 

 

This laboratory manual is an output of the FAO regional project  

TCP/RAB/3202(D) entitled: ‘Strengthening capacities towards the 

establishment of a regional platform for the detection of genetically modified 

organisms’, and developed for a regional training on "Detection of Genetically 

Modified Organisms and Biosafety for Food and Agriculture"  that was 

organised at  ICARDA, Aleppo, Syria, from 19 to 24 June 2010.  The editors 

wish to take this opportunity to sincerely thank everyone who supported the 

training and  preparation of this manual . Our  sincere thanks to Dr. Kakoli 

Ghosh, Lead Technical Officer of the Project and Team Leader  of Seeds and 

Plant Genetic Resources Plant Production and Protection Division (AGP), FAO, 

for her dedicated support in realizing this manual and successful project 

implementation. Thanks are also extended to ICARDA  staff for their 

cooperation in co-organizing the  training course. We thank  the European 

Commission Joint Research Centre (EU-JRC), Institute for Health and Consumer 

Protection Biotechnology and GMOs Unit (IHCP), ISPRA, Italy for contribution 

in training and technical support. We want to thank the National Project 

Coordinators Mona Siblini Halwany (Lebanon), Ibrahim Rawashde  (Jordan), 

Abdelbagi M. Ali (Sudan), Hussein Alzubi (Syria), Rashed Borshaid (UAE), 

Hamoud Mokbel (Yemen) and in particular all the participants of the  training 

course. Our sincere acknowledgments to Prof. Magdy Madkour, project 

international consultant for his continuous efforts, and valuable guidance. Finally 

special thanks are extended to FAO staff in Cairo and Damascus, for their 

continuous support in arranging and making all activities of the project possible 

and feasible. We are deeply grateful to all the contributors who worked hard  and 

helped in all possible  ways to ensure to have this manual available in Arabic and 

English for all.  

Acknowledgements 
 

 
 





Advanced Regional Training Course on Detection of Genetically Modified Organisms and  Biosafety for Food and  Agriculture 

                                                                                       ICARDA, Aleppo, Syria, 19-24 June, 2010  

iv 

 

Regional Training Course on: 

Detection of Genetically Modified Organisms and  

Biosafety for Food and Agriculture 

 

Laboratory Manual 

 

 

 

 

 

Title Page 

Acknowledgements iii 

Table of Contents iv 

List of Abbreviations vii 

Foreword viii 

 

PART 1.  

Theoretical Background on GMO Detection and Biosafety 

0 

1.1 Introduction 1 

1.2 Introduction to genetic engineering of crops 3 

 1.2.1. Terminology 3 

1.2.2. Genetic Engineering of Plants 3 

      1.2.2. 1. What do you need for transformation of an 

organism? 
3 

      1.2.2. 2. General approach of plant transformation  7 

      1.2.2. 3. Types of plant transformation 8 

           1.2.2.3.1. Agrobacterium t.-mediated transformation 9 
           1.2.2. 3.2. Transformation using gene gun (biolistic) 17 

1.3     Detection and identification methodologies of GMOs 26 

1.3.1. The conversion of genetic information from 

DNA to phenotypes 

26 

1.3.2. What are GMOs? 28 

1.3.3. DNA, protein, and phenotypes as targets for 

detection assays 

29 

Table of Contents 

 

 
 



Advanced Regional Training Course on Detection of Genetically Modified Organisms and  Biosafety for Food and  Agriculture 

                                                                                       ICARDA, Aleppo, Syria, 19-24 June, 2010  

v 

 

1.3.4. Detection methods of GMOs  32 

 1.3.4.1. DNA-based methods 33 

1.3.4.1.1. General testing scheme 33 

1.3.4.1.2. Sampling procedure 34 

1.3.4.1.3. Extraction and purification of 

DNA 

35 

 

1.3.4.1.4 

 

Nucleic acid amplification 

methods using PCR 

36 

    

  1.3.4.1.4.1 Conventional Uniplex PCR    36 

  1.3.4.1.4.2 Multiplex PCR 38 

  1.3.4.1.4.3 PCR using mRNA templates 39 

  1.3.4.1.4.4 Nested PCR  39 

  1.3.4.1.4.5 Semi-quantitative end point 

PCR 

39 

  1.3.4.1.4.6 Semi-quantitative competitive 

PCR 

40 

  1.3.4.1.4.7 Real-time PCR 41 

 

1.3.4.1.5 

 

Alternative and promising DNA 

detection techniques 

44 

 

 

   1.3.4.1.5.1. Southern blot 44 

   1.3.4.1.5.2. DNA sequencing 44 

   1.3.4.1.5.3. DNA microarrays  45 

   1.3.4.1.5.4. Thermal cycling procedures 47 

   1.3.4.1.5.5. Isothermic amplification 47 

   1.3.4.1.5.6. Nanoparticle and  

microfluidic techniques       

 

48 

   .3.4.1.5.7. Mass spectrometry of DNA 49 

   1.3.4.1.5.8. Supplementary photon- 

driven monitoring methods 

50 

   1.3.4.1.5.9 Biological approaches                    
51 

1.3.4.2   Protein-based methods 53 

1.3.4.2.1. ELISA 53 

1.3.4.2.2. Lateral flow sticks 54 

1.3.4.2.3. Western blotting  55 

1.3.4.2.4. 

 

Chromogenic/ 

histochemical  assays 

55 

1. 3.4.3 Herbicide bioassays 56 

 



Advanced Regional Training Course on Detection of Genetically Modified Organisms and  Biosafety for Food and  Agriculture 

                                                                                       ICARDA, Aleppo, Syria, 19-24 June, 2010  

vi 

 

PART 2.  

Laboratory Manual for the Practical Work on GMO Detection 

and Biosafety 

58 

2.1 Biosafety guidelines for laboratories 59 

2.2 Biolistic transformation system of wheat 64 

2.3 Agrobacterium transformation system of chickpea 75 

2.4 DNA based methods for GMO detection 81 

2.4.1 DNA extraction (CTAB protocol) 82 

2.4.2 Spectrophotometric Analysis 85 

2.4.3 Agarose Gel Electrophoresis 86 
2.4.4   Screening of transgenic maize and soybean by 

Conventional PCR 

88 

2.4.4.1. General PCR conditions 88 
2.4.4.2. Analysis of PCR products 89 
2.4.4.3. Experimental 89 
 
 

 
 

 

 

 

2.4.4.3.1. Introduction 89 
2.4.4.3.2. Equipment 89 
2.4.4.3.3. Reagents 89 
2.4.4.3.4. Primers 91 
2.4.4.3.5. Controls 92 
2.4.4.3.6. Soybean specific PCR: Lectin gene 93 

 2.4.4.3.7.  Maize specific PCR: Zein gene 96   
2.4.4.3.8. 

 

Screening of 35S promoter and 

nos terminator 
99 

 2.4.4.3.8.1.   35S PCR 99 
2.4.4.3.8.2.    nos PCR 102 

2.4.5. Identification of MON810 maize and Roundup 

Ready® soybean by nested PCR 

105 

 2.4.5.1. Detection of MON810 maize 105 

 2.4.5.2. Detection of Roundup Ready® soybean 110 

2.4.6. Quantification of Roundup Ready® Soybean by 

Multiplex Real-time PCR 

115 

2.4.7. Quantification of maize TC1507 by Uniplex Real-

Time PCR 

121 

             References                   128 

Annexes 

Annex 1 Chemicals, equipment, and other materials used   142 

Annex 2 Program  144 

Annex 3 List of participants 147 

Annex 4 List of instructors 150 



Advanced Regional Training Course on Detection of Genetically Modified Organisms and  Biosafety for Food and  Agriculture 

                                                                                       ICARDA, Aleppo, Syria, 19-24 June, 2010  

vii 

 

 

  

 

Abbr. Name 

bp Base  pair 

cDNA Complementary DNA 

DNA Deoxyribonucleic acid  

DNase Deoxyribonuclase 

dNTPs Deoxynucleosides triphosphate (dCTP,dATP,dGTP,dTTP) 

M DNA marker (ladder) (lambda DNA) 

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

FAO Food Agriculture Organization of the United Nations 

GCSAR General Commission for Scientific Agricultural Research 

GMOs Genetically Modified Organisms 

GA3 Gibberelic acid 

IAA Indol -3-acetic acid  

IBA Indol-3- butyric acid  

ICARDAInternational Center for Agricultural Research in the Dray Areas 

ISAAA International Service for the Acquisition of Agri-biotech 

Applications 

MS Murashige and Skoog / culture medium(1962) 

mRNA messenger RNA 

NAA Naphthalene acetic acid  

nos nopaline synthase 

OD Optical Density 

PCRPolymerase Chain Reaction  

2,4-D 2,4 -Dichlorophenoxy acetic acid  

RNARibonucleic acid  

rRNA Ribosomal RNA 

RT-PCR Reverse Transcriptase-PCR 

RERestriction Enzymes / Restriction Endonuclease 

T-DNA Transfer DNA (i.e. that part of the Ti plasmid of Agrobacterium 

spp. Incorporated into the genome of infected cells,/ Not tDNA 

tRNA transfer RNA 

Taq Taq DNA Polymerase 

List of Abbreviations  

 



Advanced Regional Training Course on Detection of Genetically Modified Organisms and  Biosafety for Food and  Agriculture 

                                                                                       ICARDA, Aleppo, Syria, 19-24 June, 2010  

viii 

 

 

 

 Global food security will require significant gains in cereal productivity and 
production in both exporting and importing countries. Most countries in West 
Asia and North Africa cannot meet their demands for staple food (mainly 
wheat, but also rice) from domestic production and, therefore, depend on food 
imports to varying degrees, making them the most import-dependent countries 
in the developing world (FAO, 2008). Projections of the region’s food balance 
indicate that dependence on imports will increase by almost 64 percent over 
the next twenty years (IFAD, Improving Food Security in the Arab World, 
January 2009). The expanding demand for cereals is expected to increase 
cereal net imports to 73.1 million tons by 2020 with wheat imports alone 
accounting for more than 50% of the total cereal net imports in 2020. Crop 
improvement programs need to become more efficient to close the yield gap 
between yields on station and farmer fields. Agricultural biotechnologies offer a 
number of techniques such as tissue culture applications, marker-assisted 
selection and genetic engineering  can help to close the yield gap.  

 
2010 is the fifteenth anniversary of the commercialization of biotech 

crops, first planted in 1996 (ISAAA Brief 42 for 2010 (James, 2010).  The 
growth from 1.7 million hectares of biotech crops in 1996 to 148 million 
hectares in 2010 is an unprecedented 87-fold increase, making biotech crops 
the fastest adopted crop technology in the history of modern agriculture. 
Biotech crops already contribute to some of the major challenges facing global 
society, including: food security and self-sufficiency, sustainability, alleviation of 
poverty and hunger, help in mitigating some of the challenges associated with 
climate change and global warming; and the potential of biotech crops for the 
future is enormous (James. 2010). 

The most important constraint to the adoption of biotech crops in most 
developing countries, that deserves highlighting, is the lack of appropriate 
cost/time-effective and responsible regulatory systems that incorporate all the 
knowledge and experience of 15 years of regulation (James, 2010). Current 
regulatory systems in most developing countries are usually unnecessarily 
cumbersome and in many cases it is impossible to implement the system to 
approve products which costs US$1 million or more to deregulate – this is 
beyond the means of most developing countries.  

FAO has approved a two year regional project (TCP/RAB/3202) entitled 
“Strengthening capacities towards the establishment of a regional platform for 
the detection of genetically modified organisms". The participating countries 
include Lebanon, Jordon, Syria, UAE, Yemen and Sudan. The aim of the 
project is to strengthen regional capacities and to enhance regional information 
exchange and dialogue in biosafety that would lead to the establishment of a 
regional platform for handling and managing GMO detection and related 
procedures through increased regional cooperation and standardization of GM 
detection and analysis procedures within the region.  

FORWORD 
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Given the strong trade relations among the countries of the region, the 

shared borders, the heavy imports of food products, and new investments that 
the area is attracting; such a network could also represent an economic 
opportunity. It could reduce dependency and costs associated to GM detection 
activities on one side, and generate additional resources through the charges 
from the services provided by the reference laboratories on the other side. In 
addition, as GMO detection activities are necessary for the release of permits, 
the project will favor more balanced public-private sector collaboration for better 
organization and management of imports within the national regulatory 
frameworks and standardized procedures. Through the project it is expected 
that the six countries (Lebanon, Jordon, Syria, UAE, Yemen and Sudan) will 
reinforce the ties between agriculture and environment at national and regional 
levels, increase training opportunities, share experience and know-how. It will 
also aim to increase North-South and South-South collaboration in this area. 
 

As part of this TCP project, the General Commission for Scientific and 
Agricultural Research (GCSAR) in cooperation with the International Center for 
Agricultural Research in the Dry Areas (ICARDA) and the Food and Agricultural 
Organisation of the United Nations (FAO)  organized an advanced training 
course on: "Detection of GMOs & Biosafety in Agriculture and food. The 
training course was held at ICARDA, Aleppo, Syria, from 19 to 24 June 2010. 
Organizers selected and sponsored 18 technicians, agricultural engineers, 
research assistants, associates, assistant lecturers and researchers from the 
eligible countries participating in the project. The training consisted of both 
theoretical and practical sessions on methodologies of GMO detection, 
identification and quantification using traditional and Real Time PCR. 

 
This Laboratory Manual on GMO detection has been prepared in English and 
Arabic language in the context of this training course. It presents a compilation 
of a general overview and technical protocols related to GMOs, all derived from 
specialized GMO references. 
This manual can serve as the theoretical and practical guide on GMO detection 
for the Arab countries. The manual could be a reference in GMO detection to 
strengthening the regional capacities in GMOs detection and will support the 
Arab countries in the implementation of national Biosafety regulations under  
the Convention of Biological Diversity. 
 

 
 

 

Editors 
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PART 1.  

Theoretical Background on 

‘GMOs Detection and Biosafety’ 
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The deployment of agricultural technologies that enhance productivity 

without destroying the global natural resource base remains a critical 

generational challenge. Recent trends however indicate that, technologies, 

especially biotechnology, if properly harnessed, offer a responsible way to 

enhance agricultural crop productivity for now and the future.  

The  tools of biotechnology offer   the ability to isolate, manipulate, and transfer 

genes between species expands the gene pool that is available and can be utilized 

in the genetic modification and improvement of plants, animals and microbes.  

Although Genetically Modified Organisms (GMOs) are at times, subject to 

intense debates, it is accepted that genetic engineering technology has the 

potential to help increase production and productivity in agriculture, forestry, and 

fisheries: e.g. by raising the yield levels on marginal lands in developing 

countries, improving the quality of the raw material in the pro-vitamin A and 

iron-enriched rice, or improving various biotic or abiotic stress tolerances of new 

varieties of agricultural crops,  At the same time one is also aware of the potential 

risks posed by genetic engineering, which fall in two main categories: the effects 

on human and animal health and the environmental consequences. The majority 

of these potential risks such as the effect on human health or on  the 

environmentcan impact all countries and communities. 

To ensure the safe use and development of gene technology and to prevent 

any potential harm to human health, animals, property, or the environment that 

may be caused by the use of GMOs, the risks of every new GM plant, animal, or 

microorganism are analyzed on a case-by-case basis.  

 

 

1.1.  Introduction 
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At the technical level recent developments in the GM area which increased 

from 1.6 million ha in 1996 to reach 148 million ha in 2010 cultivated in 29 

countries (James 2010), have illustrated the need to develop quick and accurate 

methods for the detection of GM plants and seeds in support of the GM 

inspections being carried out in many countries. A number of procedures can be 

employed to attempt identification of  a genetically modified organism. Reliable 

GMO identification and quantification methods should be used to comply with 

the biosafey regulations. 

 

For developing countries strengthening capacities in GMO detection can 

pave the way to strengthen the laboratories for GMO detection, release of 

permits, and facilitate information sharing for detection of GMOs at national 

level amongst laboratories. Eventually they can  serve in future as nodes for the 

exchange of information, experience, and expertise and address specific capacity-

building needs in GMO detection as required.  
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1.2.1. Terminology: 

A variety of terms are used in this area of research, so a small glossary is 

given below: 

Genetic Engeneering: Modifying genotype, and hence phenotype by 

transgenesis (genetic transformation). 

GMO: Abbreviation for genetically modified organism. An organism that has 

been transformed by the insertion of one or more transgenes. 

Transformation: The uptake and integration of DNA in a cell, in which the 

introduced DNA is intended to change the phenotype of the reciepient organism 

in a predictable manner.  

Transgenic organisms: an organism that has been successfully transformed and 

contains a new gene or genes which are stably inherited by its progeny. These are 

also known as transformants and GMOs.  

Transgene: An isolated gene sequence used to transform an organism.  

Vector: a small DNA molecule, (a plasmid or virus, bacteriophage, artificial or 

cut DNA molecule), that can be used to deliver DNA into a cell. ‗Vector‘ can 

also describe agents (physical or biological) that transmit or carry diseases.  

 

1.2.2. Genetic Engineering of Plants 

  1.2.2.1.  What do you need for transformation of an organism? 

1. Host - the organism that is going to take up the DNA and be transformed.  

2. DNA - the DNA that is to be transferred into the host.  

The host must be competent for transformation, that is, able to take up 

DNA. The bacteria used by Griffith were naturally competent to take up DNA. 

Escherichia coli, however, is not so obliging. For E. coli, a variety of treatments 

are used to make cells competent to take up DNA. One of these is treating the 

1.2. Introduction to genetic engineering of crops 
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bacteria with ice-cold calcium chloride (CaCl2). It is not fully understood what 

this treatment does to the bacteria, but it is assumed that the physical barriers to 

DNA getting into the bacteria, the cell wall, and membrane are made more 

permeable and thereby allow DNA to enter the cell. The competent E. coli cells 

and the DNA are mixed together in a tube. After several minutes, the bacteria are 

briefly heated, then placed on agar medium and allowed to grow. Not all of the 

bacteria will be transformed. For E. coli, the highest transformation frequency 

obtained is about 1%. In other words, at best only one bacterium of every 100 

will be transformed. In almost all transformation systems, the frequency of 

transformation, the fraction of cells that are transformed and take up DNA, is 

low. For E. coli, a typical transformation would use about 0.1 µg of DNA. On 

average only one molecule of every 10 000 successfully transforms the host. So, 

a major experimental problem is how to identify the relatively rare transformed 

cells among the mass of non-transformed bacteria. 

How can the rare transformed bacteria be identified?  

The transformants must be distinguishable from the others. The DNA that the 

bacteria take up should carry a gene that gives the transformed bacteria a distinct 

property or phenotype that can distinguish them from the non-transformed 

bacteria. In transformation of bacteria, the DNA used for transformation carries a 

gene for resistance to an antibiotic, e.g. ampicilline or tetracycline. Bacteria that 

have been transformed with the DNA will be able to grow in the presence of the 

antibiotic, while untransformed bacteria (the vast majority) will not. 

After mixing the bacteria and DNA, the bacteria are placed on a medium 

that contains the antibiotic, on which only transformed bacteria will grow. This 

antibiotic resistance gene is also known as a selectable marker because it allows 

for direct selection of transformed bacteria. Selectable marker genes are essential 

for transformation of virtually all organisms, because the frequency of 

transformation is very low. Transformation with vectors that carry a selectable 

marker allows the transformed organisms to be simply identified. 

So, transformation of bacteria can be summarized as: 
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 mixing together DNA (a vector) with cells that are able to take up the 

DNA  

 treating the mixture to allow DNA to enter host cells  

 growing the host cells  

 identification of transformed cells  

The DNA used to transform the bacteria needs to carry a selectable 

marker, such as a gene for resistance to an antibiotic, and an origin of replication. 

If the DNA introduced into the bacterium is not replicated each time, the 

bacterium divides, then the DNA transferred into the cell will not be present in 

all progeny and will rapidly be lost. So these two components are required in the 

DNA used for transformation. However, the purpose of transforming E. coli is 

not simply to introduce and copy these pieces of DNA, but to move other more 

interesting genes into the host organism. These essential components are 

assembled into vectors that can be used to carry other pieces of DNA into the 

bacterium. In the same way that vectors carry infectious diseases between 

organisms, transformation vectors carry DNA into the host. 

Most transformation vectors are plasmids – circular DNA molecules that 

carry these essential components and can also have other DNA added to them. 

How are other pieces of DNA added to a plasmid vector?  The vector must 

contain a site where the circular DNA molecule can be cut with a restriction 

enzyme to open the molecule. Other DNA fragments can then be inserted into the 

vector using DNA ligase to jo in the DNA molecules and create a new circular 

plasmid DNA. These recombinant DNA molecules are formed in a test tube and 

then transferred into E. coli by transformation.  

Note that plasmid vectors are normally quite small DNA molecules; many are 

only 3000 base pairs (bp) in size. There are a number of reasons for this:  

- it is easier to transform E. coli with small DNA molecules;  

- as the size of a DNA molecule increases, the likelihood of there being a 

single site for any restriction enzyme in the vector declines. 
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- If the vector is cut into two fragments, it is quite unlikely that it will be 

joined together in the right way by DNA ligation.  

Vectors for transformation of E. coli are now quite advanced and have some 

added features that make cloning of DNA fragments more straightforward. For 

example, when you ligate together vector DNA and other pieces of DNA, you 

can create a number of different combinations. As a researcher, you are only 

interested in those that recombine the vector with other DNA. However, the 

vector can also simply ligate back to itself and produce a DNA molecule that will 

transform the bacteria and give antibiotic resistant colonies. 

How can we distinguish between the bacteria that have been transformed with 

recombinant plasmids and just re-ligated vector plasmids that do not carry any new 

piece of DNA?  

In many vectors, the vector contains a second gene (the ‗blue gene‘), and 

when this gene is expressed the bacteria are blue rather than the usual white when 

grown on a special indicator medium. The site for cloning fragments of DNA is 

in the middle of this blue gene. When a DNA fragment is inserted at this site, the 

blue gene is disrupted and inactivated. The bacteria that take up this recombinant 

DNA molecule will still be resistant to the antibiotic, but will now be white 

rather than blue. Thus, the blue colonies on the plate contain just the rejoined 

vector, while the white colonies contain recombinant DNA plasmids. 

These plasmids have been manipulated so that one plasmid can serve many 

different functions. Many sites for restriction enzymes have been introduced into 

the vector so that DNA fragments with many different types of ‗sticky ends‘, 

produced by different restriction enzymes, can be cloned in one vector. The 

vector can also be used to allow the DNA sequence of the cloned DNA fragment 

to be determined quite easily. RNA can be transcribed from the DNA that has 

been cloned into the vector, which can be useful in a number of research 

methods. 
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1.2.2. 2. General approach of plant transformation  

All of the transformation methods for plants follow the general approach 

described below: 

1. Tissue samples are removed from the host plant which is to be transformed. 

These samples are known as explants and are taken from a variety of tissues. 

Another source of plant material for transformation is tissue culture, where 

cells are growing under aseptic conditions. The following steps are all carried 

out under sterile tissue culture conditions, with the plant tissue growing on an 

artificial agar medium. 

2.  The explant is subjected to the transformation procedure. The goal is to 

transform as many cells as possible in the tissue. There are two important 

points to remember here: first, most transformation procedures are inefficient 

and only a small fraction of the target cells are actually transformed; and 

second, each cell that is transformed is unique. Even though all of the cells 

that are transformed may have received the same piece of DNA, the site at 

which the DNA integrates into the chromosome is different in each cell and 

this means that every transformed cell is genetically different.  

3. Selection is applied to identify the rare cells that have been transformed. Only 

transformed cells will be able to grow under these selection conditions. 

Without this selection, many more plants would have to be regenerated and 

then screened later to find the rare transformed plant.  

4. The composition of the growth medium, especially the levels of auxin and 

cytokinin hormones, is altered so that differentiated plants will regenerate from 

transformed cells. 

5. Seed are collected from the regenerated, transformed plants and the progeny 

are examined for inheritance of the transgene (the gene that has been 

transferred). 

6.  The phenotype of the transgenic plants is then studied to determine if the 

gene(s) that have been introduced have altered the performance of the plant.  
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1.2.2.3. Types of plant transformation methods for producing transgenic 

crops 

  

Most of the transformation methods used for higher eukaryotes relies on 

integration of the DNA that is transferred into a chromosome. When the DNA is 

integrated into the chromosome it will be reliably transferred through mitosis and 

meiosis, and stably inherited. 

Some Transformation methods use purely physical methods to get DNA 

into an organism. The methods used for E. coli and yeast, using CaCl2 or other 

chemical treatments to make cells competent, fall into this category. Other 

methods use a biological agent, such as a bacterium or virus, as the vector to 

transfer the DNA. Whichever method is used, the DNA must cross a number of 

physical barriers for transformation to be successful.  

For transformation of a plant, these barriers inc lude the cell wall, plasma 

membrane, contents of the cytoplasm, nuclear membrane, and ultimately lead to 

integration into a chromosome.  

 

Transformation methods can be divided into two groups: 

 Agrobacterium-mediated  

o A. tumefaciens  

o A. rhizogenes  

 Uptake of naked DNA  

o Electroporation  

o Polyethylene glycol (PEG)-mediated  

o Particle gun  

 

Below, we describe the two major methods used to produce transgenic plants, 

i.e. Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation  and Transformation 

using gene gun (biolistic) 
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1.2.2.3.1. Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation 

The first reliable method for plant transformation was based on a pathogen 

that attacks plants, especially grape and olive, and causes crown gall disease – 

formation of galls at the crown of a plant, the junction between root and shoot at 

the soil surface. The organism that causes this disease is Agrobacterium 

tumefaciens, loosely translated from the Latin as ‗soil-bacterium tumor-maker‘. 

The galls are produced at the site of infection and consist of a mass of 

undifferentiated cells, also known as tumors. Agrobacterium tumefaciens 

produces these tumors by transferring a piece of DNA from the bacterium to the 

plant. This is called the T-DNA for ‗transferred DNA‘. This natural transfer of 

DNA from a prokaryote into a eukaryote is unique in the world of biology. 

The T-DNA carries a number of genes with promoters and other control 

sequences that are designed to function in plants rather than in bacteria. The 

genes on the T-DNA are then expressed in the plant. The T-DNA genes encode 

enzymes to make the plant hormones auxin and cytokinin.  

What happens if you alter the concentration and balance between 

auxin and cytokinin?  

Higher levels of auxin promote root growth, while cytokinin promotes 

shoot development. However, the T-DNA genes result in very high levels of both 

hormones, and this leads to the proliferation of undifferentiated cells – a tumor. 

The T-DNA in the bacterium is part of a large plasmid known as the 

tumor-inducing or Ti plasmid. Bacteria which do not have the Ti plasmid cannot 

produce galls and are not pathogenic. 

As another aside, what does the bacterium gain from causing this disease 

on a plant? Is the production of tumors on plants just an act of malicious 

snuggery on the part of the bacterium, or is there some good biological reason for 

why the bacterium causes these galls? The T-DNA also carries genes encoding 

enzymes for the production of opines, unusual amino acid derivatives. The tumor 

produces opines and so bacteria living in the tumor, outside the plant cells, use 
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these compounds as their source of carbon and nitrogen. Some of the other genes 

carried by the Ti plasmid encode enzymes to utilize these opines in metabolism. 

By producing opines the tumor provides an ecological niche for the 

Agrobacterium to grow. Agrobacterium has developed this unique method to 

transfer DNA from the bacterium into plants. This has now been manipulated to 

develop systems for transformation of plants. 

The T-DNA region of the Ti plasmid, the portion that is transferred into 

plant cells, is physically defined by specific sequences of approximately 20 bp on 

either end of the T-DNA. Any DNA that lies between these border sequences 

will be transferred into the plant. The T-DNA normally contains genes for 

hormone synthesis and production of opines, but these genes are not required for 

the transfer of DNA from the bacterium. The bacterium is not aware of the 

sequence of DNA that is being transferred. This is important for two reasons: 

first, any piece of DNA can be placed between the border sequences and will be 

transferred from bacterium to plant; and second, the genes that result in altered 

synthesis of hormones, and thereby production of tumors, can be removed. 

Therefore, it is possible to obtain transformed cells which have normal levels of 

hormones and appear to be quite normal. 

While plant cells can be readily transformed by Agrobacterium, there must 

be some method to distinguish between transformed cells and those that are not 

transformed. The fraction of cells that are transformed is small. Without any 

selection, most of the regenerated plants would not be transformed and some 

other method would have to be used to identify transformed cells and plants. In 

transformation of bacteria, plasmid vectors carry genes for resistance to 

antibiotics. This allows transformed bacteria to be identified based, for example, 

on their ability to grow in the presence of ampicilline. Similarly, the T-DNA that 

is transferred to plants must also carry a gene giving a selective advantage to 

transformed plant cells under specific conditions.  

A selectable marker must be included in the T-DNA. For plants, the first 

selectable marker gene was for kanamycin resistance. The gene for resistance 
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was found in bacteria. This gene encodes a protein that adds a phosphate group to 

kanamycin, thereby inactivating the antibiotic. Growth of plant cells is also 

inhibited by kanamycin. If the bacterial protein that inactivated kanamycin could 

be expressed in plants, then plants should be able to grow in the presence of 

kanamycin. To express the protein encoded by this bacterial gene in plants, the 

gene first had to be modified. These modifications included removing the 

promoter and terminator sequences, which direct the transcription of this gene in 

bacteria, and replacing them with a promoter from a plant gene which directs a 

high level of expression of this gene in all plant cells and a transcription 

terminator which also works in plant cells.  

This chimeric resistance gene is inserted into the T-DNA of the Ti plasmid 

so that it will be transferred from bacterium to plant. The Ti plasmid can be 

further manipulated so that: 

1. The T-DNA genes that normally lead to production of tumors (i.e. the 

genes that direct synthesis of hormones) are removed.  

2. A selectable marker gene for kanamycin resistance is added to the T-DNA 

between the border sequences.  

3. Any other gene or genes can be included in the T-DNA and will be 

transferred from the bacterium into the plant.  

With this modified Ti plasmid in A. tumefaciens, how do we go about 

producing transgenic plants?  

The procedure is quite straightforward: 

1. Remove tissue explants from the plant. 

2.  Incubate the wounded plant tissue with Agrobacterium carrying the 

modified Ti plasmid.  

3. Place infected tissue on medium containing kanamycin.  

4. Transformed cells divide and grow; these are transferred to medium to 

allow shoots to develop. 
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5.  Shoots are placed on another medium to promote root development, so 

that small plantlets are produced. 

6.  Plants are transferred from agar medium to soil.  

This method is very widely used for plant transformation, especially many 

of the model systems used to study plants – tobacco, petunia, and others. It used 

to be thought that A. tumefaciens was not very efficient at infecting monocots 

(including wheat, rice, and maize) and many legumes such as soybean. These are 

the crop plants for which there are the greatest economic incentives to develop 

transgenic varieties. Therefore, other methods were developed to transform these 

plants. All of these are based on physical methods to get DNA inside in a cell. 

However, in the last two years there have been a number of reports showing that 

Agrobacterium can be used to transform rice and maize at high efficiency. 

Agrobacterium carrying the modified Ti plasmid is then used to infect pieces of 

plant tissue. The T-DNA is excised from the Ti-plasmid, moved across the 

various barriers, and then inserted into the chromosome of the host. Many details 

of the molecular events involved in this process are now understood. The T-DNA 

has now transformed a small number of cells. Transformed cells grow in the 

presence of the selection agent (e.g. kanamycin) and fertile plants are then 

regenerated from these cells. 

When bacteria or yeast are transformed with a plasmid, every cell that takes up 

the plasmid is identical. This is not true when plant cells are transformed with 

Agrobacterium. Each plant that is obtained from a separate transformation event  

should be regarded as unique with a distinct genotype.  

One major difference is that the T-DNA must integrate into a chromosome, 

rather than replicate extra-chromosomally. The site of integration appears to be 

random. Because the T-DNA is integrated at different sites in different cells, each 

transformed cell is now unique. There are two reasons why this random 

integration is important: 

- The T-DNA may insert into, and inactivate, a gene that is required for 

some other function or purpose. While this insertion may not be 
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immediately obvious, it may result in the inactivation of perhaps a gene for 

resistance to a particular pathogen.  

- The site of integration can have a very large effect on the level at which 

the T-DNA genes are expressed. Expression can easily differ by a factor of 

100 between individual transgenic plants, even though they contain exactly 

the same piece of DNA.  

In addition to the variation produced by transformation, the process of tissue 

culture – growing plant material in culture, exposing it to hormones, antibiotics, 

and other exogenous agents, and regenerating differentiated plants – also 

produces variation. This is known as somaclonal variation. Starting with a single 

plant, this is cultured and produces callus – a mass of undifferentiated cells. From 

this, many plants are regenerated that should be genetically identical to the 

starting material. However, the plants show variation – unusual phenotypes or 

forms that are unlike the original starting plant. This phenomenon is well 

documented, but not well understood. 

Since Agrobacterium transformation is not successful with some plant 

species, a variety of other methods have been developed. These all use physical 

methods to deliver DNA into plant cells. 

The first method is virtually identical in principle to the methods used to 

transform microbes. Plant tissues can be reduced to a collection of individual 

cells that lack cell walls. This is done by treating plant tissue with a collection of 

enzymes that break down the cell wall polymers. These cells without any wall are 

called protoplasts. One of the major barriers to getting DNA into plant cells, the 

cell wall, has been removed in the preparation of protoplasts. Protoplasts can then 

be transformed in a number of ways. In electroporation, the protoplasts are mixed 

with the DNA – the genes to be introduced – and are then given an electric 

shock. In some way this high voltage makes temporary holes or pores in the 

plasma membrane which allows DNA to enter the cell. The DNA then somehow 

gets to the nucleus and is integrated into a chromosome. Electroporation is 

generally the most efficient treatment to get DNA inside plant protoplasts; 
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however, other chemical treatments, such as addition of PEG or CaCl2, can also 

be used.  

After transformation, plants must be regenerated from transformed cells.  

The procedures used are quite similar to those used in Agrobacterium-mediated 

transformation: 

     -   Selection of transformed cells, e.g. by their resistance to kanamycin. 

- differentiation of shoots and roots (a process known as organogenesis) 

- alternatively, some plant cells growing in culture can produce somatic 

embryos – embryos that are not derived from fertilized eggs. These 

embryos can develop into fertile healthy plants under the appropriate 

conditions.  

The goal of these various methods is to produce fertile, transgenic plants from 

transformed cells. 

 

Another physical method to get DNA into protoplasts is by 

microinjection, using very fine needles and syringes to directly inject a solution 

of DNA into the nucleus of a cell. One at a time, individual protoplasts are held 

in place by suction from a pipette, while a needle is inserted through the 

cytoplasm into the nucleus. A few nanoliters (one millionth of a milliliter) of 

DNA solution are injected, since using a larger volume would make the cells 

burst. The needle is removed, hopefully the cell does not burst, and regeneration 

of plants is attempted from these injected, transformed cells. One advantage of 

this method is that the frequency of getting DNA into the protoplasts is very high 

– essentially all of the injected cells will get the DNA. However, the number of 

cells that can be transformed is limited. Other problems with this method include 

the level of technical sophistication required. 

No matter which method is used to get the DNA into the plant cells, one 

central problem remains with all of these transformation methods that require the 

preparation of protoplasts: regeneration of plants from single cells. We have all 
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learned about the totipotency of plant cells in an early biology class; however, it 

is very difficult to achieve this with many plant species. 

 

Steps for plant transformation with Agrobacterium 

 

1. Clone the gene or gene fragment into the multiple cloning site of an 

intermediate vector.  

2. Introduce the gene into an acceptor A. tumefaciens strain via triparental 

mating. (reciprocal recombination between the intermediate vector and the 

T-DNA region of the acceptor plasmid occurs during triparental mating or 

any other means (electroporation, heat shock..) and the gene is now part of 

the T-DNA region that will be transferred). 

3.  Co-cultivate the engineered A. tumefaciens strain containing the gene of 

interest with an explant from which regenerated plants can be obtained. 

4.  Culture the regenerating explant in the presence of a selectable agent and 

select cells, shoots and rooted-shoots that are resistant to the agent.  

5. Screen the regenerated plant for the expression of the selectable and 

scorable markers screen the transgenic plant for the expression of the 

introduced gene.  

6. Grow progeny of the transgenic plant and determine the inheritance of the 

introduced gene.  
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  After: Phillip McClean (1998). 

CODING SEQUENCEINTRON poly A signalPROMOTER

ON/OFF Switch Makes Protein stop sign

Plant Selectable 
Marker Gene

Plasmid DNA
Construct

LB, RB – left and right 
borders (direct repeat)

 

Figure above shows the plsmid DNA construct for transformation. 

 

 (Zhu 2000; Adrian et al. 2003; Barnum 1998; Chawla 2004; Nicholl 2002; 

Phillip 1998 a,b,c ; Zaid 2001) 

 

 

How can plants be transformed without having to go through all of 

these tissue culture procedures, which are only successful with some species 

and also inadvertently introduce undesirable variation?  

These concerns were one of the reasons behind development of particle 

bombardment for transformation of plants.  
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1.2.2. 3.2. Transformation using gene gun (biolistic) 

  1.2.2. 3.2.1. Background 

The gene gun was created as a new way of proceeding with gene 

transformation of grains in response to the difficulty of getting bacteria across 

grain cell walls. It was designed by John Sanford at Cornell University in 1987 

and made introducing new genetic material into plant cells much easier than 

previous methods, such as the use of viruses or Agrobacterium. The gene gun has 

a wide range of uses today and can be used on many organisms such as bacteria, 

yeasts, and mammalian cell lines – particularly those which have previously been 

difficult or impossible to transfect, such as non-dividing cells or primary cells. 

The transformation does not apply only to unicellular organisms but also whole 

objects such as leaves or entire animals, e.g. Drosophila and mice. It has also 

been particularly useful for chloroplasts because no bacteria or viruses were 

known to infect chloroplasts, and this method has allowed introduction of foreign 

DNA into chloroplasts.  

There are three common methods of genetic engineering: the plasmid, the vector, 

and the biolistic (gene gun) methods.  

The most well-known of the three is the plasmid method, which is generally used 

for altering microorganisms such as bacteria. The vector method is similar to the 

plasmid method, but its products are inserted directly into the genome via a viral 

vector. The biolistic method will be described in detail below. In this method the 

DNA is delivered into cells on microscopic particles of gold or tungsten.  

1. DNA is mixed with microscopic (1–10-µm diameter) particles of tungsten 

or gold and the DNA is precipitated onto the particles; this results in 

particles coated with DNA. 

2.  The DNA-coated particles are placed on the end of a larger plastic bullet.  

3. The bullet is loaded into a gun barrel and the target –plant tissue to be 

transformed– is positioned at the end of the barrel. 

http://www.bio.davidson.edu/Courses/Molbio/MolStudents/spring2003/McDonald/John_C_Sanford.htm
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4. The gun is fired, accelerating the bullet to the end of the barrel. A plate 

with a small hole in the end stops the plastic bullet. However the small, 

DNA-coated particles pass through the hole and strike the target. The 

DNA-coated particles are analogous to the foolish car passenger who 

doesn‘t use a seat belt: when the car is brought to an abrupt halt by striking 

a large object, the passenger‘s momentum will cause them to continue 

moving, through the windscreen and onto the street.  

5. Some of the particles will pass through the cell wall and enter individual 

cells. In electron microscope pictures of plant tissue that has been 

bombarded, the metal particles can be seen distributed in the tissue. Some 

of the DNA will be released from the particle, end up in the nucleus and 

integrate into a chromosome, resulting in transformation. Transgenic 

plants can then be produced from these transformed cells in a variety of 

ways.  

The original method used an explosive charge (a blank cartridge) to accelerate 

the plastic bullet (the macroprojectile) loaded with DNA-coated microprojectiles. 

Because the gunpowder was found to damage the plant tissue at the end of the 

barrel, it has been replaced with a number of other methods. The most widely 

used is gas pressure, normally provided by compressed helium, but other 

methods have been used successfully.  

The primary advantage of particle bombardment is that it has an unlimited host 

range. Any cell can be physically penetrated by these particles, and thereby 

transformed. In fact, this method is not limited to plants and has been applied to 

animals. 

 

1.2.2. 3.2.2. What ‘target tissue’ can be used? Living tissue of any species is 

suitable, so long as plants can be obtained or regenerated from it. Plant cells 

growing in culture, leaf tissue such as leaf disks, and immature embryos removed 

from developing seeds, have all been used. The ability to regenerate from single 

cells in culture is not limiting. For example, immature embryos which have been 
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removed from a developing seed are in the process of developing into a seedling, 

and can continue on this path after they have been bombarded with these 

particles. Particle bombardment can be used to transform cells in organized 

morphogenic tissues, such as meristems or embryos. These have the advantage 

that they are already in the process of developing into differentiated tissues, and 

so are not dependent on tissue culture procedures to induce differentiation, 

organogenesis, or embryogenesis. 

 

1.2.2. 3.2.3. How the gene gun works?  

The gene gun is a form of the biolistic (also known as bioballistic) method. 

Under certain conditions, DNA (or RNA) become ‗sticky,‘ adhering to 

biologically inert particles such as metal atoms (usually tungsten or gold). By 

accelerating this DNA-particle complex in a partial vacuum and placing the 

target tissue within the acceleration path, DNA is effectively introduced. 

Uncoated metal particles could also be shot through a solution containing DNA 

surrounding the cell thus picking up the genetic material and proceeding into the 

living cell. A perforated plate stops the shell projectile  but allows the slivers of 

metal to pass through and into the living cells on the other side. The cells that 

take up the desired DNA, identified through the use of a marker gene (GUS is 

most commonly used in plants), are then cultured to replicate the gene and 

possibly cloned. The biolistic method is most useful for inserting genes into plant 

cells for pesticide or herbicide resistance. Different methods have been used to 

accelerate the particles: these include pneumatic devices; instruments utilizing a 

mechanical impulse or macroprojectile; centripetal, magnetic, or electrostatic 

forces; spray or vaccination guns; and apparatus based on acceleration by shock 

wave, such as electric discharge.  



Advanced Regional Training Course on Detection of Genetically Modified Organisms and  Biosafety for Food and  Agriculture                
                                                                                       ICARDA, Aleppo, Syria, 19-24 June, 2010                                                                                                     

     20                                                                                

 

 

Above left: gold particles used in gene gun. Above right: tungsten particles used 

in the gene gun. 

 

Above: Sketch of how a hand-held helium powered gene gun works, by pushing 
DNA-coated particles into tissue.  

Below: A standard gene gun 

  

Biolistic PDS-1000/He System
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There are several variables in these experiments that must be controlled in 

order to attain maximal transformation efficiency. Optimal responses have been 

shown to be dependent on the delivery of a sufficient number of DNA-coated 

particles, as well as how much DNA coats the metal particles. Temperature, 

amount of cells, and their ability to regenerate also has an effect on the overall 

efficiency, as well as the type of gun used, e.g. helium-powered vs. gun-powder, 

and hand-held vs. stand-alone. It is also important to adjust the length of the 

flight path of the particles: fragile tissues cannot be bombarded at the same high 

speed as those with more resistance to foreign particles entering. How to adjust 

these variables depends mainly on which metal particles are used to transfer the 

genetic material, and what type of cells are attempted to transfect. 

 

Significance: Another important use of the DNA gun involves the 

transformation of organelles as mentioned above, e.g. chloroplasts, as well as 

yeast mitochondria. The ability to transform organelles is significant because it 

enables researchers to engineer organelle-encoded herbicide or pesticide 

resistances in crop plants and to study photosynthetic processes. DNA delivery 

with the gene gun also offers new advantages for research in such areas as DNA 

vaccination/genetic immunization, gene therapy, tumor biology/wound healing, 

and plant virology.  

The major limitations are the shallow penetration of particles, associated cell 

damage, the inability to deliver the DNA systemically, the tissue to incorporate 

the DNA must be able to regenerate, and the equipment itself is very expensive. 

An objection to this method is that the DNA could be inserted into a working 

gene in the plant and many of the public worry that this new DNA could then be 

transferred to wild plants and resistance could be conferred to weeds or insects.  
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1.2.2. 3.2.4 Analysis of particle bombardment parameters to optimize 

DNA delivery into wheat tissues  

In order to increase the efficiency of DNA delivery by particle 

bombardment to wheat (Triticum aestivum and T. durum) scutellum and 

inflorescence tissue and reduce damage to target tissues, the major parameters 

were assessed by scoring transient GUS expression in bombarded tissues. Of the 

parameters analyzed, the amount of plasmid DNA, spermidine concentration, 

presence of Ca
2
+ ions, CaCl2 concentration, amount of gold particles, gold 

particle size, acceleration pressure, chamber vacuum pressure, bombardment 

distance, osmotic conditioning of tissues, and type of auxin had a clear influence 

on transient gene expression (Rasco-Gaunt et al. 1999). 

1.2.2. 3.2.4.1. Amount of plasmid DNA 

There were no significant changes in levels of GUS expression resulting from 

precipitating 2.5, 5, 10 or 20 μg of DNA onto 2-mg gold particles. However, 

there was a significant reduction in expression at 0.5 μg DNA. 

1.2.2. 3.2.4.2.  DNA/gold precipitation parameters 

The precipitation of DNA onto gold particles is the first step in the particle 

bombardment process, and its success will determine the potential amount of 

DNA for delivery. We evaluated the effect of changing the levels or 

concentration of each component of the precipitation mixture and explored 

different precipitation conditions. GUS expression data were substantiated by 

DNA recovery experiments, which allowed the quantification of precipitated and 

unprecipitated DNA. 

1.2.2. 3.2.4.3. CaCl2 and spermidine concentration 

CaCl2 was found to be an absolute requirement for DNA precipitation, and in its 

absence most DNA was lost in the washes. A broad range of CaCl2 

concentrations (0.2–1.5 M) was found to give similar GUS expression, with the 

lowest level appearing optimal. A reduction in expression at 2.0 M CaCl2 

suggests the negative effect of a high salt concentration.   
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An absence of spermidine in the DNA/gold preparation resulted in inefficient 

precipitation and subsequent loss of DNA through the washes; 8–16 mM 

spermidine gave optimum transient expression. A high spermidine concentration 

(80 mM) resulted in a drop in GUS expression.  

1.2.2. 3.2.4.4.  Glycerol and PEG 

The addition of 0.7% PEG (MW 1500) influenced neither GUS expression nor 

DNA precipitation. Glycerol and PEG have been used as precipitation agents in 

rice transformation, in which they were both reported to improve transient GUS 

expression. For wheat transformation, neither compound is beneficial to DNA 

precipitation and transient GUS expression. 

1.2.2. 3.2.4.5. Amount of gold particles 

The amount of gold particles required for optimal transient expression had a 

range of 29–235 μg per bombardment, but there was a significant drop in 

expression using a lower amount (15 μg). The drop in expression with lower 

amounts of gold was explained by results from the DNA resolution experiment in 

which it was seen that 0.25 mg of particles was insufficient to carry the 

precipitate of 5 μg of plasmid DNA. It is important to minimize the amount of 

gold particles used for bombardment to reduce damage to target tissues. 

Unbombarded tissues and tissues bombarded with lower amounts of gold and at 

lower pressures showed better shoot regeneration than those bombarded with 

high particle loads and at higher pressure. This effect was more marked in wheat 

varieties that respond poorly in tissue culture.   

1.2.2. 3.2.4.6. Alternative sources and sizes of gold particles 

Per unit weight, Bio-Rad 1.0-μm gold particles carried less DNA than Heraeus 

0.4–1.2- μm or Bio-Rad 0.6-μm particles. This may be due to the smaller total 

surface area for DNA precipitation presented by the larger particles or to particle 

surface characteristics. A difference observed, however, was that bombarding 

with Bio-Rad 0.6-μm particles typically resulted in finer expression units than 

those obtained from Heraeus 0.4–1.2-μm or Bio-Rad 1.0-μm particles. This may 
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be related to the observation that the aggregation of 0.6-μm particles during 

precipitation was less pronounced than with larger particles. Moreover, the use of 

smaller particles would be expected to minimize tissue damage.  

1.2.2. 3.2.4.7. Particle bombardment parameters 

1) Acceleration pressure 

There was no significant difference in GUS expression at pressures of 650–1100 

psi; however, at higher pressures expression was significantly reduced.  

Apart from the obvious effect on depth of penetration, particle acceleration also 

had an important influence on the distribution of particles. Low acceleration 

pressures (650–1100 psi) resulted in larger areas being covered by particles than 

higher acceleration pressures (1300 and 1550 psi).  

Microscopic analysis showed that, at low pressures, expression events were 

evenly distributed and at a relatively lower density, thus reducing bombardment 

shock and tissue injury. At high pressures, a small area of the target tissues was 

very strongly targeted and thus likely to be damaged, while tissues at the 

periphery showed very few expression events. 

2). Chamber vacuum pressure 

DNA delivery with the PDS-1000/He gun was significantly more efficient at 28 

inches Hg; lower vacuum pressures did not allow particles to reach the target 

tissue. 

3). Bombardment (gap and target) distance 

There are three adjustable distances that influence the delivery of particles using 

the PDS-1000/He gun: gap distance (between rupture disk and macrocarrier), 

macrocarrier travel distance (between macrocarrier and stopping screen), and the 

target distance (between stopping screen and target plate). The standard 

macrocarrier travel is 0.8 cm. We found that the combination of gap and target 

distances which gave the optimum transient expression for both types of tissues 

(scutellum and inflorescence) was 2.5 and 5.5 cm, respectively. Increasing either 

or both distances resulted in a significant decrease in transient GUS expression. 
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4). Multiple bombardments

There was no significant difference in GUS expression using single or 

multiple (two or three times) bombardments on wheat tissues. Multiple 

bombardments are useful mainly when primary delivery is not efficient; 

however, they increase the damage to target tissues and thus are undesirable 

for stable transformation. 

1.2.2. 3.2.4.8.  Tissue culture parameters 

     Osmotic conditioning of explant tissues. Culture of scutellar tissues on 6% 

(0.18 M) and 9% (0.27 M) sucrose significantly improved transient GUS 

expression in comparison with tissues cultured on 3% (0.09 M) sucrose. A 

similar response was observed from inflorescence tissues cultured in 9% (0.48 

M) maltose compared with 3% (0.16 M).  

Short-term high osmotic treatments (plasmolysis), typically for a few hours 

before or after bombardment, are thought to minimize cytoplasm leakage from 

target cells or tissues. Non-metabolizable osmotica such as mannitol, sorbitol, 

and PEG or combinations of these are commonly used at osmotic levels of 0.25–

0.5 M. In our procedure, we exposed wheat scutellar and inflorescence tissues to 

high sugar levels for the whole callus induction period. The presence of these 

metabolizable osmotic agents (0.27 M sucrose and 0.48 M maltose) also 

improved long-term culture response and stable transformation.  

Summary: A number of methods have been developed for transformation of 

plants. These utilize either biological or physical methods to deliver DNA into 

plant cells. Selectable marker genes (e.g. for resistance to kanamycin) have been 

constructed to allow identification of transformed cells. Regeneration of plants 

from transformed cells is not always straightforward. This aspect of plant 

biotechnology continues to improve, but some important crops can still difficult 

to be transformed. 

 (Adrian et al. 2003; Barnum 1998; Chawla 2004; Nicholl 2002; Phillip 1998 

a,b,c ; Zaid 2001) 
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1.3.1. The conversion of genetic information from DNA to phenotypes 

All organisms, whether uni- or multi-cellular, have their genetic information 

stored within DNA, a specific sequence of four different nucleotides. 

This information is then interpreted into functional traits as a result of two 

consecutive, fundamental,  biological processes: transcription and translation  

(Alberts et al, 2002) (Fig. 1). In the first step ―transcription‖, single stranded 

RNA is formed. With few exceptions, RNA is a one-to-one copy of one strand of 

the DNA. One exception is that the backbone of RNA contains ribose sugar 

instead of deoxyribose found in DNA. Another exception is that RNA contains 

uracil base instead of the DNA base, thymine. Basically, three different forms of 

RNA are synthesized which are transfer RNA (tRNA), ribosomal RNA (rRNA), 

and messenger RNA (mRNA). All three types are needed for protein synthesis, 

which is the second fundamental biological step ―translation‖. On one hand, 

mRNA is used as a template for protein synthesis; on another hand, tRNA and 

rRNA are helper molecules needed as constituents of the functional machinery of 

protein synthesis.  

 

 

Figure 1. The flux of genetic information from DNA to protein.   

1.3. Detection, identification and quantitation methodologies of 

GMOs 
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Proteins serve different functions, inside or outside the cell, as structural 

elements, regulators, transporters, and enzymes. The last two, especially, are 

involved in the synthesis of other structural macromolecules of the cell, the lipids 

and polysaccharides. As a result of the action of structural elements and of 

enzymes, the cytoplasm of a cell contains soluble, insoluble, high-molecular-

weight, and low-molecular-weight substances, which reflects the interaction 

between environmental conditions (chemical and physical factors) and 

endogenous cellular factors (e.g. growth phase and stage of differentiation). 

Structural and functional elements contribute to the measurable properties of a 

cell, which are called phenotypes. A phenotype, therefore, is a direct reflection of 

a genotype (Knut and Heller, 2006) (Fig. 2).  

 

 

 

Figure 2. Transformation of the genetic information from DNA into phenotypes  
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1.3.2. What are GMOs? 

A GMO is defined as an organism in which the genetic material has been altered 

in a way that does not occur naturally by mating and/or natural recombination. 

Generally, the genetic modification occurs through the following three 

techniques: 

- Vector systems 

- Direct introduction methods such as micro-injection, macro-injection, and 

micro-encapsulation 

- Cell fusion (including protoplast fusion) or hybridization techniques  

 

The genetic modifications are generally carried out by the insertion of several 

DNA elements from various sources into the genome of the host plant.  

A transgene construct typically consists of the following elements (Fig. 3): 

- The promoter which functions as an on/off switch for when and where the 

inserted/modified gene is active in the recipient plant/organism 

- The inserted/modified gene (structural gene) which encodes a specifically 

selected trait 

- The terminator which functions as a stop signal for transcribing the 

inserted/altered gene 

- Marker genes for distinguishing GMOs from non-GMOs during crop 

development may be present 

- Residual DNA material from insertion plasmid vectors 

(Lubeck, 2001). 

 

 

Figure 3. A simplified representation of a constructed transgene, containing 

necessary elements for successful integration and expression  
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1.3.3. DNA, protein, and phenotypes as targets for detection assays 

With regard to GMOs – be they modified by natural mutation or by genetic 

engineering – information about the genotype of the organisms can be obtained 

on all levels of the process of conversion of genetic information into structural 

and functional traits: DNA, RNA, protein, cellular non-nucleic acid, non-protein 

substance, and phenotype levels. Conclusions about genetic modification that can  

be drawn from the detection on the different levels may vary substantially; this 

can be illustrated by three examples: 

1. Cells of a bacterial strain, which are normally unable to degrade starch and to 

use the sugar moieties for growth because of lack of suitable enzymes, have 

the phenotype ‗growth on starch as sole carbon source‘. The conclusion is 

rather precise – the cells must have acquired at least one gene encoding a 

secreted starch-degrading enzyme. This proves that a new gene has been 

introduced into the cells. The gene, the mRNA, the degrading enzyme, and 

the degradation products of the starch may all serve as substances on which a 

detection assay may be established. 

2. Soybean plants which are normally sensitive to a particular herbicide are 

resistant to the herbicide. Different explanations are possible. The plants have 

obtained a gene encoding a herbicide-degrading enzyme as a result of genetic 

engineering, or the plants have undergone spontaneous mutations which 

either prevent uptake of the herbicide into the plant or alter the target of the 

herbicide within the plant cells. To exclude the possibility of spontaneous 

mutations, different options for confirmation of genetic modification are 

possible. The gene encoding the enzyme, the mRNA transcribed from the 

gene, the protein expressed, or the herbicide-degradation products specific for 

the enzyme used may be detected by suitable assays. 

3. Cells of a bacterial strain, which normally are able to grow on lactose as a 

sole carbon source, turn into a lactose-negative phenotype, i.e. they are no 

longer capable of utilizing lactose. Different explanations are possible. The 

bacteria have acquired – through genetic engineering or spontaneous 
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mutation – defects in genes encoding lactose-transport proteins or in genes 

encoding enzymes necessary for lactose or sugar metabolism. Because no 

specific degradation products, proteins, or mRNAs are present for analysis, 

the only way to exclude spontaneous mutation is to analyze the gene loci 

possibly affected by genetic modification. However, even determining the 

DNA sequence of the gene affected may be sometimes insufficient to 

distinguish between spontaneous mutation and genetic engineering.  

When designing assays for the detection of modifications introduced by genetic 

engineering, the validity of the assays must be considered. In example 1, 

determination of the phenotype may be a convincing assay. In example 2, 

however, determination of the phenotype is of no value for a valid assay must be 

based on determination of specific degradation products, enzymes, mRNA, or 

DNA. In example 3, only assays based on the determination of specific DNA 

sequences will yield reliable results. 

An additional point that must be considered when relying on the conversion of 

DNA into structural and functional traits is the degeneration of genetic 

information. The only biological process resulting in an exact 1:1 copy of the 

DNA is replication. Transcription usually yields 1:1 copies of the transcribed 

DNA regions (Fig. 1); however, non-transcribed DNA regions will never show 

up at the RNA level. Furthermore, especially in higher organisms, the primary 

transcript produced by the step of transcription may be altered by an editing 

process ―splicing‖ in which specific sequences – called introns – are deleted from 

the primary RNA transcript to form the mature mRNA.  

During translation, further information is lost or obscured. Firstly, as within the 

process of transcription, only part of the mRNA is translated into protein. The 

regions translated are called open reading frames. Secondly, a frame of three 

mRNA nucleotides (codon) is required to encode one amino acid (Fig. 1). Three 

nucleotides out of four offer the possibility of forming 64 different combinations. 

However, only 20 amino acids are used for protein synthesis. In fact, several 

codons code for the same amino acid – the amino acids serine, leucine, and 
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arginine are each encoded by six different codons. Only methionine and 

tryptophan are encoded by one codon each. The amino acid sequence of a protein 

is, therefore, only partly suitable for deducing the nucleotide sequence of the 

mRNA. Finally, many proteins are subject to post-translational processing. One 

result of this processing may be removal of part of the polypeptide chain. It is 

obvious that no information about the mRNA or DNA sequence of the removed 

parts can be deduced from the mature protein. 

While sequence analyses of RNA and protein enable some conclusions about the 

DNA sequence; analyses of other constituents of the cell (lipids, carbohydrates, 

metabolites, solutes, and phenotypes; Fig. 2) do not provide any clues about the 

DNA sequence. Although, as shown above, such analyses may indicate the 

presence of a genetic modification, no information is obtained about the true 

nature of the modification. Thus, the ideal target molecule for detecting 

genetically engineered modifications is the DNA, in addition to the fact that the 

most sensitive, rapid, and powerful analytical methods available are for DNA.  

Introduction of a foreign gene into the genome of an organism can, furthermore, 

be detected unambiguously only at the DNA level. For example, the presence of 

a bacterial enzyme in a plant extract may be a result of contamination. As long as 

the enzyme has not been altered by post-translational processes specific for 

plants, the protein itself will not reveal whether it has been expressed in a plant or 

in a bacterium. The corresponding gene, cloned in a vector construct, 

transformed into the plant, and integrated into the plant DNA, can always be 

identified as a foreign gene, because it is flanked by DNA sequences which do 

not naturally flank this gene. Therefore, an assay targeting the junction region 

between two DNA sequences of different origin unambiguously identifies a 

product of a genetic modification process; the unique DNA sequences are 

exclusively present in the specific recombinant DNA construct. 
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1.3.4. Detection methods of GMOs  

GMOs can be identified by detecting either: 

- the inserted genetic material at the DNA level 

- the mRNA transcribed from the newly introduced gene 

- the expressed protein or metabolite 

- the new phenotypic trait 

DNA-based methods are primarily based on amplifying a specific DNA 

sequence with the polymerase chain reaction (PCR) technique.  

RNA-based methods rely on the reverse transcription of RNA into 

complementary DNA (cDNA) or on specific binding between the RNA molecule 

and a synthetic labeled RNA or DNA probe.  

Protein-based methods rely on a specific binding between the target protein and 

an antibody. The antibody recognizes the foreign molecule, binds to it, and the 

bound complex is successively detected in a chromogenic (color) reaction.  This 

technique is called ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assays).  

Phenotype-based methods rely on the detection of the resulting phenotype such 

as herbicide tolerance. 

Irrespectively of the testing method, the analysis of GMO or GMO-derivatives in 

foodstuffs is a stepwise process; it includes the following stages: 

1. Sampling of the material to be analyzed  

2. Homogenization of the sample  

3. Isolation/purification of DNA/RNA/protein 

4. Analysis to determine whether the GM molecule is present  

5. Identification of the molecule that is detected  

6. Quantification to determine how much GM material the sample contains 

7. Interpretation of the analysis results, expressing any associated 

uncertainties, e.g. statistical inaccuracies and limitations of the method  

(Holst-Jensen, 2001; Lubeck, 2001;  Bonfini et al, 2002 ; VanDuijn et al, 2002 

and Arvantoyannis, 2003).  
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1.3.4.1. DNA-based methods  

In DNA-based methods the detection and quantification of GMOs – in raw 

materials, ingredients, and final products – is based on the detection of the 

transgene that has been inserted into the plant. 

1.3.4.1.1. General testing scheme 

DNA-based screening, detection, and quantification of GMOs in food and feed 

samples follows sampling, nucleic acid extraction, amplification, detection, 

quantification, and scientific evaluation of results (Fig. 4). Clearly, each of these 

steps has its own limitations; however, highly complex starting materials, in 

particular, may require treatment on an individual basis. The final conclusion is 

directly dependent on proper selection of valid methods in accordance with 

internationally harmonized protocols (Kuiper, 1999; Anklam et al., 2002 and 

Holst-Jensen and Berdal, 2004). 

Each of the indicated steps must be evaluated in detail and finally demonstrated 

by conducting labor-intensive international trials. Mandatory laboratory methods 

are released on the basis that, in principle, they provide reliable means of 

detecting genetic modifications of food or feed. 

 

Figure 4. General GMO analysis scheme providing the major steps from sample 
collection until the final assessment.  
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1.3.4.1.2. Sampling procedure 

 

The most essential prerequisite for subsequent DNA analysis is a representative 

sampling that will guarantee a statistically valid conclusion. Due to the great 

heterogeneity of highly diverse food material, it has been necessary to develop 

special sampling plans (Gilbert, 1999). As a logical consequence, the outcome of 

subsequent analytical methods is only as good as the quality of sampling. 

Generally, there are two possible approaches that are often discussed; either 

formation of a large sample with further sub-sampling or production of multiple 

samples. 

In addition, the particle size and distribution of the raw material as well as the 

time at which samples are taken within the production process must be taken into 

consideration. Furthermore, there are different sampling methods for different 

types of samples, such as European Commission Recommendation (EC) N° 

787/2004 for bulk agricultural commodities and non packed food products and 

ISO 24333:2009 for cereals and cereal products. 

Careful attention to prevent contamination has led to taking essential physical 

precautions when handling any transgenic material. During sampling to 

laboratory analysis, any aerosols, polluted equipment, and consumables must be 

excluded. From a practical standpoint, authentic reference materials are available 

for selected transgenes, although international standards and DNA procedures 

must be developed and provided for each GMO and for food and processed food 

individually. 
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1.3.4.1.3. Extraction and purification of DNA 

By taking advantage of the ubiquity of DNA genetic material in every organism, 

all transgenic DNA will be identified if DNA extraction is successful and some 

information about the target sequence is available. The suitability of different 

methods for sample extraction and DNA purification for material from different 

sources must therefore be considered. Isolation and purification of probable GM 

DNA from samples of different origin are the initial key steps in the whole 

procedure. Hence, individual extraction procedures that lead to a wide variety of 

purification procedures form a vital part of the process. 

Typically, samples are mechanically disrupted and/or treated enzymatically with 

the help of organic compounds, detergents, enzymes, and chaotropic salts to 

release DNA in solution. Subsequent alcohol precipitation of the DNA results in 

its isolation. The common extraction method based on precipitation of DNA with 

a buffer containing  CTAB (cetyl-trimethylammonium bromide, which creates a 

complex with nucleic acids that can be isolated after treatment with organic 

solvents) is useful for a wide range of applications (Querci et al, 2006). In 

addition, high-throughput procedures can make use of ion exchange or silica 

chromatography, and paramagnetic particles which selectively bind nucleic acids 

under a narrow range of salt, pH, and organic solvent conditions; thereby 

enabling capture, washing, and elution of DNA within the same cartridge. These 

extraction methods, which may be adapted to routine robotic applications, result 

in a highly standardized DNA purification process (with less cross-contamination 

and reduced individual sample variability yet similar DNA purity and 

homogeneity). The method should, however, be selected to favor comparatively 

high-quality DNA despite occasionally lower yield. Indeed, a number of 

situations in which extraction of DNA has been limited (e.g. problematic 

matrices, for example soybean oil) have now been successfully overcome by use 

of individually established procedures for difficult samples (Pauli et al., 1998  

and Gryson et al., 2002). 
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1.3.4.1.4 Nucleic acid amplification methods using PCR 

A frequent disadvantage of food inspection is the limited availability of target 

molecules in the sample material to be analyzed. When the requisite prior 

extraction procedures have been conducted, DNA material of low abundance can 

be enriched by introducing selective amplification reactions that take advantage 

of naturally occurring nucleic acid polymerization. The objective of this method 

is augmentation of trace amounts of distinct nucleic acids, enabling further 

identification and quantification. 

1.3.4.1.4.1 Conventional Uniplex PCR 

PCR was developed in 1985 by Kary B. Mullis. It is the most widespread method 

for detection and identification of GMOs; in fact, PCR is a relatively simple but 

very effective means of detecting minute quantities of DNA sequences by 

exponential amplification. It is a multiple step process with consecutive cycles; 

each cycle consists of three different steps represented by three different 

temperatures. In the first step ―denaturation‖, the DNA template is denatured by 

heat exposure to serve as a template for the DNA polymerase.  In the second step 

―annealing‖, the temperature is cooled down to allow the annealing of the 

primers, and in the third step ―extension‖, primers are extended by the DNA 

polymerase to form a copy of the target DNA. The cycle is then repeated many 

times (Fig. 5). The primers define the limit of the region to be amplified; as they 

should flank the target sequence, some sequence information is required if 

selective amplification is to be achieved. The recognition of the primers 

hybridized on a single-stranded template DNA by the DNA polymerase leads to 

subsequent DNA polymerization and selective amplification of previously 

known DNA fragments (Fig. 5). The DNA polymerase is heat stable; it is 

purified from the thermophilic bacterium Thermus aquaticus, which inhabits hot 

springs; therefore, it is the unique properties of the taq DNA polymerase that 

allow PCR to be automated, as there is no need to add fresh polymerase after 

each denaturation step. DNA polymerase replicates the DNA between the 
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primers using all four of the deoxyribonucleoside triphosphates (dGTP, dATP, 

dCTP, and dTTP) provided in the reaction. 

PCR is conducted in a thermocycler, an instrument which can be programmed to 

rapidly alternate from one setting of temperature to another. Many reviews 

detailing technical hints for PCR have been published (Innis et al. , 1990 and 

Rapley, 1998).   

 

Figure 5. General principle of PCR. The cycle comprises three steps: (A) 

denaturation of double-stranded target DNA by heat separation of base-pair 
hydrogen bonds; (B) the forward and reverse primers anneal to their 

complementary single-stranded target; (C) subsequent 5–3 elongation of each 

primer by means of a heat-stable DNA polymerase (Taq polymerase = green 
circle) generating a new double-stranded DNA. Each subsequent cycle will, in 

theory, double the initial amount of DNA fragments and therefore enable 
exponential increase of initial DNA molecules. 

 
Performing several (up to 40) cycles in succession leads to exponential 

accumulation of the desired DNA fragment (transgene) up to a detectable 

amount. After amplification, the yield and the specificity of PCR are verified by 

means of common methods: 

• Gel electrophoresis  

• Restriction enzyme digestion 

• Southern blotting  

• DNA sequencing 
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In GMO testing, PCR can be designed to detect any fragment of the inserted 

construct: promoter, structural gene, terminator, or marker gene (Holst-Jensen, 

2003). For instance, PCR can be used for a general screening of GMOs targeting 

transgenic elements which most GMOs contain, such as the commonly used 

Cauliflower Mosaic Virus (CaMV) 35S promoter or A. tumefaciens nos 

promoter. Alternatively, other targets may be detected in a qualitative PCR. In 

fact, there are three different strategies for choosing an appropriate target (Abdul 

Kader et al., 1999; Lubeck, 2003; Weijdeven, 2003; Holst-Jensen, 2001 and 

Querci et al, 2006): 

- To detect genetic elements commonly found in GMOs such as the 35S 

promoter or nos promoter. This is called a general screening of GMOs and 

allows the detection of the presence or absence of GMOs. 

- To detect a particular gene construct by detecting the junction region 

between two DNA segments. This allows the specific detection of the 

genetic construct. 

- To detect a particular event by detecting the junction region between the 

construct and the plant genome. This is used to identify the specific 

transformation event.  

 

 

1.3.4.1.4.2 Multiplex PCR 

Multiplex PCR is a PCR-based method in which several target DNA sequences 

can be simultaneously screened for and detected in a single reaction using 

multiple primer pairs. In principle, standard PCR methods may be combined in 

the same reaction; however, in practice multiplex PCR is a complex process.  For 

instance, each method may require different reaction conditions, such as different 

annealing temperatures or different reagent concentrations. In addition, the 

combination of primer pairs from different methods may increase the risk of 

amplifying non specific DNA fragments. Finally, when more than one target 
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DNA is being amplified in a PCR reaction, the two targets will compete for 

reagents. Normally, a fragment present in a large number of starting copies will 

compete with another fragment that may be present only in very few numbers. In 

addition, if two amplicons are amplified with significantly different efficiency, 

this may also have a severe impact on the final ratio of the two amplicons.    

Therefore, the development of multiplex assays requires careful testing and 

validation. Several papers have been published presenting multiplex assays 

applied for GMO (Matsuoka et al, 2001; Hemandez et al, 2005; Foti et al, 2006 

and Randhawa et al., 2010). 

 

1.3.4.1.4.3 Reverse Transcription PCR 

This is a commonly used variant of PCR that targets the expressed mRNA 

instead of DNA.   mRNA is first reverse transcribed into complementary DNA 

(cDNA) by the enzyme reverse transcriptase that is an RNA-dependent DNA 

polymerase. The resulting cDNA is then amplified using regular PCR. Reverse 

transcription PCR (RT-PCR) technique is useful in gene expression studies. 

 

1.3.4.1.4.4 Nested PCR  

Nested PCR is a version of PCR which utilizes two sets of primers (external & 

internal ) (Querci et al, 2006) . The external set generates a normal PCR product 

while the second set targets an amplicon that lie within the first PCR product 

generating a shorter amplicon. Consequently, nested PCR increases both the 

sensitivity and fidelity of the basic PCR protocol. 

 

1.3.4.1.4.5  Semi-quantitative end point PCR 

Conventional PCR monitors PCR products at a single point in the reaction 

profile, before the plateau phase. Quantification can thus be achieved from ‗end-

point‘ PCR.). Since the relationship between DNA concentration and the PCR 

signal is not linear at this stage and because this relationship is not constant from 
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one analytical run to another, the precision for quantification using conventional 

PCR is limited. Therefore, conventional PCR is only semi-quantitative, while 

other PCR-based methods are regarded as quantitative (Lubeck, 2001). 

 

1.3.4.1.4.6 Semi-quantitative competitive PCR 

Another approach for GMO quantification using conventional PCR is 

competitive PCR (Hupfer et al, 2000; Lubeck, 2001). In a qualitative 

conventional PCR, an amplified product is synthesized from one primer pair. 

However, in competitive conventional PCR, a second synthetic DNA fragment 

‗the competitor‘ with known concentration is added to the reaction mixture, it has 

the same binding sites for the same primer pair but is different in size. By 

running a series of PCR with different concentrations of the synthetic DNA, it is 

possible to determine the initial amount of target DNA. If the resulting PCR 

products are of equal intensity as detected by gel electrophoresis, then the initial 

amount of template DNA equals the initial amount of synthetic DNA. In a 

double-competitive PCR (DC-PCR) this principle is applied twice; once for a 

general housekeeping gene and its competitor and once for a GMO-specific gene 

and its competitor. The results from both PCR reactions allow for GMO 

quantification taking into consideration the amount of genomic DNA of the 

organism. Competitive and double-competitive PCR methods are semi-

quantitative; they require a standard with known amount of synthetic DNA. 

Consequently, the results can only indicate a value below, equal to or above a 

defined standard concentration. The competitive as well as the double-

competitive systems have the distinct advantage that if laboratories are already 

performing qualitative PCR methods then no additional equipment is needed. 
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1.3.4.1.4.7.  Real-time PCR 

Real-time PCR is a PCR technique that allows the quantitation of nucleic acids 

by indirect monitoring of the amplicons through measuring the fluorescence that 

is generated after each cycle (Giulietti et al., 2001). There are two main real-time 

PCR approaches: 

The first approach uses sequence-independent dyes that fluoresce when 

intercalated with any double-stranded DNA, e.g. SYBR green. A disadvantage of 

this method is its lack of discrimination between the target amplicon and non-

specific double-stranded DNA. Therefore, the specificity of SYBR green real-

time PCR is verified by melting-curve analyses that distinguish potential non-

specific side products from the desired known amplicon based on their melting 

temperatures. The advantages of this approach are its easy application and 

relatively low cost. 

The second approach utilizes hybridization probes such as TaqMan® probes 

which specifically hybridize to the target amplicon. TaqMan® probes are labeled 

with both a reporter dye and a quencher dye and due to their proximity, the 

fluorescence of the reporter dye is inhibited.  During elongation, the reporter dye 

is liberated from the quencher by the exonuclease activity of the Taq-polymerase, 

thereby generating a fluorescence signal that is proportional in intensity to the 

number of templates present (Fig. 6). The main advantage of using fluorescence-

labeled probes, in addition to the primers, is the enhanced PCR specificity. 

 
Figure 6. Principle of the 5-nuclease assay (TaqMan®). An internal probe 

labeled with a reporter (R) at the 5-end and a quencher (Q) at the 3-end is split 

by the exonuclease-activity of the Taq polymerase (green circle) during the 

elongation phase of each PCR cycle, leading to increased fluorescence emission. 
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Both sequence-independent and hybridization probe techniques are carried out in 

a modified PCR thermocycler that is able to monitor the fluorescent signal at 

each cycle, and to determine the threshold cycle (Ct) at which the amplified 

product begins its exponential increase. The Ct value is inversely proportional to 

the log of the initial copy number of the target DNA.  Experimentally, a set of 

standards is run in each analysis, giving rise to a standard curve. The results 

obtained for individual unknown samples are compared to the standard curve to 

determine the GMO content of those unknowns. In the tested sample, an 

endogeneous reference sequence is quantified in addition to the GM DNA. The 

modified DNA is then expressed as a percentage relative to the reference 

sequence (Vaitilingom et al., 1999;  Siesler et al., 2000; Holst-Jensen, 2001; 

Lubeck, 2001; Bonfini et al., 2002 and Querci et al., 2006). 

 

Since different GM events may contain different copy numbers of common 

sequence elements such as 35S promoter, nos terminator, or one of the inserted 

genes, GMO quantification based on these sequences would not be accurate. 

Therefore, the best way for GMO quantification is event-specific quantification 

which provides not only more precise results regarding the type of GMO present 

but also more accurate quantitative results (Lubeck, 2001; Terry and Harris, 

2001; Taverniers et al., 2005 and Querci et al., 2006). 

In summary, real-time PCR enables both qualitative and quantitative (absolute 

and relative) analysis in a short period of time with a high sensitivity and 

throughput, and minimizes unnecessary post-PCR manipulations. Only in 

conjunction with optimized sample collection and processing, contamination-free 

DNA extraction, and suitable real-time PCR methods, can valid data 

interpretation be provided on the basis of such extremely sensitive PCR assays 

(Klaften et al., 2004). Several reports concerning cross-platform reference 

materials and different recommendations for detecting GMOs by real-time PCR 

are available (Huebner et al., 2001; Terry et al., 2002 and Taverniers et al., 

2004).  



Advanced Regional Training Course on Detection of Genetically Modified Organisms and  Biosafety for Food and  Agriculture                
                                                                                       ICARDA, Aleppo, Syria, 19-24 June, 2010                                                                                                     

     43                                                                                

 

Important considerations 

Sufficient bioinformatic support should be available in Real-Time PCR, to draw 

reliable results and a consistent conclusion concerning GMO analysis. For 

instance, the availability of sophisticated software, gene databases, statistical 

requirements and normalization procedures should be taken into consideration. In  

fact, it is important to search for the most suitable amplicon and probe 

combination; studies have shown that not all selection of amplicon and 

complementary probe produce good results. Several software packages are 

available which support primer and/or probe selection and homology searches in 

gene databases (HUSAR and EMBL-EBI). Success in both theoretical and 

practical specificity predictions enables highly reliable PCR-mediated GMO 

monitoring to be performed. All requirements when performing relative or 

absolute quantification using real-time-PCR must be elucidated (Wong and 

Medrano, 2005). It is also important to take into account the problems that may 

arise from shifting genome equivalents in different GMO tissues [e.g. paternal 

versus maternal events or multiple chloroplast versus single nuclear gene copy 

numbers], and from contaminating environmental DNA. It is essential to 

consider as well the absolute number of GMO-specific DNA molecules should 

exceed 20 copies in the isolate to enable good statistical probability (Kay and 

Van den Eede, 2001). An important objective is to achieve reliable analysis and 

interpretation of generated quantitative PCR data (Burns et al. 2004). As a 

consequence, standardization of GMO analysis using PCR has been extensively  

discussed, and several international trials have been reported (Roseboro, 2000) 

with acceptable limits of detection/limits of quantitation that serve the regulatory 

requirements of each authority (Einspanier, 2001a and Huebner et al., 2001). 
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1.3.4.1.5 Alternative DNA detection techniques 

In addition to the above-described PCR-based techniques, several alternative 

non- PCR methods which are based on DNA augmentation have been developed. 

New technological developments might lead towards a new set of nucleic acid 

labeling and/or detection methods exploiting electrochemical sensors, 

nanoparticles, microfluidic devices, microarrays or combinations of these 

innovative approaches (Carpini et al., 2004; Obeid et al., 2004; Jain, 2005; 

Kalogianni et al., 2006 and Kim et al., 2005).  Although some of these DNA-

detection techniques are currently limited with regard to GMO analysis, future 

developments will undoubtedly extend their viability. Clever combination with 

the PCR technique of the different methods described below should; however, be 

recognized as being of high potential, as shown for example in microarrays and 

nanotechnology. 

1.3.4.1.5.1. Southern blot 

In Southern blot, a specific labeled probe complementary to a small region of the 

DNA of interest is used to hybridize to this DNA.  

This technique was developed by Edward Southern, in the mid of 1970s, to 

detect target DNA fragments. Generally, genomic DNA is digested with one or 

more restriction enzymes and the resulting fragments are separated according to 

size by electrophoresis on an agarose gel. The DNA is denatured in situ and 

transferred from the gel to a membrane. The target DNA is then detected by 

using complementary probes which can be labeled with radioactive or non-

radioactive methods (Barnum, 1998; Chawla, 2002; Grandillo and Fulton, 2002 

and Knight et al., 2002). In GMO analysis, Southern blotting is more applicable 

in research rather than in routine GMO testing.  

1.3.4.1.5.2. DNA sequencing  

DNA sequencing is a central technique by which the precise order of nucleotides 

in a segment of DNA can be determined. Rapid and efficient DNA sequencing 

methods became available in the late 1970s and revolutionized the work on genes 
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structure. Two different techniques were developed simultaneously by Maxam 

and Gilbert at Harvard (Maxam and Gilbert, 1977), and by Sanger and coworkers 

at Cambridge (Sanger et al., 1977).  DNA sequencing, as Southern blotting, is a 

technique that is mainly applied in GMO research. 

 

1.3.4.1.5.3. DNA microarrays 

The need for rapid high-throughput diagnostic systems has led to the 

development of miniaturized hybridization and detection techniques that have 

created a new industrial standard, the microarray. Microarrays or DNA chips 

consist of PCR-amplified cDNAs or specific oligonucleotides fixed in situ on 

special carriers or arrays. Specific hybridization of labeled sample DNA onto 

fixed-capture nucleotides provides information about the quality and initial 

quantity estimates of potential transgenes (Freeman et al., 2000; Moore et al., 

2002). In fact, microarrays enable the detection, identification, and quantification 

of large numbers of GMO varieties present in a sample in one single assay. 

 Imaging of DNA microarrays has mainly been based on use of organic dyes 

(fluorescence labels); however,  these methods may suffer from problems that 

include photobleaching, low labeling efficiency, and so, subsequently, reduced 

sensitivity; nevertheless, several recently developed electrical, enzymatic, 

scanning force microscopy, capillary electrophoresis, nanoparticle, and optical 

detection methods have been considered and successfully applied to overcome 

such problems (Moller et al., 2000 and Muller et al., 2000).  

Remarkably, compared with the total number of recently published studies 

introducing GMO detection methods, specifically adapted microarray systems 

will play a major role. For instance, by introducing peptide nucleic acid based 

arrays, multiplex PCR mixtures have been successfully identified on five 

transgenic DNAs (Germini et al., 2005). Another system is NAIMA or (NASBA 

Implemented Microarray Analysis) where NASBA stands for Nucleic Acid 

Sequence-Based Amplification. It is a new target amplification approach 
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developed to detect and quantify the presence of DNA targets of low amount in a 

multiplex fashion. In principle, NAIMA is a two-step microarray based method. 

In the first step, multiple tailed primers are used to generate a template DNA in a 

single extension reaction. In the second step, NASBA amplification reaction is 

performed using a single pair of universal primers to anneal to the universal 

sequences created by the tailed primers. NAIMA allows qualitative and 

quantitative GMO analysis with equivalent sensitivity and specificity to qPCR. It 

allows the quantification of GMO DNA targets in the range of 0.1–25%; 

therefore, permitting reliable detection and quantification of GM content in 

samples (food, feed and seeds), according to the requirements of most countries‘ 

regulations where thresholds are established for GMOs labeling. Thus, this 

method is a proof of concept for developing high multiplexing amplification and 

detection systems (Morisset et al., 2008). 

Available GMO microarrays  allow the detection of species-specific DNA of 

plants and viruses, commonly used genetic construction elements, and 

specifically introduced genetic modifications for the identification of approved 

and non-approved plant varieties. For instance, one developed microarray allows 

the detection of three GMO screening elements (35S promoter, nos terminator 

and nptII gene) as well as nine GMOs (Leimanis et al., 2006).  

As microarray technology has expanded, quantitative comparison of data within 

and across microarray platforms has proven difficult. The main reasons for this 

are a lack of universal references and the variety of data analysis methods in use. 

However, microarrays remain promising; they enable a broad range of unique 

nucleic acid profiling, allow for screening and quantification in one assay, and 

they are very flexible, as new varieties can be included in the screening 

procedure by adding additional sequences to the array (Van Hall et al,. 2000 and 

Moore et al., 2002). Therefore, common protocols should be adapted in GMO 

testing laboratories, to establish a universal microarray-based GMO testing, 

taking advantage of the high sensitivity and screening high throughput of 

microarrays.  
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1.3.4.1.5.4. Thermal cycling procedures 

Ligase chain reactions (LCR) (Barany, 1991) have been introduced to employ 

either linear or exponential amplification by covalently bridging two adjacent 

primers through a heat-stable DNA ligase. Subsequent haptene-mediated 

detection of the ligated oligonucleotides enables the analysis of fewer than 100 

target molecules (Kratochvil and Laffler, 1994). Reliable monitoring approaches 

have been established using a combination of PCR, LCR, and enzyme-

immunoassay detection (PCR–LCR–EIA) when testing for dairy product 

adulteration (Klotz and Einspanier, 2001). A combined PCR–LCR method on a 

microarray platform has recently been successfully introduced for detection of 

five transgene events in food samples (Bordoni et al., 2005). This technique is 

most advantageous for discrimination between different genotypes using a single 

base exchange, and may be most valuable in screening transgene DNA. The 

possible robotic application of such combined assay systems should provide 

additional verification systems that utilize not only single-point mutations but 

also genetically modified regions within GMOs. 

 

1.3.4.1.5.5. Isothermic amplification 

The nucleic acid sequence-based amplification or NASBA technique mimics the 

retroviral strategy of RNA replication to accumulate cDNA and RNA (Guatelli et 

al., 1990). After introducing an artificial T7 promoter sequence through the first 

primer, NASBA operates continuously by taking advantage of the isothermal 

mode of action of a T7-DNA-dependent RNA-polymerase amplifying the gene of 

interest determined by the primers. This procedure will finally achieve rapid, 

exponential nucleic acid amplification (≈1000-fold) within 1–2 h (Malek et al., 

1994). Comparable new techniques have been introduced, e.g. rolling cycle 

amplification (Lizardi et al., 1998), ramification amplification (Zhang et al., 

1998), and strand-displacement amplification; all of these have their own 

advantages in the process of multiplying DNA or RNA using isothermal nucleic 

acid polymerization. 
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1.3.4.1.5.6. Nanoparticle and microfluidic techniques 

Nano- and micro-technology is an innovative field of DNA research; which 

might remarkably accelerate the development of novel GMO detection methods. 

The great potential of nanotechnology has been discovered for clinical 

applications (Jain, 2005 and Kubik et al., 2005). Two important developments 

that might increase the efficiency of GMO detection in routine applications are: 

• nanoparticles 

• microfluidic devices 

Nanoparticles offer new dimensions in DNA detection due to their superior 

stability compared with fluorescence dyes, and the availability of different 

detection modes (Drummond et al., 2003). Advantageous fluorescence-free 

detection of specific DNA hybridization can be achieved by infrared absorption 

spectroscopy and by colorimetric or electrochemical methods using gold, silica, 

or carbon nanoparticles (Moses et al., 2004; Storhoff et al., 2004 a, b). A first 

practical application for the detection of GMOs using nanoparticles was 

developed in 2005 (Kalogiannu et al., 2005), by which 35S promoter and nos 

terminator were screened using DNA biosensor. 

Microfluidic systems enable reproducible detection and quantification of DNA   

(Auroux et al., 2004). For example, several types of microfluidic ‗lab-on-a-chip‘ 

technology are currently available, not only for simultaneous verification and 

quantification of PCR products (Birch et al., 2001) but also for multiple PCR 

amplification on micro devices (Munchow et al., 2005). In particular, micro 

devices working practically with capillary electrophoresis chips have recently 

been introduced for GMO detection (Kim et al,. 2005) and enable analysis of 

0.1% GMO content, starting with only 20 template molecules (Obeid et al., 

2004). Specially developed functional piezoelectric affinity sensors can detect 

GMO DNA hybridization directly by means of oligonucleotides immobilized on 

electrode surfaces generating piezoelectric signals (Minunni et al., 2001), and 

thus specifically indicating the presence of transgenes. For sufficient assay 

sensitivity, however, prior DNA target amplification is usually necessary. Such 
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nanotechniques may provide the future platform for the detection and 

quantification of GMO DNA in a rapid and cost-effective manner on disposable 

material, thus limiting crucial cross-contamination. 

 

1.3.4.1.5.7. Mass spectrometry of DNA 

Conventional molecular biology approaches such as gel electrophoresis often 

lack accuracy and the possibility of high throughput automation. An alternative 

approach for the analysis of PCR products is mass spectrometry (MS). PCR 

products can be rapidly analyzed by use of MS-based methods, for example 

electro spray ionization (ESI) and matrix-assisted laser desorption ionization–

time-of-flight (MALDI–TOF). Both methods, which were originally developed 

to enable investigation of other organic polymers, e.g. proteins, allow the 

detection of non-volatile and thermally labile molecules that have molecular 

weights as low as 1-2 kDa (Bonfini et al., 2002). Application of these rapid and 

sensitive techniques to short DNA sequences and to genetic changes in plant and 

viral genomes (Amexis et al., 2001) should lead to a dramatic reduction in 

analysis time (Larsen et al., 2001). DNA MS techniques have successfully been 

introduced in clinical studies and now enable accelerated mutation research (Gut, 

2004). In addition, short DNA repeats were recently successfully analyzed by use 

of MS techniques for forensic purposes (Carey and Mitnik, 2002). Comparison of 

transgene and conventional genomes by using species-specific genome-fragment 

libraries for reference should enable rapid discrimination between GMO and non-

GMO samples. Although MS analysis of DNA is currently limited by the 

molecular size of nucleic acids, these detection methods will become 

increasingly important as high-throughput applications become common. 
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1.3.4.1.5.8. Supplementary photon-driven monitoring methods 

 

Fluorescence correlation spectroscopy (FCS) was developed in the mid-1970s, 

and is the method of choice for the analysis of biomolecular nanostructures; it 

has been described as a reliable and rapid tool for detection of PCR products 

(Bjorling et al., 1998).  The principle of FCS is the analysis of fluctuations of 

fluorescence intensity, and the technique is based on resolution of the thermal 

fluctuation of single molecules (one partner must be dye-labeled) by fluorescence 

measurement that is auto-correlated with the particle concentration. FCS-based 

quantitative PCR has the advantages of being sensitive and both time- and labor-

saving, and hence is becoming increasingly important for single-molecule 

detection-based diagnosis (SMDD). Ultimately, the FCS method will most 

probably be used in a wide variety of biological applications. More recently, 

FCS-based PCR has been used in screening experiments, in which it utilizes the 

intermolecular aggregations of pathogenic nucleic acids (Walter et al. 1996). On 

the basis of recent SMDD data, this method of detection should enable analysis 

of genetic material, but without prior extensive PCR amplification (Kinjo and 

Rigler 1995 and Kask et al. 1999). 

 

Surface plasmon resonance (SPR) is another prominent, yet label-free, photon 

technology suitable for monitoring intermolecular relationships in very small 

sample volumes. This optical technique enables detection and quantification of 

changes in refractive index (RI) in the vicinity of a sensor chip‘s surface to which 

ligands have been immobilized; this enables any interaction of biomolecules with 

the ligand to be detected (McDonnell, 2001). One side of a glass prism is coated 

with a very thin layer of metal to which a DNA probe (single strand) is attached. 

When a light beam passes through the prism the energy of the beam interacts 

with the cloud of electrons in the metal film, causing oscillation of electrons (= 
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Plasmon) (Alberts et al., 2002). Reflection of the beam occurs at a certain 

resonance angle. When DNA binds to the metal film of the probe the 

composition of the molecular complex on the metal surface changes, thus causing 

a shift in reflection angle that is characterized as RI. By using SPR, the numbers 

of molecules bound in each complex can be determined. 

In addition to its use in detecting different DNA molecules after PCR 

amplification (Kai et al., 1999), the method has been successfully used to detect 

GMOs in food samples after PCR amplification (Feriotto et al., 2002, 2003). A 

major advantage of the method is that it can be combined directly with 

miniaturized biosensor technology, thereby enabling DNA measurements to be 

made without previous probe labeling and in reusable continuous flow systems. 

 

1.3.4.1.5.9. Biological monitoring approaches 

In addition to the physicochemical methods described above, other strategies 

have been introduced for detection of DNA on the basis of biological effects of 

foreign genes within organisms. A technique which takes advantage of naturally 

occurring homologous recombination between two distant, but homologous, 

DNA fragments has been developed for the detection of transgenic targets by use 

of artificial microbial gene loci. In accordance with the so-called ‗marker rescue‘ 

method, the finally surviving transformed microorganisms are grown and 

amplified in culture media, indicating a positive event (Contente and Dubnau, 

1979). In principle, deficient mutant strains containing a homologous gene of 

interest, and a selective medium in which only the reconverted wild-type can 

survive, are provided. Subsequently, the GMO target can be detected by 

homologous recombination with the mutant possessing a functional promoter; 

this leads, after successful recombination, to bacterial growth in the selective 

medium. This technique was recently used to detect antibiotic resistance marker 

genes derived from environmental GMO plant material (de Vries and 

Wackernagel, 1998). Remarkable long-term persistence of functional gene 

fragments derived from GMOs has been monitored in soil with this technique (de 
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Vries et al., 2003). In the future, the technique – by using transformation events 

to detect GMO DNA from different sources – may lead to an interesting 

biological monitoring approach in which prior PCR amplification steps can be 

omitted. 

In contrast, the so-called ‗unintended effects‘ might be used to detect genetic 

modification directly within the GMOs. This new concept will go beyond the 

originally calculated genetic modification searching for non-premeditated 

changes in the expression pattern (Cellini et al. 2004). This means that integrated 

foreign genes may interact, via positioning effects, with the physiology of each 

transgenic organism. Remarkable metabolic changes might therefore occur, and 

could be recorded by differential measurement of random expression properties 

or distinct candidate transcripts. This would apply several differential profiling 

methods, for example the DDRT (differential display reverse transcription)-PCR 

technique, used to detect changing cDNA patterns within the GMO plant without 

a known nucleic acid target. High-throughput DNA techniques, like microarrays, 

are suitable only if the complete genome of the investigated organism is known. 

Metabolic and proteomic changes will also be monitored, supporting the 

evidence of such integral GMO analysis. New methods are currently under 

development to monitor such interactions, in contrast with the conventional 

physiological reaction after the transgene event occurs (Le Gall et al. 2003). This 

will call for sensitive, comprehensive, high-throughput systems capable of 

detecting multiple cellular properties, and should lead to a holistic insight that 

might illuminate the multiple biological interactions mediated by any desired 

genetic modification. Analysis of cellular RNA might therefore be an important 

means of detecting expression differences indicative of positioning effects within 

the genomes of transgenic and isogenic organisms. 
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1.3.4.2. Protein-based methods 

Protein-based methods are immunoassays that employ antibodies to detect target 

antigens. Basically, they are represented by ELISA and Lateral flow sticks 

experiments (Holst-Jensen, 2001; Lubeck et al., 2001; Bonfini et al., 2002 and 

Querci et al., 2006). In the case of GMO testing, the target protein would be the 

newly expressed one. It is critical for the development of the immunoassays that 

highly specific antibodies directed against the target protein are available. It is 

also important that the sample or the protein of interest are not significantly 

degraded or denatured. Finally, it is noteworthy to take into consideration that the 

newly expressed protein may be neither expressed at the time of sample 

collection nor in all tissues. 

Protein-based methods are trait-specific and thus cannot identify a GMO where 

several varieties may have the same trait such as the maize varieties Bt-176, 

Bt11, and Mon810 which contain the same Cry protein. In fact, since the same 

target protein can be found in different GMOs, antibody-based assays may not be 

discriminating. Therefore, immunoassays in general can be considered as 

screening methods.  

 
1.3.4.2.1. ELISA 

ELISA is the most common method of immunoassay which utilizes an enzyme-

labelled immunoreactant (antigen or antibody) and an immunosorbent (antigen or 

antibody bound to a solid support). It aims at the detection of the specific 

proteins produced in the crop as a result of genetic modification. For example, in 

order to detect the presence of herbicide resistant traits, ELISA detects a specific 

protein that has been captured by an antibody formed for this protein. ELISA is 

faster and less expensive than PCR-based methods; however, as all protein-based 

methods, its detection capacities are hampered by the specificity of the 

immunoreactant/immunosorbent reaction, by the denaturation/degradation of the 

protein as well by the protein expression level in different tissues and at different 

times. 
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1.3.4.2.2. Lateral flow sticks 

Dipstick formats (lateral flow sticks) can be used to detect GMOs in leaves, 

seeds, and grains. Paper strips or plastic paddles are used as support for the 

capture antibody and this is then the reaction site. The strip/paddle is dipped in 

vials containing the different solutions. Each dip is followed by a rinsing step. 

The final reaction includes a color change in the vial, where the strip/paddle is 

placed. Recent development of dipstick format has led to lateral flow techniques 

where reactants are transported through the channels of a membrane by capillary 

forces. One single step is enough for performing the assay, and controls for 

reagent performance are included. Antibodies specific to the foreign protein are 

coupled to a color reagent and incorporated into the lateral flow strip. When the 

lateral flow strip is placed in a small amount of an extract from plant tissue that 

contains foreign protein, binding occurs between the coupled antibody and the 

protein.  

A sandwich is formed with some, but not all the antibody that is coupled to the 

color reagent. The membrane contains two capture zones, one captures the bound 

foreign protein and the other captures color reagent. These capture zones display 

a reddish color when the sandwich and/or non-reacted colored reagents are 

captured in the specific zones on the membrane. The presence of a single line 

(control line) on the membrane indicates a negative sample and two lines indicate 

a positive sample. Lateral flow techniques are qualitative or semi-quantitative. 

By following appropriate sampling procedures, it is possible to obtain a 99% 

confidence level of < 0.15% GMO for a given lot. 

Lateral flow sticks present the same disadvantages as protein-based methods; 

however they are useful, for they are quick, practical and can be directly applied 

in the field.  

 

 

 

 



Advanced Regional Training Course on Detection of Genetically Modified Organisms and  Biosafety for Food and  Agriculture                
                                                                                       ICARDA, Aleppo, Syria, 19-24 June, 2010                                                                                                     

     55                                                                                

 

1.3.4.2.3. Western blotting  

Western blotting is a method for qualitative and semi-quantitative testing of 

proteins (Nicholl 2002). In GMO testing, it is more suitable for research than for 

inspection and can be used for poorly soluble proteins. It involves the transfer of 

electrophoretically-separated protein molecules to membranes. The membrane is 

then probed with antibodies to detect the protein of interest, in a similar way to 

immunological screening.  

1.3.4.2.4. The use of chromogenic substrates/histochemical assays 

The use of chromogenic substrates in genetic screening methods has been an 

important aspect of the development of the technology. The most popular system 

uses the compound X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside),  

a colorless substrate for B-galactosidase. The enzyme is normally synthesized by 

E. coli cells when lactose becomes available. However, induction can also occur 

if a lactose analogue such as iso-propyl-thiogalactoside (IPTG) is used. This has 

the advantage of being an inducer without being a substrate for B-galactosidase.  

On cleavage of X-gal a blue-colored product is formed, thus the expression of the 

LacZ (B-galactosidase) gene can be detected easily. This can be used either as a 

screening method for cells or plaques, or as a system for the detection of tissue-

specific gene expression in transgenic organisms. 

Reporter genes are an important tool in plant research. They have been most 

commonly used to study the activity of regulatory elements, such as promoters, 

enhancers, introns, and transcription terminators. Beta-glucuronidase (GUS) 

activity can be measured easily and quantitatively by spectrophotometric and 

fluorimetric methods. The tissue-specific localization of GUS can be visualized 

in a histochemical assay. The chemical reaction that allows the histochemical 

detection of GUS activity occurs in two steps: B-glucuronidase catalyzes the 

hydrolysis of the substrate X-Gluc and liberates one molecule of 5-bromo-4-

chloro-indoxyl that is not colored. The indoxyl then undergoes an oxidative 

dimerization that results in the blue coloration. Dimerization is stimulated by 
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atmospheric oxygen and can be enhanced by using an oxidation catalyst, such as 

a potassium ferricyanide/potassium ferrocyanide mixture. The 

ferricyanide/ferrocyanide is therefore important in the histochemical assay 

because by enhancing dimerization, it slows diffusion of the indoxyls into 

neighboring cells, which is a potential source of artifacts in this assay (Falciatore 

et al. 2002).  

 

1.3.4.3. Herbicide bioassay 

Herbicide-tolerant crops are cultivated crop plants that have been altered to be 

able to survive application(s) of one or more herbicides by the incorporation of 

certain gene(s), via either genetic engineering or traditional breeding techniques  

(Adrian et al., 2003). For example, the CP4 EPSPS gene has been inserted, via 

genetic engineering, into crops (e.g. soybean, canola, cotton, and corn/maize) to 

make them tolerant to glyphosate herbicides. Corn has also been transformed 

with the PAT gene to have resistance to glufosinate herbicides. Other corn lines, 

such as those with the IT or IR genes, are tolerant to imidazolinone herbicides. 

Imidazolinone tolerance has been developed via traditional breeding techniques.  

The herbicide bioassay is a test performed on plants or seeds that screens for 

tolerance to a specific herbicide (Lubeck, 2001). The plants/seeds are exposed to 

the herbicide and, after a period of growth time, are rated as tolerant or 

susceptible. Standard herbicide bioassays methods include: substrate imbibitions, 

pre-soak, or seedling spray. Whereas PCR looks for presence of the desired DNA 

and an ELISA finds the protein coded for by that DNA, the bioassay determines 

the actual effect or activity of the gene in a living plant. The bioassay typically 

requires less special equipment than other genetic tests and can be relatively easy 

to integrate into a conventional seed laboratory. However, bioassays require 

separate tests for each trait in question and at present the tests will not detect non-

herbicide tolerance traits. Therefore, the tests are only of limited value for 

inspection authorities. 



Advanced Regional Training Course on Detection of Genetically Modified Organisms and  Biosafety for Food and  Agriculture                
                                                                                       ICARDA, Aleppo, Syria, 19-24 June, 2010                                                                                                     

     57                                                                                

 

 

Summary 

DNA-based techniques have the key advantages of high sensitivity and robust and rapid 

operation, while satisfying the prerequisites of careful experimental design to avoid 

false-negative and/or false-positive results. Today, real-time PCR seems to be the best-

developed and most suitable GMO monitoring system, and highly sensitive, specific, 

reliable, quantitative, and rapid detection is available.  

However, these DNA-based assay systems are still cost-intensive and require 

sophisticated instrumentation and laboratory equipment for their operation. Further 

developments may lead to simple and less expensive methods for DNA screening 

adjusted to market requirements, especially with the background of commercial 

availability of rapidly growing numbers of different GMOs. This might require the use 

of rapid test-strip kits for initial screening procedures, which will ease the burden on 

somewhat limited government food-monitoring budgets. In the future, analysis of 

GMOs by use of DNA technology will continue to evolve, and combination with other 

innovative techniques (e.g. micro- and nano-systems) will enable holistic and rapid 

analysis satisfying the great demand for food inspection. Although DNA related 

methods will clarify food production processes in relation to GMO components, natural 

DNA is present in virtually all daily food components, and any toxicological fears 

about such food-borne DNA can be excluded. On this basis, a number of safety 

considerations of transgenic DNA have been discussed (Jonas et al. 2001) and are of 

continuing scientific interest. In addition, developed assay methods will not only be 

used to detect residual GM DNA, but also to examine its biological potency with regard 

to possible environmental interactions. In this context, possible horizontal gene transfer 

from GMOs to gut bacteria, for example, is still a topic of ongoing scientific 

discussion. European research projects, which have dealt extensively with this topic, 

are now providing sufficient risk assessment results for public discussion (van den Eede 

et al. 2004). Investigating the fate of GM gene fragments, and their biological effects, 

by use of the newest DNA technology, will therefore enable sustainable risk assessment 

of transgenic food and feed. 
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PART 2  
Laboratory Manual for the   

Practical work on 

"GMOs Detection and Biosafety"  
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In general, the basics of Good Laboratory Practices (GLP) in microbiology 

laboratory should apply to all concerned laboratories. 

 

1-  Laboratory personnel must receive instructions on the procedures conducted 

in the laboratory. 

2- Never do direct mouth pipetting of infectious or toxic fluids; use a pipettor.  

3- Do not blow infectious material out of pipettes. 

4- Do not prepare mixtures of infectious material by bubbling expiratory air 

through the liquid with a pipette.  

5- Avoid using syringes whenever possible.  

6- Sterilize discarded pipettes and syringes in a pan where they were first placed 

after use. 

7- Before centrifuging, inspect tubes for cracks. 

8- Use centrifuge cups with screw caps or equivalent.  

9- Avoid decanting centrifuge tubes; if you must do so, afterwards wipe off the 

outer rim with a disinfectant. Avoid filling the tube to the point that the rim 

ever becomes wet with culture. 

10- Sterilize all contaminated discarded material.  

11- Working surfaces must be decontaminated using soap and alcohol after each 

working day. 

12- Develop the habit of keeping your hands away from your mouth, nose, eyes 

and face. This may prevent self-inoculation.  

13- Hand wash is obligatory when contamination is suspected, after handling 

viable materials, and also before leaving the laboratory (at least one hand 

wash sink should be available).  

22..11..      BBiioossaaffeettyy  GGuuiiddeelliinneess  ffoorr  LLaabboorraattoorriieess  
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14- Avoid smoking, eating, chewing, drinking, storing of food and applying 

cosmetics in the laboratory. 

15- Make special precautionary arrangements for respiratory, oral, intranasal, and 

intratracheal inoculation of infectious material.  

16- Laboratory coats are obligatory and should be removed when exiting the lab. 

17- Wear only clean laboratory clothing in the dining room, library and other 

non-laboratory areas. 

18- Waste products must be decontaminated by incineration or by autoclaving.  

19- Avoid contact with GMO's and other exotic biological agents.  Disposable 

gloves should be worn when handling such items. 

20- Laboratory door should be closed at all times. 

21- Working with fume-producing chemicals must be under the laboratory hood. 

22- Biohazard warning signs should be always posted in labs. 

23- Materials for autoclaving or incineration must be transported without spillage 

in robust, leak-proof containers. 

24- Effective disinfectants must be available for routine disinfection and for 

immediate use in the event of spillage. 

25- To ensure safety in laboratories, a person must be appointed in every 

laboratory to make sure that Good Laboratory practices are strictly followed. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Advanced Regional Training Course on Detection of Genetically Modified Organisms and  Biosafety for Food and  Agriculture                
                                                                                       ICARDA, Aleppo, Syria, 19-24 June, 2010                                                                                                     

     61                                                                                

 

 

1. Be patient while you are working. Do not start an experiment unless you 

ascertain all the steps.  

2. Do not use an equipment unless you ascertain how to use. Use the laboratory 

equipment properly. If you do not know how to use, see the equipment user's 

manual or ask others.  

3. Do not touch any equipment or place with contaminated gloves.  

4. Once you spill or contaminate any toxic material, antibiotics or carcinogens, 

decontaminate the area or equipment immediately. If you do not know how to 

decontaminate, ask others.  

5. Wear gloves and a laboratory coat while you handle any toxic or 

carcinogenic chemicals (e.g., EtBr, CsCl, Phenol, etc.).  

6. Wear eye or face protection under UV.  

7. If any toxic chemicals, antibiotics or carcinogens is spilt on body or clothes, 

immediately remove the contaminated clothing and wash small spills under 

water for at least 5 min. Spills on legs can be rinsed in the sink. Do not 

hesitate to use the shower in the laboratory for large spill. Do not rinse 

contaminated skin with alcohol.  

8. After you use any chemical, enzyme or solvent, etc., bring it back to the place 

where it was.  

9. Before you use the last remains, a last bottle of a chemical, tubes, etc., ask to 

purchase the necessary items.  

10. Most enzymes are expensive. Keep the enzymes at -20C and do aliquots.  

11. Use a new pipette tip to remove the necessary amount of any enzyme.  

12. Laboratory equipment is also very expensive and, sometimes (e.g. in the case 

of centrifuges) potentially dangerous.  

13. Please don't use any equipment you are unfamiliar with, without asking for 

help! 

Laboratory Practices &  Safety Guidelines 
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14. Ethidium bromide is very toxic! It is a potential carcinogen and must never 

be handled without gloves. Gloves should be worn at all times. Its handling is 

only allowed in very restricted areas; it evaporates when it gets warm (e.g. 

when pouring agarose gels).  Ethidium bromide is not allowed in the media 

kitchen (especially not in the microwave!),  in the tissue culture lab,  in the 

Molecular Biology lab andoutside the lab fume hood. 

15.  Ultraviolet (UV) light is dangerous to eyes and exposed skin. Protective 

eyewear (goggles) should be worn at all times when using a UV light source 

unless other shielding is available.  

16. Of course, hands should be washed after any laboratory practices and 

especially before any food is eaten. 

17. All workers / participants should know the procedures for responding to 

emergencies in the institute.  

18. Wear protective equipment including safety goggles, gloves, and long – 

sleeve lab coat. It is very smart not to wear contact lenses but glasses. 

19. When working with liquid nitrogen you must wear goggles. 

20. All students should always be aware of the locations of eyewash fountains 

and emergency showers. 

21. It is well known that eating, drinking and smoking is not allowed and the 

disregard of this rule will cause the immediate exc lusion and punishment. 

22. Women have to notify the course leader about a pregnancy, this has to be 

kept confidential. 

23. In medical emergencies, lab workers should follow these general guidelines: 

- Remain calm. 

-  Initiate life-saving measures if required. 

- Call for emergency response. 

- Do not move injured person unless there is danger of further harm.  

- Keep injured person warm. 
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24. The range and quantity of hazardous substances used in laboratories require 

pre- planning to respond safely to chemical spills. 

25. Biological spills outside biological safety cabinets will generate aerosols that 

can be dispersed in the air throughout the laboratory.  

26. Wear disposable gloves.  

27. Soak paper towels in disinfectant and place over spill area.  

28. Place towels in plastic bag for disposal. 

29. Clean spill area with fresh towels soaked in disinfectant.  

30. Please be aware that transgenic organisms should never get in contact with 

environment. Never pour them into the sink without autoclaving. 

31. Some further important and general rules : 

- Never run on the floor. 

- Open doors carefully. 

- Carry organic solvents in a bucket. 

- Clean your working place after you have finished your work. 

- Spoiling of glass ware, bacterial strains or chemicals can sabotage 

the work of all people in the lab for weeks, therefore: 

- Never put surplus chemicals back into the storage box. 

- Clean glass ware throughout, best using the dishwasher  

- Gel supply, stirring bars, and spatula have to be cleaned by hand 

immediately. First they are cleaned with soap, followed by 

running tab. water and distilled water. 
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 Solutions for Coating Particles 
 

- Anhydrous 100% Ethanol: Open a new bottle.  
 

- Sterile Distilled Water: Use milli-Q Water, autoclaved. 
 

- DNA: Resuspend to a final concentration of 1 µg/µl in TE (10 mM Tris-
HCl; 1 mM EDTA, pH 8.0) 

 

 2.5 M CaCl2:  

36.76 g per 100 ml H2O 
Filter sterilize 

Store at -20°C 
 

 100 µM Spermidine 

14 µl spermidine free-base 
986 µl sterile H2O 

Store at -20°C up to 3 months  
 
 
 

- DNA Coating of Tungsten Particles  

Tungsten particles are extremely irregular in shape and heterogeneous in size 

and although different mean sizes (ranging from 0.5 to 2.0 µm) are available, 

their size distributions overlap extensively. The advantages of tungsten are 

that it is very inexpensive, it is available in numerous sizes, each size class 

represents a board spectrum of particles diameters, and it is relatively easy to 

coat with DNA. The disadvantages are that it is potentially toxic to certain 

cell types, it is subject to surface oxidation that can alter DNA binding, it 

catalytically degrades the DNA bound to it over time, and it is highly 

heterogeneous in shape and size, which prevents optimization of size for a 

particular cell type. 

 

2.2.   Biolistic transformation system of wheat 
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For 20 shots: 

- Use 10 mg tungsten powder (Bio-Rad Tungsten M-17) 

- Add 1 ml 100% ethanol, anhydrous. Open a new bottle.  

- Heat at 95°C for 2 hours. 

- Centrifuge for 10s in microcentrifuge on highest speed.  

- Decant supernatant and replace with 1 ml fresh 100% ethanol.  

- Sonicate for 5 minutes, 3 times. (Boiling and sonicating remove surface 

oxidation). 

- Centrifuge for 10s. Can be stored overnight at -20°C. 

- Remove ethanol. Resuspend particles in 1 ml sterile distilled water. 

Centrifuge 10s. 

- Remove water and repeat washes 3 more times. It is critical to remove all 

ethanol with repetitive washes in water to avoid the formation of particles 

aggregates (clumps). 

- Resuspend final pellet in 200 µl sterile distilled water.  

Sample preparation for 5 shots: 

- Add in order on ice:  

50 µl tungsten solution 

10 µg DNA in TE (1 µg/ µl) 

50 µl 2.5 M CaCl2 

20 µl 100 µM spermidine (free base) 

- Vortex for 30 minutes in cold room 

- Add 200 µl ethanol. 

- Centrifuge 10s in microfuge at high speed. 

- Remove supernatant.  

- Add 200 µl ethanol and resuspend completely. Make sure all clumps are 

dispersed. Repeat ethanol washes 3 times. 

- Resuspend final pellet in 30 µl ethanol. 

- Dispense 5 µl onto each flier for shooting.  
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DNA Coating of Gold Particles 

 

Gold particles are available in a limited range of sizes, but are much rounder and 

also more uniform in size than tungsten. A principal advantage of gold particles 

is their uniformity (relative to tungsten particles), which allows for some 

optimization of size relative to a given cell type. More importantly, gold is 

biologically inert. A major disadvantage of gold is that it is expensive. Gold 

particle dispersions are not stable in sterile aqueous suspensions, and over a 

period of time the particles agglomerate irreversibly. Therefore, particles should 

be weighed out fresh on the day of bombardment (Rasco-Gaunt et al., 1999) 

 

For 16 bombardments: 

- Weigh out 1 mg 0.6 µm gold particles. 

- Re-suspend in 100 µl ethanol. This helps kill any bacteria and creates a 

positive charge on the particles. 

- Quick spin at high speed in microfuge.  

- Remove supernatant and discard. 

- Wash particles with 1 ml dsH2O to remove ethanol. 

- Quick spin. 

- Remove supernatant. 

- Re-suspend particles in 50 µl sterile water. 

- Add 50 µl 2.5 M CaCl2. Pipette up and down to mix. 

- Add 20 µl 100 mM spermidine. Pipette up and down to mix. 

- Add 5 µg DNA (usually 5 µl). Pipette up and down to mix. 

- Vortex 10 minutes at moderate speed. 

- Spin at lowest possible speed in microfuge for 5 minutes. 

- Remove supernatant and discard. 

- Wash pellet with 500 µl 100% ethanol (anhydrous- open a new bottle). 

- Remove supernatant and discard. (Spin at lowest speed if pellet is 

disturbed). 
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- Resuspend pellet in 85 µl 100% ethanol.  

- Sonicate 10s immediately before aliquoting to flyers. 

- Use 5 µl per shot. 

 

Preparing Samples 

The explants used will depend on the species to be transformed, as will the 

medium selected. Generally, use shoot induction medium (SIM) for dicots. 

For monocots, explants are generally embryos (either mature or immature) 

or callus suspension cultures, and are often bombarded on callus induction 

medium (CIM). 

Preparation of explants 

- Ear collection and surface sterilization  

- Collect ears at approximately 12-16 days post-anthesis, a few seeds can be 

opened at the time of collection to determine the size and texture of the 

embryos, which should be 0.8-1.5 mm in length and translucent in 

appearance. 

- Surface sterilize by rinsing in 70% (v/v) aqueous ethanol for 1 minute then 

15 minutes in 10% (v/v) Domestos bleach solution (Lever) with gentle 

shaking. Rinse with sterile distilled water at least three times. 

- Note, due to asynchronous development, only half or two third of the seeds 

on any one ear will be suitable, the seeds nearest to the peduncle are 

generally younger and smaller. 

- Isolation of immature embryos 

- Isolate the embryos from the seed under a stereo microscope in a sterile 

environment using a sharp scalpel.  

- Remove and discard the embryo-axis first then isolate the remaining 

portion of the embryo which is now referred to as the scutellum. 

- Plate scutella with the axis side (now removed) down onto semi-solid 

inoculation medium in 55 mm Petri dishes, about 50 scutella per plate. 
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Isolation of immature embryos  

- Place scutella with the axis side (now removed) down in contact with the 

semi-solid callus induction medium (CIM) in 90 mm Petri dishes, thereby 

exposing the scutellum to bombardment. Put 50 scutella explants per plate 

and use three to five Petri dishes for bombardment per treatment. Seal the 

plates with parafilm and incubate in dark at 26°C for approximately 24 

hours before bombardment. Histochemical GUS assays were conducted 2 

days after bombardment. 

- For shoot regeneration of scutellum cultures subjected to standard and 

optimised bombardment conditions, scutella were spread ten per plate on 

callus induction medium. After 3 weeks, the calluses were transferred to 

solidified RZM medium supplemented with 0.1 mg/l 2,4-D and 5 mg/l 

Zeatin for shoot regeneration. Cultures were incubated at 26°C under a 12-

h photoperiod. The numbers of calluses producing shoots were assessed 

after 3 weeks of shoot induction.  

-  

 
 

Fig. Anatomy of Wheat Seed 
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 Shooting Explants 

1. For each shot you will need one rupture disc (900-1100 PSI), one 

macrocarrier (flier), and one stopping screen.  

2. Before shooting, autoclave all stainless steel parts of the gun (rupture 

disk holder, stopping screens, macrocarrier holders).  

3. Soak acetate components (fliers and rupture disks) and capplug in 70% 

ethanol for ≥ 30 minutes. 

4. Keep rupture disks in 70% ethanol, cover dish so ethanol doesn‘t 

evaporate. Remove fliers from ethanol, and air-dry completely.  

5. Using sterile forceps, load fliers into macrocarriers holders. Aliquot 

DNA to fliers, allow to air-dry completely. 

6. Wash the interior of the gun with 70% ethanol.  

7. Wash all other components (launch assembly, lid, torque wrench and 

plate holder) with 70% ethanol. Allow all components to air-dry before 

use. 

8. Rinse gloved-hands liberally with 70% ethanol.  

9. Using good aseptic technique, handle all small components with sterile 

(flamed) forceps. 

 

Set up Launch Assembly: 

Stopping screen 

          Flier—upside down 

          Lid on tight 

 

Set up Blaster (rupture disk and holder): 

 Rinse hands with 70% ethanol 

 Rupture disk in holder 

 Blaster in chamber 

 Tighten with torque wrench 
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Set up Bomb: 

 Put in the Launch Assembly 

 Put in the plate of explants (lid off) 

 Close the door 

 Turn on vacuum – goes to 28 in. Hg. 

Switch vacuum to hold 

 Press and hold FIRE 

 Wait for pop, release FIRE 

 Release vacuum – to 0 in Hg 

 Open door and remove plate 

 

Next bomb: 

 Remove Launch Assembly and disassemble 

 Remove Blaster and empty broken disk 

         Back to set up Launch Assembly. 

When done bombing, wrap plates with saran Wrap and incubate plates in 

appropriate chamber. 

For selection, incubate 2 days at 25°C, then transfer to SIR + Kan (or other 

selective agent depending on construct).  
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                Above: Sketch of how to prepare the gene gun for shooting. 
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 Media for plant tissue culture  

 

Plant tissue culture media are prepared from stock solutions at double strength to 

allow the addition of an equal volume of gelling agent; phytagel for induction 

medium, agar gel for RZM and RM media. Gelling agents are also prepared at 

double strength (phytagel at 4 g/l and agar gel at 10 g/l) and autoclaved at 121°C 

for 20 min.  

 

Composition of double-strength culture media. All concentrations are shown 

double strength except for the supplements added after pH adjustment and 

sterilisation which are shown at final concentrations. 

 
Component   Inoculation (/L) CIM (/L) RZM (/L) RPPT (/L) 

 

MS macro salts (x10)  200 ml   200 ml  200 ml  200 ml 

L7 micro salts (x1000)  2 ml   2 ml  2 ml  2 ml 

FeNaEDTA (x100)  20 ml   20 ml  20 ml  20 ml 

MS vitamins (x1000)  2 ml   2 ml  -  - 

Vitamins/Inositol (x200)  -   -  10 ml  10 ml 

Inositol    200 mg   200 mg  200 mg  200 mg 

Glutamine   1 g   1g  -  - 

Casein hydrolysate  200 mg   200 mg  -  - 

MES    3.9 g   3.9 g  -  - 

Maltose    80 g   80 g  60 g  60 g 

             pH adjusted to 5.8 then autoclaved       pH adjusted to 5.7 then 

filter sterilized 

2,4-D    2 mg   0.5 mg  0.1 mg  - 

Picloram   2.0 mg   2.0 mg  -  - 

Acetosyringone   200 µM   -  -  - 

Timentin   -   160 mg  160 mg  160 mg 

Zeatin    -   -  5 mg  - 

PPT    -   -  -  2-4 mg 

 

CIM: Callus Induction Medium; RZM: Regeneration Zeatin Medium; RPPT: 

Regeneration medium with selective agent.  
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 Stock solutions for basal culture media 

MS  Macrosalts (x10) 

16.5 g/l NH4NO3 

19.0 g/l KNO3 

1.7 g/l KH2PO4 

3.7 g/l MgSO4 . 7H2O 

4.4 g/l CaCl2 . 2H2O 

 

Note: Dissolve each component in distilled water separately before mixing. 

Autoclave at 121°C for 20 min and store at 4°C. 

 

L7  Microsalts (x1000) 

15.0 g/l MnSO4 

5.0 g/l H3BO3 

7.5 g/l ZnSO4 . 7H2O 

0.75 g/l KI 

0.25 g/l Na2MoO4 .2H2O 

0.025 g/l CuSO4 .5H2O 

0.025 g/l CoCl2 .6H2O 

 

Note:  

MnSO4 may have various hydrated states which will alter required weight.  

   For MnSO4.H2O, add 17.05 g/l,  

  for MnSO4.4H2O, add 23.22 g/l,  

  for MnSO4 .7H2O, add 27.95 g/l.  

Prepare 100 ml microsalt stock solution at a time . Filter sterilize, and store at 

4°C. 
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MS Vitamins (minus Glycine) (x1000): 

g/l Thiamine HCl 

0.5 g/l Pyridoxine HCl 

0.5 g/l Nicotinic acid 

Prepare 100 ml at a time. Filter sterilize, and store at 4°C 

 

Vitamins/Inositol (x200): 

40.0 g/l Myo-Inositol 

2.0 g/l Thiamine HCl 

0.2 g/l Pyridoxine HCl 

0.2 g/l Nicotinic acid 

0.2 g/l Ca-Pantothenate 

0.2 g/l Ascorbic acid 

Filter sterilize and store at -20°C in 10 ml aliquots. 

 

 

Supplements: 

- 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), 1 mg/ml in ethanol/water 

(dissolve powder in ethanol then add water to volume). Filter sterilize, and 

store at -20°C in 1 ml aliquots. 

- Zeatin mixed isomers (10 mg/ml), dissolve powder in small volume 1 M 

HCl and make up to volume with water, mix well/vortex. Filter sterilize, 

and store at -20°C in  1 ml aliquots. 

- Picloram (1 mg/ml), dissolve picloram in water, filter sterilize and store at 

-20°C in    2 ml aliquots. 

- PPT (10 mg/ml) (Glufosinate ammonium), dissolve in water, mix 

well/vortex, filter sterilize and store at -20°C in 1ml aliquots. 
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Time schedule: 

 

Day 1  Seed sterilization 

  Bacteria cultures 

 

Day 2  Transformation (inoculation) 

  Co-cultivation 

 

Day 6  Washing of the explants 

  Regeneration on subculture 1 media 

 

Day 13/14 Regeneration and initial selection on Sub 2 media 

 

Day 35 Selection on Sub 3 media 

Day 49 Selection on Sub 4 media 

Day 63 Selection on Sub 5 media 

Day 77 Selection on Sub 6 media 

Day 91 Selection on Sub 7 media 

Day 105 Selection on Sub 8 media 

Day 119 Selection on Sub 9 media 

Day 133 Selection on Sub 9 media 

Day 147  Rooting on HR media 

  or grafting 

 

 

 

 

 

2.3.  Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation system of 

chickpea 
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Procedures 

 

Day 1:  

- Seed sterilization and bacteria culture preparing bacteria culture 

- Weigh seeds. 

- Transfer seeds to a flask and rinse them with tap water 2 times. 

- Surface sterilize them in 70% ethanol for 1 min., shake well and cover the 

flask with aluminum foil. 

-   Sterilize seeds in pure Clorox for 20 minutes on the shaker (≤ 150 rpm).  

- Rinse three times with sterile water and then soak them overnight in 1L 

sterile water to which you add 10 ml of 2M CaCl2 solution. 

- Initiate Agrobacterium liquid cultures by adding ~ 400 µl of a standard 

glycerol inoculum to 25 ml plus antibiotics.  

- Incubate at 27-29°C, shaking (150 rpm) for 12-24 hours (to reach an  

OD >1 (Abs = 600 nm). 

 

Day 2:  

- Transformation and cocultivation 

- Pellet the Agrobacterium culture at 4500 g for 10 minutes at 4 °C and 

resuspend in 20 ml single-strength inoculation medium (Agro-suspension) 

supplemented with 200 µM Acetosyringone. 

- Cut seeds in half and carefully remove the embryos, collect embryos in 

sterile water. 

-  Place the bacteria-suspension in a small petri dish. Cut the shoot at about 

1mm from the root-tip of embryos (drop the embryos in a drop of bacteria-

suspension and keep the blade wet when you cut), Change the blade after 

every 60 embryos. 

- Incubate the decapitated embryos in  the bacterial culture for 2-4 hours. 
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- Discard the bacterial-suspension and transfer the embryos onto filter paper 

blotted wet on co-cultivation medium (CCCP), incubate the plates in the 

dark at 21 ºC for 4 days.  

 

Day 6:  

- Regeneration on Subculture1 medium 

- After co-cultivaton step, cut the curved part of embryos, and then transfer 

them to sterile Falcon tube.  

- Rinse the embryos in 35 ml distilled water for three times. 

- Thereafter, immerse the embryos in 150 mg/l ticarcillin solution for 20-60 

min.  

- add 25 ml water with 37.5 µl of Ticarcillin  stock and leave them. 

- Blot them dry on sterile filter paper (remove the excess solution), and then 

culture them under light on subculture1 for 7-9 days at 21-25ºC. 

 

Day 13/14:  

- Regeneration and Initial selection on Sub2 

- Transfer the embryos (explants) onto fresh subculture 2 medium, incubate 

them for 21 days  under the previous conditions.   

 

Day 35:  

- Selection on sub 3 and sub 4 media 

- Remove the brown or the dead tissue from the base. 

- Divide the explants into three parts which are originated from the 

cotyledonary buds and the apical meristem; Do not place more than 9-10 

explants per  Petri dish.  

- Incubate under the previous conditions for two weeks. 
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Day 49:  

- Selection 2 on Sub. 4 

-  Remove the dead tissue and subculture on fresh selection media up to 

subculture10 with two weeks interval.  

 

Day 147:  

- Rooting on HR medium 

- Subculture the putative transgenic explants on rooting medium for three 

weeks. 

-  Move them to soft agar media if roots are formed. When roots are ok 

move them to sterile peatmoss for hardening.  

 

 

Grafting of shoots  

 

Mostly, it is difficult to induce the roots by hormones on chickpea, the problem 

was solve by micro-grafting on non-transformed rootstock as following:  

- Sterilize chickpea seeds and germinate them on ½MS medium; in the dark 

for five days at 25 º C. 

- Cut off the epicotyle of the seedling 1-1.5 cm above the cotyledonary node 

and split the remaining stem with a longitudinal cut. 

- Trim the base of transformed shoot like V shape, then insert it between the 

split epicotyl of the seedling. 

- Remove all secondary shoots which arise from the cotyledonary node of 

the non transformed seedlings during the following days. 

- Transplanting in soil. (Krishnamurthy et al., 2000) 
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 Media for plant tissue culture 

 
DKW-C Stock I (x 10)    

Chemical Formula mg/ l media g/l  

Calciumchloride CaCl2 149 1.49 

Magnesium sulfate MgSO4.7H2O 740 7.4 

Potassium sulfate K2SO4 1559 15.59 

Ammonium nitrate NH4NO3 1416 14.16 

Potassium phosphate KH2PO4 265 2.65 

Calcium nitrate Ca(NO3)2.4H2O 1968 19.68 

 

DKW-C Stock II (x 100)    

Iron stock Fe-Na-EDTA 44.63 4.46 

Manganese sulphate MnSO4.H2O 33.5 3.35 

Zinc sulphate ZnSO4.7H2O 9.22 0.922 

Boric acid H3BO3 4.8 0.48 

Sodium molybdate Na2MoO4.2H2O 0.39 0.039 

Cupper sulphate CuSO4.5H2O 0.25 0.025 

 

DKW-C stock III (x 100)    

Myo-inositol  100 10 

Nicotinic acid  1 0.1 

Glycine  2 0.2 

Thiamine  2 0.2 

 

Microsalts solution (x 100)    

Manganese sulphate MnSO4.H2O  1.69 

Iron stock  Fe-Na-EDTA  4 

Zinc sulphate ZnSO4.7H2O  0.86 

Boric acid H3BO3  0.63 

Sodium molybdate Na2MoO4.2H2O  0.025 

Cupper sulphate CuSO4.5H2O  0.0025 

Cobalt chloride CoCl2.6H2O  0.0025 

Potassium Iodide KI  0.083 
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Components of media culture 

 

 

Item Agorsuspension CCCP Sub1 Sub2 Sub 3+4 HR 

MS salts 500 ml package - - - - - 

DKW-C stock I - 100 ml 100 ml 100 ml 100 ml 100 ml 

DKW-C stock II - 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 

DKW-C stock III - 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 

MS microsalts 1.5 ml 3 ml - - - - 

B5 vitamins 5 ml 10 ml - - - - 

Sucrose 7.5 g 15 g 30 g 30 g 30 g 20 g 

Glucose 7.5 gr 15 g - - - - 

Aceosyringone 5 ml - - - - - 

TDZ (0.5 mg/ml)  110 µl 22 µl - - - - 

BAP - - - 2 ml 2 ml - 

IBA - - - 10 µl 10 µl 2.5 ml 

MES - - - 1 g 1 g 1 g 

PVP - - - - - - 

Phytagel - 0.2 % 0.3% 0.3% 0.3% 0.8 % 

Agar - - - - - - 

pH 5.7 5.8 

Ticarcillin - - 150 mg 150 mg 150 mg - 

PPT - - - - 5-10 mg - 
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The source of the below methods is the European Reference Laboratory for 

Genetically Modified Food and Feed: JRC/EURL-GMFF. 

 
Samples 
During the training course, the unknown samples (Table 1) are extracted and 

used for both PCR and real-time PCR. In addition, certified reference materials 

(CRMs) are used as standards in real-time PCR. Extraction blanks and positive 

extraction controls will be included during extraction; no template control and 

negative and positive target controls will be run in PCR and real-time PCR. 

 

Table 1.  List of Samples distributed to the participants 

Sample Type Code Group 

Feed sample S1 

1 
Soya feed 1, Argentina A5 

Soya feed 2, Argentina A4 

Imported soya, oil factory A6 

Feed sample S2 

2 

Soya seeds 1, Agri Research Center, Aleppo 

 
Sb-321 

Soya seeds 2, Agri Research Center, Aleppo 

 
Sb-330 

Cultivated soya, Agri Research Center, Aleppo 

 
Sb-304 

Maize, Argentina M16 

3 
Feed soya 1  (poultry), Kefernabel S3 

Feed soya  2 (poultry), Kefernabel S4 

Maize sample M0 

Canned Food, Soumar C1 1 

Canned  Food, Hana C2 2 

Canned  Food, Zeina C3 3 

 

 

2.4.    DNA based methods for GMO detection 
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Equipment  

All of the equipment must be sterilized prior use and any residue of DNA must 

be removed. 

In order to avoid contamination, barrier pipette tips that are protected against 

aerosol should be used.  

 Instruments for size reduction like a sterile surgical blade or mortar 

 Water bath or heating block 

 Microcentrifuge 

 Micropipettes 

 Vortex mixer 

 1.5 ml microcentrifuge tubes 

 Spatulas 

 Balance capable of 0.01 g measurements 

 Loops 

 Rack for microcentrifuge tube 

 Vacuum desiccators to dry DNA pellets (optional) 

 

Reagents 

All chemicals should be of molecular biology grade. Deionised water and buffers 

should be autoclaved prior to use. In addition all chemicals should be DNA and 

DNase free. 

 Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) 

 Chloroform 

 Isopropanol 

 Na2EDTA  

 Ethanol 

2.4.1. DNA extraction (CTAB protocol) 
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 NaCl 

 Proteinase K 

 Tris(hydroxymethyl)aminomethane hydrochloride  (Tris-HCl) 

 Sterile deionised water 

 

CTAB-buffer 

20 g/l CTAB    20 g 

1.4 M NaCl     82 g 

0.1 M Tris-HCl    15.75 g 

20 mM Na2EDTA    7.5 g 

 

- Add 500 ml of dionised water 

- Adjust pH to a value of 8.0 with 1N NaOH 

- Fill up to 1000 ml and autoclave 

 

CTAB-precipitation solution  

5 g/l CTAB                       1 g 

0.04M NaCl     0.5 g 

 

- Add 100 ml of dionised water. 

- Adjust pH to a value of 8.0 with 1N NaOH. 

- Fill up to 200 ml and autoclave. 

- Store solution at 4 °C max. 6 months. 

 

NaCl 1.2 M 

- Dissolve 7.0 g of NaCl in 100 ml deionised water.  

- Autoclave and store at room temperature.  

Ethanol-solution 70 % (v/v) 

70 ml of pure ethanol are mixed with 30 ml of sterile deinoised water. 

Proteinase K 20 mg/ml 

Store at -20 °C. 
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Procedure 

The procedure requires sterile conditions. Contaminations may be avoided during 

sample preparation by using single-use equipment, decontamination solutions 

and by avoiding the formation of dust. 

- Moisten 200 mg of sample with 300 µl of sterile deionised water in a 2 ml 

tube. 

- Mix with a sterile loop until homogeneity is reached. 

- Add 700 µl of CTAB-buffer, pre-warmed to 65 °C, mix with a loop. 

- Add 10 µl of Proteinase K (20 mg/ml), mix smoothly and incubate at 65°C 

for 30 min. 

- Centrifuge for 10 min at 12000 g.  

- Transfer supernatant to a 2ml tube containing 500 µl of chloroform, shake 

for 30 sec. 

- Centrifuge for 15 min at about 12,000 g until phase separation occurs. 

- Transfer the aqueous upper layer to a new 2 ml tube containing 500 µl of 

chloroform, shake.  

- Centrifuge for 5 min at about 12000 g. 

- Transfer upper layer to a new 2 ml tube. 

- Add 2 volumes of CTAB precipitation solution, mix by pipetting. 

- Incubate for 60 min at room temperature.  

- Centrifuge for 5 min at about 13000 rpm and discard the supernatant.  

- Dissolve precipitate in 350 µl of NaCl (1.2 M).  

- Add 350 µl of chloroform and shake for 30 sec. 

- Centrifuge for 10 min at 12000 g until phase separation occurs. 

- Transfer upper layer to a new 1.5 ml tube. 

- Add 0.6 volume of isopropanol, shake, mix smoothly by inversion, and 

incubate 20 min at room temperature.  

- Centrifuge for 10 min at 12000 g, discard the supernatant.  

- Add 500 µl of 70 % of ethanol solution and shake carefully.  
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- Centrifuge for 10 min at 12000 g, and discard supernatant. Drain the 

supernatant carefully. DNA pellets may detach from the bottom of the tube 

at this stage. 

- Dry pellets and re-dissolve DNA in 100 µl of sterile TE buffer. The DNA 

solution may be stored in a refrigerator for a maximum of two weeks, or in 

the freezer at -20°C for longer periods.  

 

 

 
 

The ratio between the reading at 260 and 280 nm (i.e. OD260/OD280) provides 

an estimate of purity of the nucleic acid and the absence of protein 

contamination. In fact, the maximum absorbance of nucleic acid is at 260 nm 

while the maximum absorbance of proteins is at 280 nm. Pure preparations of 

DNA and RNA have OD260/OD280 values of 1.8 and 2.0, respectively.  

For quantifying the amount of DNA/RNA, reading should be taken at 

wavelengths of 260 nm. An OD of 1 corresponds to approximately 50 µg/ml for 

double-stranded DNA and 40 µg/ml for single-stranded DNA and RNA 

(Sambrook et al., 1989). 

 

Procedure 

Add 20 µl of DNA sample to 1980 µl of TE buffer mix thoroughly and read the 

absorption (OD) in a spectrophotometer at 260 nm and 280 nm.  

Calculate the concentration of DNA in the solution according to the following 

formula: 

            DNA conc. (µg/ml) = [OD260 x 100 x 50 µg/ml] 

 

 

 

 

2.4.2. Spectrophotometric Analysis 
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Introduction 

Agarose gel electrophoresis is a simple and highly effective method for 

separating DNA fragments of various sizes. The degree of DNA degradation can 

be estimated by electrophoresis of an aliquot of sample in a mini agarose gel. 

Large molecular weight DNA appears as a band, perhaps with sharp spikes, 

whereas partially degraded material forms a long smear of long to small 

fragments. The percentage of agarose in the gel depends on the size of DNA 

molecules to be separated (Table 2).  

 

Table 2. Effective range of resolution of linear Agarose (%) 

 

% of agarose                                                             Effective range of separation  

                                                                                   of DNA molecules (kb) 

 

0.3         30 to 1   

0.6         12 to 0.8    

0.7         10 to 0.5   

0.9         7 to 0.4   

1.2         3 to 0.2   

1.5         7 to 0.4   

2         3 to 0.2   

 

 

Solutions 

 

1X TBE buffer 90 mM Tris-acetate 

 2   mM EDTA, pH 8.0 

 

Loading buffer (10X) 0.25% Bromophenol blue 

 50% Glycerol 

 60 mM EDTA, pH 8.0 

 

 

2.4.3. Agarose Gel Electrophoresis 
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Procedure 

Preparation of mini agarose gel 

- Prepare the gel tray. 

- Prepare a 0.7% agarose gel by adding 0.42 g of agarose to 60 ml of 1X TBE buffer.  

- Briefly, boil it and cool to 60C. 

- Gently, pour the gel into the tray and remove air bubbles.  

- After the gel is completely set, gently remove the comb and place the gel with the tray 

into the electrophoresis tank. 

- Pour approximately 500 ml of 1X TBE buffer into the electrophoresis tank, enough to 

cover the gel to a depth of about 4 mm. 

 

Loading the gel with DNA samples 

- Add the appropriate volume of loading buffer to the DNA samples. Mix by gentle 

tapping and spin 2-3 sec in a microcentrifuge. (The loading buffer helps in two main 

ways: 1. It increases the density of the DNA samples ensuring that the DNA samples 

are loaded evenly into the wells. 2. It allows visualization of the samples facilitating the 

loading process and the tracking of them migration.  

- Carefully, load the DNA samples, avoiding spill-over to adjacent wells. Be sure to 

include a lane with DNA size marker.  

- Put the lid on the gel apparatus; attach the electrodes, making sure that the negative 

terminal is at the same end of the apparatus as the wells. Apply voltage of 5-10 V/cm. 

Switch off the power supply when sufficient migration occurs.  

  

Staining and viewing 

- Remove the gel from the gel apparatus and immerse in ethidium bromide stain of final 

concentration of 0.5µg/ml) for 30 min. Shake gently.  

CAUTION 1:  Ethidium bromide is a potential carcinogen; it must never be handled 

without gloves and should be inactivated before its discard 

- View the gel on an UV transilluminator and photograph the gel using a Polaroid 

camera. 

CAUTION 2: UV light is damaging to eyes and exposed skin. Protective eyewear 

should be worn at all times when using a UV light source.  
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2.4.4.1. General PCR conditions 

Each PCR reaction mix contains template DNA and the other necessary reagents 

mixed together according to the general instructions given in table (3). PCR is 

carried out using a PCR Thermocycler System. A general cycling program is 

depicted in table (4).  

 

Table 3. General PCR master mix   

Final concentration Reagent 

1X 10x PCR buffer 

1.5 – 2.5 mM 25 mM MgCl2 

0.2 mM 2 mM dNTPs 

0.1 - 1µM 10 µmol  primer (F) 

0.1 - 1µM 10 µmol  primer (R) 

2 - 2.5 U Taq DNA polymerase 5 unit/µL 

100 µl Total 

 

Source: PCR Primer: ―A Laboratory manual‖ 1995 
 

 Table 4. General PCR cycling program  

 Temperature/ °C Time /min 

Initial denaturation ~ 94 ~  5 

Denaturation ~  94 ~  1 

Annealing temperature * ~  1 

Extension  72 ~  1 

Number of cycles (35-

50) 

 

Final extension 72 ~  5 

 4 ∞ 

* Differs according to the primers used in table (5).  

 

 

 

2.4.4. Screening of transgenic maize and soybean by 

Conventional PCR 
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2.4.4.2. Analysis of PCR products 

Agarose Gel Electrophoresis 

PCR products can be assessed by running an agarose gel electrophoresis. The 

percentage of the agarose gel is chosen according to the amplicon size; refer to 

table (2). 

2.4.4.3. Experimental 

2.4.4.3.1. Introduction 

The following protocols are PCR-based methods allowing the screening of 

GMOs (using the 35S promoter and the nos terminator) in raw and processed 

material, by comparison with corresponding non-GM samples (soybean and 

maize). The following methods allow only a qualitative result with indication of  

presence/absence of  the target sequence in the sample. 

2.4.4.3.2. Equipment 

 Micropipettes 

 Thermocycler 

 Microcentrifuge 

 Vortex mixer 

 Rack for reaction tubes 

 0.2 ml PCR reaction tubes 

 1.5 ml microcentrifuge tubes 

 Separate sterile room with a UV hood 

REMARK 

All equipment should be DNA-free and where possible, sterilised prior to use. In 

order to avoid contamination, barrier pipette tips protected against possible aerosol 

formation should be used. 

2.4.4.3.3. Reagents 

 dNTPs  

 10x PCR buffer (usually delivered from the same supplier as the Taq 

DNA polymerase) 
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 25 mM  MgCl2 

 Taq DNA polymerase (5 U/µl) 

 Upstream and downstream oligonucleotides 

 Mineral oil (needed in case a thermocycler without hot lid is used) 

 Nuclease-free water 

4 mM dNTPs stock solution 

dNTPs might be supplied in pre-mixed stocks - containing dATP, dCTP, dGTP, 

dTTP in equal concentration or separated in individual concentrated stocks.  

- If individual stocks are used, dissolve each dNTP in sterile deionised water, to 

have a final 4 mM dNTP stock solution. 

- Divide in aliquots and store at -20°C. dNTPs are stable for several months. 

 

20 µM primer solution 

Primer oligonucleotides are generally supplied in lyophilised form and should be 

diluted  

to a final concentration of 20 µM. 

- Prepare 20 µM primer solution according to the supplier's instructions. 

 1 µM = 1 pmol/ µl  so 20 µM = 20 pmol/µl 

 X nmol primer + 10X µl  sterile water = 100 pmol/ µl  = 100 µM 

 Incubate 5 min at 65°C, shake and incubate for another 3 min at 65°C 

 Dilution 1:5 -*Prepare 1 microcentrifuge tube with 400 µl  sterile 

water and add 100 µl  of the primer solution (100 µM) -*Final 

concentration: 20 µM 

- Divide into small aliquots and store at -20°C. The aliquots, stored at -20°C, 

are stable for at least 6 months; the lyophilised primers are stable at - 20°C for 

up to three years. 
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10x PCR buffer 

Usually the 10x PCR buffer, containing 500 mM KCl, 100 mM Tris-HCl (pH 9.0 

at 25°C) and 1% Triton X-100 is provided together with the Taq DNA 

polymerase and is ready to use.  

- Mix and centrifuge the buffer before each use. 

- Divide into aliquots and stored them at -20°C; aliquots stable for several 

months. 

25 mM MgC12 solution 

"PCR grade" MgCl2 solution is generally supplied together with the Taq DNA 

polymerase and is ready to use.  

- Mix and briefly centrifuge the solution before each use (destruction of the 

concentration gradient which can be formed in the case of a prolonged 

storage).  

- Store at -20°C. 

Nuclease-free water aliquots 

Sterile nuclease-free, deionised water aliquots are prepared for the Mastermix 

and for the dilution of the DNA. For each series of analyses, a new aliquot 

should be used. 

 

2.4.4.3.4. Primers 

Primers used in this course are listed in table (5). All primers obtained in a 

lyophilized state. All primers were dissolved in deionized distilled water before 

use to obtain a final concentration of 20 μM.  
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 Table (5). Oligonucleotides primer pairs sequence used and their target element  

 

. 

2.4.4.3.5. Controls 

It is important to perform control experiments with every PCR analysis. Negative 

control in which water is used instead of DNA is designed to check if the PCR 

reagents are contaminated with DNA. Negative target control which does not 

contain the target DNA is used to monitor any false results. 

Positive target control iscritical in determining the efficiency and specificity of 

PCR, such as CRMs and plasmids. 

 

Table (6).  Plasmids used in the training and their respective constructs   

plasmid construct  The plasmid 

35 S pro+ tnos+ bar gene+ g2PS1 gene PGIIMH35-2PS 

npt II + bar gene + cryA( b) TOP10 PGII35S CRYA(b) 

npt II + bar gene + cryA (c) TOP10 PGII35S CRYA(c) 

npt II + gusA gene  pBI-121 

35S pro+ gusA gene+ tnos  pBI-221 

 

Annealing 

temperature *  

Amplicon 

size( bp) 
Target gene Sequences Primer 

63 118 Lectin gene  

 

GCCCTCTACTCCACCCCCATCC 

GCCCATCTGCAAGCCTTTTTGTG 

GMO3 

GMO4 

60 277 Zein gene 

 

AGTGCGACCCATATTCCAG 

GACATTGTGGCATCATCATTT 

ZEIN3 

ZEIN4 

62 123 35S promoter 

 

CCACGTCTTCAAAGCAAGTGG 

TCCTCTCCAAATGAAATGAACTTCC 

P35s-cf3 

P35s-cf4 

62 118 
Nos 

terminator 

 

GCATGACGTTATTTATGAGATGGG 

GACACCGCGCGCGATAATTTATCC 

HA-nos118F 

HA-nos118R 

60 447 EPSPS gene 

 

CCACTGACGTAAGGGATGACG 

CATGAAGGACCGGTGGGAGAT 

GMO5 

GMO9 

60 169 EPSPS gene 

 

ATCCCACTATCCTTCGCAAGA  

TGGGGTTTATGGAAATTGGAA  

GMO7 

GMO8 
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The identification of soybean DNA is performed targeting the lectin gene. The 

PCR with the primers GMO3/GMO4 determines if amplifiable soybean DNA is 

present in the sample. 

 

Characteristics of primers GMO3 and GMO4 

  GMO3 

Sequence GCCCTCTACTCCACCCCCATCC 

Length (bp) 22 

Mol.Weight (g/mol)     6471.6 

Melting point * (G/C) 65.1 

GMO4 

Sequence GCCCATCTGCAAGCCTTTTTGTG 

Length (bp) 23 

Mol.Weight (g/mol)     6981.1 

Melting point * (G/C) 59.6 

*based on a [Na] of 50 mM 

 

 

Controls 

It is important to perform control experiments with every PCR analysis. Negative 

controls are designed to check if the PCR reagents are contaminated with DNA. 

Positive controls with characterised samples are also critical in determining the 

efficiency and specificity of PCR. The following controls must be introduced in 

analysis performed with PCR: 

 Positive control: pure DNA, isolated from the conventional soybean 

 Negative control: pure DNA, isolated from another species, not 

containing the lectin gene 

 No-template control: negative control of the Mastermix, in which 

water is used instead of DNA 

 

2.4.4.3.6. Soybean specific PCR: Lectin gene  
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Mastermix preparation 

The necessary reagents for a series of 10 samples (including positive/negative/no 

template controls) are mixed together according to the instruction given in table 

(7). The following procedure applies to a sample containing 48 µl of 

GMO3/GMO4 Mastermix and 2 µl of DNA solution. All solutions are stored on 

ice during the preparation of the Mastermix. 

 

Table 7. GMO3 / GMO4 Mastermix 

 Final 

concentration 

Mastermix 

for one sample 

Mastermix 

for 10 samples 

Sterile, deionised water lx 32.75 µl 327.5 µl 

10x PCR Buffer 2.5 mM 5 µl 50 µl 

25 mM MgCl2 0.2 mM 5 µl 50 µl 

4 mM dNTPs 0.2 mM 2.5 µl 25 µl 

20 µM primer GMO3 0.5 µM 1.25 µl 12.5 µl 

20 µM primer GMO4 0.5 µM 1.25 µl 12.5 µl 

Taq DNA polymerase 0.025 U/ µl 0.25 µl 2.5 µl 

TOTAL  48 µl 480 µl 

 

- Prepare a 1.5 ml microcentrifuge tube 

- Add the reagents following the order given in table (7).  

- Mix gently the GM03/GM04 Mastermix by pipetting and centrifuge briefly 

- Divide the Mastermix into aliquots of 48 µl in 0.2 ml PCR reaction tubes 

- Add 2 µl of the DNA solution to the previous aliquots 

- Shake gently and centrifuge briefly 

- Place the PCR reaction tubes in the thermocycler 

- Run the PCR reaction tubes in the thermocycler according to table (8).  

 

 

 

 

 

 

 



Advanced Regional Training Course on Detection of Genetically Modified Organisms and  Biosafety for Food and  Agriculture                
                                                                                       ICARDA, Aleppo, Syria, 19-24 June, 2010                                                                                                     

     95                                                                                

 

Table 8. PCR program (GMO3/GMO4) 

 Temperature Time 

Initial denaturation 95°C 3 min 

Denaturation 95°C 30 sec 

Annealing 63°C 30 sec 

Extension 72°C 30 sec 

Number of cycles (40)   

Final extension 72°C 3 min 

 4°C ∞ 
 

Following amplification, the samples are centrifuged briefly and put on ice. 

     

Analysis of PCR products 

After amplification of the target sequence, the PCR products are analysed by 

agarose gel electrophoresis in the presence of ethidium bromide. 8 µl of a PCR 

reaction is mixed with 2 µl loading buffer; samples are then loaded onto the 

agarose gel (1.5%). Migration is performed at 100 V over a period of 1 hour. Size 

markers (15 µl of 100 bp ladder) are electrophoresed in adjacent wells of the gel 

to allow accurate size determination of the amplicons. After the run, ultraviolet 

transillumination allows visualisation of the DNA in the gel. The gel may be 

photographed to provide a permanent record of the result of the experiment. 

 

Interpretation of the results 

The primer pair GMO3/GMO4 for the detection of the native lectin gene is used 

as a system control check; a lectin specific band at 118 bp confirms if the 

extracted DNA is of appropriate amplifiable quality. The positive control will 

amplify a band at 118 bp. The negative control and the no-template should not 

give a visible band. If the positive/negative controls do not give the expected 

results, the PCR analysis of the selected samples is not valid. If the controls give 

the expected results and the sample does not have a band at 118 bp it means that 

in this sample no amplifiable soybean DNA is present. It should be noted that 

this as well as other protocols in this session are qualitative methods, therefore 

allowing only a qualitative (yes/no) result. 
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The identification of maize DNA is performed targeting the zein gene. The PCR 

with the primers ZEIN3/ZEIN4 determines if maize DNA of suitable 

amplification quality is present in the sample.  

 

Characteristics of primers ZEIN3 and ZEIN4 

ZEIN3 

Sequence AGTGCGACCCATATTCCAG 

Length (bp) 19 

Mol.Weight (g/mol)     5772.3 

Melting point * (G/C) 55.2 

  ZEIN4 

Sequence GACATTGTGGCATCATCATTT 

Length (bp) 21 

Mol.Weight (g/mol)     6410.9 

Melting point * (G/C) 51.7 

*based on a [Na] of 50 mM 

 

 

Controls 

 Positive control: pure DNA, isolated from the conventional maize.  

 Negative control: pure DNA, isolated from another species, not 

containing the zein gene. 

 No-template control: negative control of the Mastermix, in which water is 

used instead of DNA. 

 

Mastermix preparation 

The necessary reagents for a series of 10 samples (including 

positives/negative/no template controls) are mixed together according to the 

instructions given in table (9). 

2.4.4.3.7. Maize specific PCR: Zein gene  
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The following procedure applies to a sample containing 48 µl of ZEIN3/ZEIN4 

Mastermix and 2 µl of DNA solution. All solutions are stored on ice during the 

preparation of the Mastermix. 

 

Table 9. ZEIN3/ZEIN4 Mastermix 

 Final 

concentration 

Mastermix 

for one sample 

Mastermix 

for 10 samples 

Sterile, deionised water 1x 32.75 µl 327.5 µl 

10x PCR Buffer 2.5 mM 5 µl 50 µl 

25 mM MgCl2 0.2 mM 5 µl 50 µl 

4 mM dNTPs 0.2 mM 2.5 µl 25 µl 

20 µM primer ZEIN3 0.5 µM 1.25 µl 12.5 µl 

20 µM primer ZEIN4 0.5 µM 1.25 µl 12.5 µl 

Taq DNA polymerase 0.025 U/ µl 0.25 µl 2.5 µl 

TOTAL  48 µl 480 µl 

 

- Prepare a 1.5 ml microcentrifuge tube. 

- Add the reagents following the order given in table (9).  

- Mix gently the ZEIN3/ZEIN4 Mastermix by pipetting and centrifuge briefly. 

- Divide the Mastermix into aliquots of 48 µl in 0.2 ml PCR reaction tubes. 

- Add 2 µl of the DNA solution to the previous aliquots. 

- Shake gently and centrifuge briefly.  

- Place the PCR reaction tubes in the thermocycler. 

- Run the PCR reaction in the thermocycler according to table (10).  

 

   Table 10. PCR program* (ZEIN3/ZEIN4) 

 Temperature Time  

Initial denaturation 95°C 3 min 

Denaturation 96°C 1 min 

Annealing 60°C 1 min 

Number of cycles (40)   

Final extension 72°C 3 min 

 4°C ∞ 

 

Following amplification, the samples are centrifuged briefly and put on ice. 
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Analysis of PCR products 

After amplification of the DNA, the PCR products are analysed using agarose gel 

electrophoresis with ethidium bromide. 8 µl of the solution is mixed with 2 µl of 

loading buffer. The solution mixture is then loaded onto an agarose gel (1.5%). 

Migration should take place at 100 V over a period of 1 hour. Size markers (15 µl 

of 100 bp ladder) are electrophoresed in adjacent wells  of the gel to allow 

accurate size determination of the amplicons. After the run, ultraviolet 

transillumination allows visualisation of the DNA in the gel. The gel may be 

photographed to provide a permanent record of the result of the experiment. 

 

Interpretation of the results 

The primer pair ZEIN3/ ZEIN4 is used for detection of the native maize zein 

gene as a control check on the amplification quality of the extracted DNA. If the 

extracted DNA is of sufficient amplification quality a zein specific band of 277 

bp will be observed on the gel.  

 The positive control should also amplify showing a band size of 277 bp. 

 The negative control and the no-template should not give a visible band. 

 If the positive/negative controls do not give the expected results, the PCR 

analysis of the selected samples is not valid. 

 If the controls give the expected results and the sample does not have a 

band at 277 bp, it means that in this sample no amplifiable maize DNA is 

present. 
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Genes are under the regulation of promoters and terminators. The most widely 

used sequences for the regulation of a transgene are the 35S promoter (derived 

from the CaMV) and the nos terminator (derived from Agrobacterium 

tumefaciens). The identification of one of these regulatory sequences in the 

soybean and/or maize containing sample under examination indicates GMO 

presence. 

In Roundup Ready® soybean, the identification of both the 35S promoter and the 

nos terminator is possible, whereas only the 35S promoter is present in the Bt-

176 and MON810 maize lines. 

 
 

Characteristics of primers p35S-cf3 and p35S-cr4 

p35S-cf3 

Sequence CCACGTCTTCAAAGCAAGTGG 

Length (bp) 21 

Mol.Weight (g/mol)     6414.5 

Melting point * (G/C) 57.4 

p355-cr4 

Sequence TCCTCTCCAAATGAAATGAACTTCC 

Length (bp) 25 

Mol.Weight (g/mol)     7544.2 

Melting point * (G/C) 56.3 

*based on a [Na] of 50 mM  

 

Controls 

 Positive control: DNA from reference material (maize 0.5% GM) 

 Negative control: DNA from reference material (maize 0% GM) 

 No-template: negative control of the Mastermix, in which water is used instead 

of DNA 

2.4.4.3.8.1. 35S PCR 
 

2.4.4.3.8. Screening of 35S promoter and nos terminator 
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Mastermix preparation 

The necessary reagents for a series of 10 samples (including positive / negative/ 

no template controls) are mixed together according to the instructions given in 

table (11). 

The following procedure applies to a sample containing 48 µl of p35S-cf3/p35S-

cr4 Mastermix and 2 µl of DNA solution. All solutions are stored on ice during 

the preparation of the Mastermix. 

 

Table 11. p35S-cf3/p35S-cr4 Mastermix  
 Final 

concentration 

Mastermix 

for one sample 

Mastermix 

for 10 samples 

Sterile, deionised water 1x 32.75 µl 327.5 µl 

10x PCR Buffer 2.5 mM 5 µl 50 µl 

25 mM MgCl2 0.2 mM 5 µl 50 µl 

4 mM dNTPs 0.2 mM 2.5 µl 25 µl 

20 µM primer p35S-cf 0.5 µM 1.25 µl 12.5 µl 

20 µM primer p35S-cr4 0.5 µM 1.25 µl 12.5 µl 

Taq DNA polymerase 0.025 U/ µl 0.25 µl 2.5 µl 

TOTAL  48 µl 480 µl 

 

- Prepare a 1.5 ml microcentrifuge tube. 

- Add the reagents following the order given in table (11).  

- Mix gently the p355-cf3/p35S-cr4 Mastermix by pipetting and centrifuge 

briefly. 

- Divide the Mastermix into aliquots of 48 µl in 0.2 ml PCR reaction tubes. 

- Add 2 µl of the DNA solution to the previous aliquots. 

- Shake gently and centrifuge briefly.  

- Place the PCR reaction tubes in the thermocycler. 

- Run the PCR reaction in the thermocycler according to table (12).  
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Table 12. PCR program (p35S-cf3/p35S-cr4) 

 
 Temperature Time 

Initial denaturation 95°C 3 min 

Denaturation 95°C 25 sec 

Annealing 62°C 30 sec 

Extension 72°C 45 sec 

Number of cycles (50)   

Final extension 72°C 7 min 

 4°C ∞ 

 
 

Analysis of PCR products 

Following amplification, the PCR products are analysed by agarose gel 

electrophoresis with ethidium bromide. 8 µl of the solution is mixed with 2 µl of 

loading buffer; the solution is then loaded onto the agarose gel (2.5%). Migration 

should take place at 100 V over a period of 1 hour. Size markers (15 µl of 100 bp 

ladder) are electrophoresed in adjacent wells of the gel to allow accurate size 

determination of the amplicons. After the run, ultravio let transillumination allows 

visualisation of the DNA in the gel. The gel may be photographed to provide a 

permanent record of the result of the experiment.  

 

Interpretation of the results 

The primer pair p355-cf3/p35S-cr4 is used for detection of the CaMV 35S 

promoter, yielding  

a 123 bp fragment. This promoter regulates the gene expression of many 

transgenic plants such as Roundup Ready® soybean and maize line Bt-176. 

The positive control will amplify showing a band at 123 bp. The negative control 

and the no- template should not give a visible band. If the positive/negative 

controls do not give the expected results, the PCR analysis of the selected 

samples is not valid. 

If the controls give the expected results and the sample gives a band at 123 bp, it 

means that in this sample modified DNA is present. 
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Characteristics of primers HA-nos 118-f and HA-nos 118-r 

HA-nos 118-f 

Sequence GCATGACGTTATTTATGAGATGGG 

Length (bp) 24 

Mol.Weight (g/mol)     7462.8 

Melting point * (G/C) 56.2 

HA-nos 118-r 

Sequence GACACCGCGCGCGATAATTTATCC 

Length (bp) 24 

Mol.Weight (g/mol)     7296.9 

Melting point * (G/C) 61.2 

*based on a [Na] of 50 mM 
 

 

Controls 

 Positive control: DNA from reference material (RRS 0.5% GM) 

 Negative control: DNA from reference material (soybean 0% GM) 

 No-template: negative control of the Mastermix, in which water is used 

instead of DNA 

 

Mastermix preparation 

The necessary reagents for a series of 10 samples (including positive/negative/no 

template controls) are mixed together according to the instructions given in table 

(13). 

The following procedure applies to a sample containing 48 µl of HA-nos118-

f/HA-nos118-r Mastermix and 2 µl of DNA solution. All solutions are stored on 

ice during the preparation of the Mastermix. 

 

 

2.4.4.3.8.2. nos PCR 
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Table 13.  HA-nos118-f/HA-nos118-r Mastermix 

 
 Final 

concentration 

Mastermix 

for one sample 

Mastermix 

for 10 samples 

Sterile, deionised water lx 32.75 µl 327.5 µl 

10x PCR Buffer 2.5 mM 5 µl 50 µl 

25 mM MgCl2 0.2 mM 5 µl 50 µl 

4 mM dNTPs 0.2 mM 2.5 µl 25 µl 

20 µM primer  0.5 µM 1.25 µl 12.5 µl 

20 µM primer p35S-cr4 0.5 µM 1.25 µl 12.5 µl 

Taq DNA polymerase 0.025 U/ µl 0.25 µl 2.5 µl 

TOTAL  48 µl 480 µl 

 

 

- Prepare a 1.5 ml microcentrifuge tube. 

- Add the reagents following the order given in table (13).  

- Mix gently the HA-nos118-f/HA-nos118-r Mastermix by pipetting and 

centrifuge briefly. 

- Divide the Mastermix into aliquots of 48 µl in 0.2 ml PCR reaction tubes. 

- Add 2 µl of the DNA solution to the previous aliquots. 

- Shake gently and centrifuge briefly.  

- Place the PCR reaction tubes in the thermocycler. 

- Run the PCR reaction tubes in the thermocycler according to table (14). 

 

Table 14. PCR Program (HA-nos118-f/HA-nos118-r) 
 
 Temperature Time  

Initial denaturation 95°C 3 min 

Denaturation 95°C 25 sec 

Annealing 62°C 30 sec 

Extension 72°C 45 sec 

Number of cycles (50)   

Final extension 72°C 7 min 

 4°C ∞ 

 

Following amplification, the samples are centrifuged briefly and put on ice. 
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Analysis of PCR products 

Following amplification, the PCR products are analysed using agarose gel 

electrophoresis with ethidium bromide. 8 µl of the solution is mixed with 2 µl of 

loading buffer; the solution is then loaded onto an agarose gel (2.5%). Migration 

should take place at 100 V over a period of 1 hour. Size markers (15 µl of 100 bp 

ladder) are electrophoresed in adjacent wells of the gel to allow accurate size 

determination of the amplicons. After the run, ultraviolet transillumination allows 

visualisation of the DNA in the gel. The gel may be photographed to provide a 

permanent record of the result of the experiment.  

 

Interpretation of the results 

The primer pair HA-nos118-f/HA-nos118-r is used for detection of the nos 

terminator, yielding  

a 118 bp fragment. This terminator is present in the Roundup Ready® soybean 

and other lines of transgenic plants (e.g. Maize line Bt-11). 

The positive control will amplify showing a band at 118 bp. 

The negative control and the no-template should not give a visible band. 

If the positive/negative controls do not give the expected results, the  PCR 

analysis of the selected samples is not valid. 

If the controls give the expected results and the sample gives a band at 118 bp, 

this means that in this sample modified DNA is present. 
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The detection system is specific for MON810 maize. Target elements are the 

CaMV 35S promoter and the hsp70 exonl/intronl region, which are a 

constitutive regulatory sequence and heat shock protein gene for an increased 

level of transcription, respectively.  

 

Characteristics of primers mg1, mg2, mg3 and mg4 
 

mg 1 

Sequence TATCTCCACTGACGTAAGGGATGAC  
Length (bp) 25 
Mol.Weight (g/mol)                7665.1 

Melting point * (G/C) 59.6 

mg 2 

Sequence TGCCCTATAACACCAACATGTGCTT 
Length (bp) 25 
Mol.Weight (g/mol)                7560.2 

Melting point * (G/C) 57.9 

mg 3 

Sequence ACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTC 

Length (bp) 25 

Mol.Weight (g/mol)     7472.2 

Melting point * (G/C) 61.2 

mg 4 

Sequence GCATTCAGAGAAACGTGGCAGTAAC 

Length (bp) 25 

Mol.Weight (g/mol)     7722.9 

Melting point * (G/C) 59.6 

*based on a [Na] of 50 mM  

 

Controls 

 Positive control: DNA from reference material (MON810 0.1%) 

 Negative control: DNA from reference material (maize 0% GM) 

2.4.5.1. Detection of MON810 maize 

 

 

2.4.5. Identification of MON810 maize and Roundup 

Ready® soybean by nested PCR 
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 No-template: negative control of the Mastermix, in which water is used 

instead of DNA 

 

Mastermix preparation 1 

The necessary reagents for a series of 10 samples (including positive/negative/no 

template controls) are mixed together according to the instructions given in table 

(15). 

The following procedure applies to a sample containing 48 µl of mg1/mg2 

Mastermix and 2 µl of DNA solution. All solutions are stored in ice during the 

preparation of the Mastermix. 

 
Table 15.    Mastermix  for (mg1 / mg 2 )  

 
 
 

 

Final 
concentration 

Mastermix for 
one sample 

Mastermix for 10 
   samples 

Sterile, deionised water  32.75 µl 327.5 µl 

10x PCR Buffer 1x 5 µl 50 µl 

25 mM MgCl2  2.5 mM 5 µl 50 µl 
 

4 mM dNTPs 0.2 mM 2.5 µl 25 µl 

20 µM oligonucleotide mg1 0.5 µM 1.25 µl 12.5 µl 

20 µM oligonucleotide mg2 0.5 µM 1.25 µl 12.5 µl 

Taq DNA polymerase 0.025 U/µl 0.25 µl 2.5 µl 

Total  48 µl 480 µl 

 

 

- Prepare a 1.5 ml microcentrifuge tube. 

- Add the reagents following the order given in table (15). 

- Mix gently the mg1/mg2 Mastermix by pipetting and centrifuge briefly.  

- Divide the Mastermix into aliquots of 48 µl in 0.2 ml PCR reaction tubes.  

- Add 2 µl of the DNA solution to the previous aliquots. 

- Shake gently and centrifuge briefly. 

- Place the PCR reaction tubes in the thermocycler. 

- Run the PCR reaction tubes in the thermocycler according to table (16).  
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Table 16. PCR program (mg1/mg2) 
 Temperature Time 

Initial denaturation 95°C 3 min 

Denaturation 95°C 45 sec 

Annealing 60°C 50 sec 

Extension 72°C 50 sec 

Number of cycles (35)   

Final extension 72°C 3 min 

 4°C ∞ 

 

Following amplification, the samples are centrifuged briefly and put on ice.  
 

 

Mastermix preparation 2 

The necessary reagents for a series of 10 samples are mixed together 

according to the instructions given in table (17). The following procedure 

applies to a sample containing 49 µl of mg3/mg4 Mastermix and 1 µl of 

pre-amplified DNA solution of the first PCR. All solutions are stored on ice 

during the preparation of the Mas termix. 

 

Table 17. mg3/mg4 Mastermix 
 
 

 
 

Final 
concentration 

Mastermix for 
one sample 

Mastermix for 10 
samples 

Sterile, deionised water  33.75 µl 337.5 µl 

10x PCR Buffer 1x 5 µl 50 µl 

25 mM MgCl2  2.5 mM 5 µl 50 µl 
 

4 mM dNTPs 0.2 mM 2.5 µl 25 µl 

20 µM oligonucleotide mg3 0.5 µM 1.25 µl 12.5 µl 

20 µM oligonucleotide mg4 0.5 µM 1.25 µl 12.5 µl 

Taq DNA polymerase 0.025 U/µl 0.25 µl 2.5 µl 

Total  49 µl 490 µl 
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- Prepare a 1.5 ml microcentrifuge tube. 

- Add the reagents following the order given in table (17). 

- Mix gently the mg3/mg4 Mastermix by pipetting and centrifuge 

briefly 

- Divide the Mastermix into aliquots of 49 µl in 0.2 ml PCR reaction 

tubes. 

- Add 1 µl of the DNA solution to the previous aliquots. 

- Shake gently and centrifuge briefly. 

- Place the PCR reaction tubes in the thermocycler. 

- Run the PCR reaction tubes in the thermocycler according to table 

(18). 

 

 

Table 18. Program for the nested PCR (mg3-mg4) 

 
 Temperature Time 

Initial denaturation 95°C 3 min 

Denaturation 95°C 45 sec 

Annealing 60°C 50 sec 

Extension 72°C 50 sec 

Number of cycles 40  

Final extension 72°C 3 min 

 4°C ∞ 

 

Following amplification, the samples are centrifuged briefly and put on ice.  
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Analysis of PCR products 

Following amplification, the PCR products are analysed using agarose gel 

electrophoresis with ethidium bromide. 8 µl of the solution is mixed with 2 

µl of loading buffer; the solution is then loaded onto an agarose gel (2.5%). 

Migration should take place at 100 V over a period of 1 hour. Size markers 

(15 µl of 100 bp ladder) are run in adjacent wells of the gel to allow 

accurate size determination of the amplicons. After the run, ultraviolet 

transillumination allows visualisation of the DNA in the gel. The gel may 

be photographed to provide a permanent record o f the result of the 

experiment. 

 

 

Interpretation of the results 

The primer pairs mg1/mg2 and mg3/mg4 were designed for the specific 

detection of the MON810 event by nested PCR, yielding a final nested PCR 

fragment of 149 bp.  The specificity is given by the fact that primers are 

designed on the region spanning the E-355 promoter and the hsp70 

exon/intron gene. The positive control will amplify showing a band at 149 

bp. The negative control and the no-template should not give a visible band. 

If the positive/negative controls do not give the expected results, the PCR 

analysis of the selected samples is not valid. If the controls give the 

expected results and the sample gives a band at 149 bp, this means that in 

this sample MON810 maize DNA is present. 
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The target is the CP4 EPSPS gene, which confers resistance to the herbicide 

Roundup®. 

 

Characteristics of primers GMO5, GMO9, GMO7 and GMO8 

GMO5 

Sequence       CCACTGACGTAAGGGATGACG 

Length (bp) 21 

Mol.Weight (g/mol)     6479.4 

Melting point * (G/C) 59.5 

GMO9 

Sequence           CATGAAGGACCGGTGGGAGAT 

Length (bp) 21 

Mol.Weight (g/mol)     6559.4 

Melting point * (G/C) 59.5 

GMO7 

Sequence         ATCCCACTATCCTTCGCAAGA 

Length (bp) 21 

Mol.Weight (g/mol)     6309.6 

Melting point * (G/C) 55.8 

GMO8 

Sequence             TGGGGTTTATGGAAATTGGAA 

Length (bp) 21 

Mol.Weight (g/mol)     6579.8 

Melting point * (G/C) 51.7 

*based on a [Na] of 50 mM  

 

Controls 

- Positive control: DNA from reference material (RRS 0.1% GM) 

- Negative control: DNA from reference material (soybean 0% GM) 

- No-template: negative control of the Mastermix, in which water is used 

instead of DNA  

2.4.5.2. Detection of Roundup Ready® soybean 
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Mastermix preparation 1 

The necessary reagents for a series of 10 samples (including 

positive/negative/no template controls) are mixed together according to the 

instructions given in table (19). 

The following procedure applies to a sample containing 48 µl of 

GMO5/GMO9 Mastermix and 2 µl of DNA solution. All solutions are 

stored on ice during the preparation of the Mastermix. 

Table 19. GMO5/GMO9 Mastermix 

 

 

 

 

Final 

concentration 

Mastermix 

for one  

sample 

Mastermix 

for 10 

samples 

Sterile, deionised water 

 

32.75 µl 327.5 µl 

10x PCR Buffer 1x 5 µl 50 µl  

25 mM MgCl2  2.5 mM 5 µl 50 µl 

 4 mM dNTPs 0.2 mM 2.5 µl 25 µl 

20 µM oligonucleotide GMO5 0.5 µM 1.25 µl 12.5 µl 

20 µM oligonucleotide GMO9 0.5 µM 1.25 µl 12.5 µl 

Taq DNA polymerase 0.025 U/µl 0.25 µl 2.5 µl 

Total  48 µl 480 µl 

 

- Prepare a 1.5 ml microcentrifuge tube. 

- Add the reagents following the order given in table (19). 

- Mix gently the GMO5/GMO9 Mastermix by pipetting and centrifuge 

briefly. 

- Divide the Mastermix into aliquots of 48 µl in 0.2 ml PCR reaction 

tubes. 

- Add 2 µl of the DNA solution to the previous aliquots. 

- Shake gently and centrifuge briefly. 

- Place the PCR reaction tubes in the thermocycler. 

- Run the PCR reaction tubes in the thermocycler according to table (20).  
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Table 20. PCR program (GMO5/GMO9) 

 Temperature Time 

Initial denaturation 95°C 3 min 

Denaturation 95°C 30 sec 

Annealing 60°C 30 sec 

Extension 72°C 40 sec 

Number of cycles (25)   

Final extension 72°C 3 min 

 4°C ∞ 

Following amplification, the samples are centrifuged briefly and put on ice.  

 

Mastermix preparation 2 

The necessary reagents for a series of 10 samples are mixed together according 

to the instructions given in table (21). The following procedure applies to a 

sample containing 49 µl of GMO7/GMO8 Mastermix and 1 µl of pre-amplified 

DNA solution of the first PCR. All solutions are stored on ice during the 

preparation of the Mastermix. 

Table 21. GMO7/GMO8 Mastermix 

 

 

 

 

Final 

concentration 

Mastermix 

for one  

sample 

Mastermix 

for 10 

samples 

Sterile, deionised water 

 

33.75 µl 337.5 µl 

10x PCR Buffer 1x 5 µl 50 µl  

25 mM MgCl2  2.5 mM 5 µl 50 µl 

 4 mM dNTPs 0.2 mM 2.5 µl 25 µl 

20 µM oligonucleotide GMO7 0.5 µM 1.25 µl 12.5 µl 

20 µM oligonucleotide GMO8 0.5 µM 1.25 µl 12.5 µl 

Taq DNA polymerase 0.025 U/µl 0.25 µl 2.5 µl 

Total  49 µl 490 µl 
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- Prepare a 1.5 ml microcentrifuge tube. 

- Add the reagents following the order given in table (21).  

- Mix gently the GM07/GM08 Mastermix by pipetting and centrifuge 

briefly. 

- Divide the Mastermix into aliquots of 49 µl in 0.2 ml PCR reaction tubes. 

- Add 1 µl of the DNA solution to the previous aliquots. 

- Shake gently and centrifuge briefly.  

- Place the PCR reaction tubes in the thermocycler.  

- Run the PCR reaction tubes in the thermocycler according to table (22). 

Table 22. Program for the nested PCR (GMO7/GMO8) 

 Temperature Time 

Initial denaturation 95°C 3 min 

Denaturation 95°C 30 sec 

Annealing 60°C 30 sec 

Extension 72°C 40 sec 

Number of cycles (35)   

Final extension 72°C 3 min 

 4°C ∞ 

 

Following amplification, the samples are centrifuged briefly and put on ice.  

 

Analysis of PCR products 

Following amplification, the PCR products are analysed by agarose gel 

electrophoresis with ethidium bromide. 8 µl of the solution is mixed with 2 µl 

of loading buffer; the solution is then loaded onto an agarose gel (2.5%). 

Migration should take place at 100 V over a period of  

1 hour. Size markers (15 µl of 100 bp ladder) are electrophoresed in adjacent 

wells of the gel to allow accurate size determination of the amplicons. After the 

run, ultraviolet transillumination allows visualisation of the DNA in the gel. 

The gel may be photographed to provide a permanent record of the result of the 

experiment. 
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Interpretation of the results 

The primer pairs GM05/GM09 and GM07/GM08 were designed for the specific 

detection of the gene construct of Roundup Ready® soybean by nested PCR, 

yielding a nested PCR fragment of 169 bp. The primers GMO5 and GMO7 are 

complementary to the CaMV 35S promoter, GMO9 hybridises with the CP4 

EPSPS gene of Agrobacterium sp. strain CP4 and GMO8 with the CTP EPSPS 

gene. The positive control will amplify showing a band at 169 bp. 

The negative control and the no-template should not give a visible band. If the 

positive/negative controls do not give the expected results, the PCR analysis of 

the selected samples is not valid. 

If the controls give the expected results and the sample gives a band at 169 bp, 

it means that in this sample Roundup Ready® soybean DNA is present. 
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Introduction 

The following protocol is a real-time PCR-based method for the quantification of a 

specific GM soybean line (Roundup Ready® soybean) in raw and processed 

material. The real-time PCR quantification is carried out with a PCR thermocycler 

―ABI PRISM® 7500 SDS (Applied Biosystems)‖ which is equipped to detect 

amplification in real-time by measuring fluorescence. Real-time PCR is used to 

amplify an endogenous reference target DNA sequence (that is unique to soybean), 

plus a DNA target sequence that indicates the presence of genetically modified 

soybean (Roundup Ready® soybean).  The assay encompasses two independent 

PCR systems, each with specific DNA primers and dye-labelled probes. One PCR 

system detects a GMO-specific target DNA sequence, the other is an endogenous 

reference system designed to serve as a quantitative reference that detects GM and 

non-GM soybean. 

 

Note: The protocol included in this manual has been chosen for didactical purposes 

and should be considered as a basal example of GMO quantification using the real-

time PCR approach. We recommend to periodically reviewing pertinent sources 

and literature to acquire information on more recently developed and validated 

protocols. Please also note that these protocols have been selected according to the 

instrumentation available in our laboratory. The JRC and the WHO in no way 

promote the exclusive use of any particular company or brand. 

 

 

 

 

 

2.4.6. Quantification of Roundup Ready® Soybean by Multiplex 

Real-time PCR 
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This method consists of an amplification/quantification of the lectin reference gene 

and a part of the RR soybean inserted cassette using a multiplex PCR assay (two 

PCR reactions in the same tube) (Onori et al., submitted). The TaqMan lectin and 

RR probes are labelled with the VIC dye and the FAM dye, respectively, making it 

possible to detect amplification of more than one target in the same tube. The 

reporter dye (FAM) is distinguishable from the VIC as a consequence of their 

different maximal emission wavelengths. The ABI PRISM® 7700 SDS is able to 

detect multiple dyes with distinct emission wavelengths. 

 

The amount of RR-soybean (FAM) dye is normalised to the amount of plant 

material (VIC) dye detected in each sample. This produces a ΔCT value, which is 

averaged for replicate samples. These values are compared to a calibration curve 

produced from the ΔCT of the known RR-soybean concentration standards 

(Comparative CT method, or ΔΔCT). 

This procedure was successfully applied to various raw materials, ingredients and 

foods containing soybean (e.g. feed, soy drink, yoghurt, flour, lecithin etc.). 

The analytical performance of the method has been successfully monitored during 

several proficiency-testing schemes (e.g. FAPAS®, GIPSA). 

 

Equipment and Reagents 

 ABI ® 7500 Sequence Detector System (Applied Biosystems) 

 MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plates (Cat No. N801-0560) 

 MicroAmp Optical caps (Cat No. N801-0935) 

 TaqMan® Universal PCR Mastermix (Cat No. 4304437) 2X containing: 

TaqMan Buffer 2x AmpliTaq Gold® DNA Polymerase (5U/g1), 

AmpErase® UNG (1U/m1), dNTPs 200 µM with dUTP, Passive Reference 1 

Real-time PCR using the ABI PRISM® 7500 
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 Microcentrifuge 

 Refrigerated centrifuge for 15 ml conical tubes 

 Micropipettes 

 Vortex mixer 

 Rack for reaction tubes 

 1.5 ml microcentrifuge tubes 

 15 ml polypropylene conical centrifuge tubes 

 Nuclease-free water 

 Reference gene specific primers (Le-F and Le-R) and probe (Le-Probe) 

 Transgene specific primers (RR-F and RR-R) and probe (RR-Probe) 

 
Primers and probes 

 

Characteristics of primers and probe for the reference gene 

Le-F 

 

Sequence TCC ACC CCC ATC CAC ATT T 
Length (bp) 19 
Mol. weight 5586.0 

 

Le-R  

 
Sequence GGC ATA GAA GGT GAA GTT GAA GGA 
Length (bp) 24 

Mol. Weight 7532 

Le-Probe  

 
Sequence  5'-(VIC)-AAC CGG TAG CGT TGC CAGCTTCG-

(TAM RA)-3' 

Length (bp) 23 
Mol. weight 7019.0 
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Characteristics of primers and probe for the transgene 

 

RR-F 

 

Sequence GCC ATG TTG TTA ATT TGT GCC AT 
Length (bp) 23 

Mol. Weight 7014 
 

 
 
 

 
 

 
 

RR-R 

 

 

Sequence GAA GTT CAT TTC ATT TGG AGA GGA C  
Length (bp) 25 
Mol. Weight 7712 

 
 

 
 

RR-Probe  

 
Sequence 5'-(FAM)-CTT GAA AGA TCT GCT AGA GTC 

AGC TTG TCA GCG-(TAMRA)-3' 
Length (bp) 33 
Mol. Weight 10137 

 

 

Mastermix preparation 

- Thaw, mix gently and centrifuge the required amount of components required 

for the reaction. Keep thawed reagents on ice. 

- In one 15 ml centrifuge tube kept on ice, add the following components in the 

order as in table (23) to prepare the mastermixes. Each DNA extract is 

analysed in triplicate. Please Note that four more reaction mixes are prepared 

to help calculate pipetting errors due to solution viscosity. 
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Table 23. Preparation of the mastermix for one plate of multiplex PCR assay. 

 Concentration  

in PCR 

Mastermix for 

one reaction 

vessel (µl) 

Mastermix for 

one sample  

(3 repititions) 

Mastermix for 

one plate  

(32+4 samples) 

Sterile, deionised 

water 
 18.3 54.9 1976.4 

TaqMan Universal 

Mastermix (2x) 

 

lx 25 75 2700 

Primer Le-F 

 (20 µM) 
40 nM 0.1 0.3 10.8 

Primer Le-R  

(20 µM) 
40 nM 0.1 0.3 10.8 

Primer RR-F  

(20 µM) 
100 nM 0.25 0.75 27 

Primer RR-R  

(20 µM) 
100 nM 0.25 0.75 27 

Le-Probe (10 µM) 100 nM 0.5 1.5 54 

RR-Probe  

(10 µM) 
100 nM 0.5 1.5 54 

DNA 50-250 ng 5 15  

TOTAL  50 150  
 

- Mix gently and centrifuge briefly. 

- Prepare one 1.5 ml microcentrifuge tube for each DNA sample to be tested: standard 

curve samples (CRM - RR soybean at 0.1, 0.5, 1, 2, and 5%) unknown samples and 

control samples (0% RR-soybean, DNA from RR-soybean and No-Template 

Control). 

- Add to each microcentrifuge tube the amount of mastermix needed for 3 repetitions 

(135 µl mastermix). Add to each tube the required amount of DNA for 3 repetitions 

(i.e. 15 µl DNA). Vortex each tube at least three times for approx 10 sec. This step is 

of particular importance as it helps reduce to a minimum the variability between the 

four replicas of each sample. 

- Spin briefly in a microcentrifuge. Place the 96-well reaction plate in a base and 

aliquot 50 µl in each well horizontally from left to right. After adding mastermixes to 

one vertical row of wells, cover the wells with optical caps using the cap-installing 

tool. 

Note: do not write on the optical plate and do not touch the cap 
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- Ensure that the loaded mastermix aliquots are in the bottom of the wells, with 

no splashes or bubbles on the side or in the caps. 

- Place the plate into the ABI PRISM® 7700 instrument; open a new plate setup 

window to assign the sample type to each well: the IPC sample type is 

associated with the VIC dye and the UNKN on the FAM dye layer. 

- Cycle the samples as described in table (24). 

 

Table 24. Cycling program for the RR-soybean multiplex assay on ABI PRISM® 7700 SDS 
 

      

Step Stage T°C Time  Acquisition Cycles 

1 U NG  50°C 120 sec no lx 

2 Initial denaturation  95°C 600 sec no lx 

3 Amplification Denaturation 95°C 15 sec no 45x 

4  Annealing & 60°C 60 sec Measure  

  Extension     

 

Data analysis and interpretation of results 

After the run is completed data are analysed using the ABI PRISM® 7700 SDS 

software to produce CT values of each reporter dye for each sample. It is important 

to properly number samples in the SDS software Plate Setup window. Each well 

should be given a unique number in the "Replicate" field; replicates of the same 

sample should be given the same number. Analyse the run by selecting "analyse" 

from the Analysis menu to automatically access the amplification plot window; 

adjust the threshold value for the FAM and VIC layers. After analysing the run 

export the results on an excel file Opening the exported results file in 

Microsoft®Excel, a table containing two sets of data corresponding to the FAM 

and VIC dye layers appears with CT values for each well. Calculate the CT (FAM) 

and CT (VIC) average of each group of replicate to calculate the ΔCT values (CT 

FAM — CT VIC). For each sample, %GMO is calculated by analysing the 

sample's ΔCT, comparing it to the set of log (% GMO) and ΔCT values obtained 

from the concentration standards set. 
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Principle 

This method determines the relative content of event TC1507 DNA to total maize 

DNA in a sample. It amplifies a segment spanning the recombination region of the 

construct with the plant genome.  

For relative quantitation of event TC1507 DNA, a fragment of a maize-specific 

reference gene ―High Mobility Group gene‖ (HMG) is amplified as well. 

PCR products are measured during each cycle (real-time) by means of target-

specific fluorescent probes. The measured fluorescence signal passes a threshold 

value after a certain number of cycles. This threshold cycle is called the ―Ct‖ value. 

For quantitation of the amount of event TC1507 DNA in a test sample, event 

TC1507 and HMG Ct values are determined for the sample. Standard curves are 

then used to calculate the relative content of event TC1507 DNA to total maize 

DNA.  

 

Materials 
 

Equipment 

 Real-time PCR instrument for plastic reaction vessels (glass capillaries are 

not recommended for the described buffer composition) 

 Plastic reaction vessels suitable for real-time PCR instrument (enabling 

undisturbed fluorescence detection) 

 Software for evaluating data after standard curve method (mostly integrated 

in the software of the real-time PCR instrument) 

 Microcentrifuge 

 Micropippettes 

2.4.7. Quantification of maize TC1507 by Uniplex Real-Time PCR 
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 Vortex 

 Rack for reaction tubes 

 1.5/2.0 ml tubes 

 
Reagents 

(Equivalents may be substituted) 

 TRIS  pH=8.0:  Tris[hydroxymethyl]  aminomethane  hydrochloride 

(Molecular Biology grade) 

 KOAc (SIGMA Part No P1190) 

 Gelatine (VWR Part No 1.04078.1000) 

 Tween 20 (SIGMA Part No P9416-50ML) 

 Glycerol (SIGMA Part No P5516-100ML) 

 Rox (Applied Biosystems Part No 434925) 

 dATP (GeneCraft Part No GC-013-007) 

 dCTP (GeneCraft Part No GC-013-009) 

 dGTP (GeneCraft Part No GC-013-006) 

 dUTP (GeneCraft Part No GC-013-010) 

 MgCl 2 (SIGMA Part No M1028-1ML) 

 Ampli Taq Gold (Applied Biosystems Part No N8080242) 

 
Primers and Probes 

 

 Name 

 
Oligonucleotide DNA Sequence (5’ to 3’) 

 TC1507 target sequence 

Primers MaiY-F1 TAG TCT TCG GCC AGA ATG G 

MaiY-R3 CTT TGC CAA GAT CAA GCG 

Probe MaiY-S1 6-FAM-TAA CTC AAG GCC CTC ACT CCG-TAMRA 

 Reference gene HMG target sequence 

Primers MaiJ-F2 TTG GAC TAG AAA TCT CGT GCT GA 

mhmg-rev GCT ACA TAG GGA GCC TTG TCC T 

Probe Mhmg-

probe 

6-FAM-CAA TCC ACA CAA ACG CAC GCG TA-TAMRA 
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Buffers and Solutions 

 
Preparation of the 10x Buffer 

Mix the following chemicals at the final concentration indicated and adjust the 
buffer to pH = 8.0 

 

General 

The PCR set-up for the taxon specific target sequence (HMG) and for the GMO 

(TC1507) target sequence should be carried out in separate vials. Multiplex PCR 

(using differential fluorescent labels for the probes) has not been tested or 

validated. 

The use of maximum 200 ng of template DNA per reaction well is recommended. 

The method is developed for a total volume of 25 µl per reaction mixture with the 

reagents as listed in table (25) and table (26). 

 

Standard Curve 

Separate calibration curves with each primer/probe system are generated in the 

same analytical amplification run. The calibration curves consist of four dilutions 

of a DNA sample containing 10% TC1507. A series of one to five dilut ion intervals 

at a starting concentration of 73,394 maize genome copies may be used 

(corresponding to 200 ng of DNA with one maize genome assumed to correlate to 

2.725 pg of haploid maize genomic DNA) (Arumuganathan & Earle, 1991). 

A calibration curve is produced by plotting Ct-values against the logarithm of the 

target copy number for the calibration points. This can be done e.g. by use of 

Component Final concentration 

Tris pH = 8.0 0.5 M 
KOAc 0.5 M 

Gelatine 0.5% 
Tween 20 0.1% 
Glycerol 0.8% 

Rox 0.2 µl/reaction 
Water - 
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spreadsheet software, e.g. Microsoft Excel, or directly by options available with the 

sequence detection system software. 

The copy numbers measured for the unknown sample DNA is obtained by 

interpolation from the standard curves. 

 

 

Procedure 

 

- Thaw, mix gently and centrifuge the required amount of components needed 

for the run. Keep thawed reagents at 1-4°C on ice. 

- In two reaction tubes (one for TC1507 system and one for the HMG system) 

on ice, add the following components in the order mentioned in table (25) and 

(26) (except DNA) to prepare the master mixes. 

- Mix gently and centrifuge briefly.  

- Prepare two reaction tubes (one for the TC1507 and one for the HMG master 

mix) for each DNA sample to be tested (standard curve samples, unknown 

samples and control samples). 

- Add to each reaction tube the correct amount of master mix (e.g. 20 x 3 = 60 μl 

master mix for three PCR repetitions). Add to each tube the correct amount of 

DNA (e.g. 5 x 3 = 15 μl DNA for three PCR repetitions). Low-speed vortex 

each tubes at least three times for approx 30 sec. This step is mandatory to 

reduce the variability among the repetitions of each sample to a minimum. 

- Spin down the tubes in a micro-centrifuge. Aliquot 25 μl in each well. Seal the 

reaction plate with optical cover or optical caps. Centrifuge the plate at low 

speed (e.g. approximately 250 x g for 1 minute at 4 °C to room temperature) to 

spin down the reaction mixture. 

- Run the place in the real-time PCR machine according to table (27). 
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Table 25. Master Mix for TC1507 specific system  

Component Final concentration  μl/reaction  

Buffer 10x (including Rox) 1x  2.5 μl  

Primer MaiJ-F1 300 nM  - 

Primer mhmg-rev 300 nM  - 

Probe mhmg 180 nM  - 

MgCl2 25 mM 4.5 mM  4.5 μl  

dNTPsa 10/20 mM 200/400 μM  0.5 μl  

AmpliTaq Gold Polymerase 1U/reaction  - 

Nuclease free water  up to 25 μl  

[Template DNA (maximum 200 ng)]  (5 μl)  

Total reaction volume:  25 μl  
a dATP (10 mM), dCTP (10 mM), dGTP (10 mM), dUTP (20 

mM)  

 

 

 

Table 26. Master Mix for the reference HMG specific system 
 

 

Component Final concentration  μl/reaction  

Buffer 10x (including Rox) 1x  2.5 μl  

Primer MaiY-F1 300 nM  - 

Primer MaiY-R3 300 nM  - 

Probe MaiY-S1 150 nM  - 

MgCl2 25 mM 5.5 mM  5.5 μl  

dNTPsa 10/20 mM 200/400 μM  0.5 μl  

AmpliTaq Gold Polymerase 1U/reaction   

Nuclease free water  up to 25 μl  

[Template DNA (maximum 200 ng)]  (5 μl)  

Total reaction volume:  25 μl  
a dATP (10 mM), dCTP (10 mM), dGTP (10 mM), dUTP (20 
mM)  
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Table 27. Cycling Conditions 

 

Cycle Step 
Temp. 

(ºC) 

Time 

(sec) 

Data  

Collection 
Repetitions 

1 Initial Denaturation 95 600 No 1 

2 Amplification 

Denaturation 95 15 No 1 

Annealing  

& Extension 
60 60 Yes 45 

 

 
Data analysis 
 

a. Set the threshold:  

 Display the amplification curves of one system (e.g. TC1507) in 

logarithmic mode. 

 Locate the threshold line in the area where the amplification profiles are 

parallel (exponential phase of PCR) and where there is no ―fork effect‖ 

between repetitions of the same sample. 

 Press the update button to ensure changes affect Ct values.  

 Switch to the linear view mode by clicking on the Y axis of the 

amplification plot, and check that the threshold previously set falls within 

the geometric phase of the curves. 

b. Set the baseline:  

 Determine the cycle number at which the threshold line crosses the first 

amplification curve. 

 Set the baseline three cycles before that value (e.g. earliest Ct = 25, set 

the baseline crossing at Ct = 25 – 3 = 22). 

   c. Save the settings 

   d. Repeat the procedure described in a) and b) on the amplification plots of the 

other system (e.g. HMG system). 

    e. Save the settings and export all the data into an Excel file for further 

calculations. 

 



Advanced Regional Training Course on Detection of Genetically Modified Organisms and  Biosafety for Food and  Agriculture                
                                                                                       ICARDA, Aleppo, Syria, 19-24 June, 2010                                                                                                     

     127                                                                                 

 

Calculation of results 

The standard curves are generated both for the HMG and TC1507 specific systems 

by plotting the Ct-values measured for the calibration points against the logarithm 

of the DNA copy numbers, and by fitting a linear regression line into these data. 

Thereafter, the standard curves are used to estimate the copy numbers in the 

unknown sample DNA by interpolation from the standard curves. 

For the determination of the amount of TC1507 DNA in the unknown sample, the 

TC1507 copy number is divided by the copy number of the maize reference gene 

(HMG) and multiplied by 100 to obtain the percentage value (GM% = 

TC1507/HMG * 100). 

 

Limit of detection 

According to the method developer, the absolute LOD of the method is 1.25 copies 

(8 positives out of 10 replicates).  

 

Limit of quantitation 

According to the method developer, the relative LOQ of the method is ≤ 0.08%. 

The absolute LOQ for the individual systems is ≤ 10 copies (TC1507) and ≤ 40 

copies (HMG). 
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Internet links 

 

http://www.agbios.com/dbase.php. 

http://www.colostate.edu/programs/lifesciences/TransgenicCrops/how.html#breeding  

http://FMRes/FMPro/-db=ngmomethods.fp5  

http://biotech.jrc.it/act_laboratory.htm  

http://www.ppws.vt.edu/~sforza/prokaryote/agrobacterium1.jpg 

http://gmo-crl.jrc.it/statusofdoss.html 

Applied Biosystems Sequence Detection Systems 

ABI User Bulletins   ABI-PRISM 7700 Application Notes   7900HT 

RT-PCR Primer Bank    

RT-PCR Primer DataBase   

RT-PCR Primer Sets  

Quantitative PCR Primer Database - QPPD (NCI) 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
 

http://www.agbios.com/dbase.php.
http://www.colostate.edu/programs/lifesciences/TransgenicCrops/how.html#breeding
http://fmres/FMPro/-db=ngmomethods.fp5
http://biotech.jrc.it/act_laboratory.htm
http://www.ppws.vt.edu/~sforza/prokaryote/agrobacterium1.jpg
http://gmo-crl.jrc.it/statusofdoss.html
http://www.appliedbiosystems.com/catalog/myab/StoreCatalog/products/CatalogDrillDown.jsp?hierarchyID=101&category1st=19360&category2nd=111819
http://docs.appliedbiosystems.com/search.taf?
http://www.appliedbiosystems.com/support/apptech/
http://www.appliedbiosystems.com/catalog/myab/StoreCatalog/products/CategoryDetails.jsp?hierarchyID=101&category3rd=112270&trail=no
http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/
http://medgen.ugent.be/rtprimerdb/
http://www.realtimeprimers.org/
http://web.ncifcrf.gov/rtp/GEL/primerdb
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 Chemicals 
Agarose         Duchefa Biochemie, Netherlands                                       

Bromophenol blue                                                                  USB, in, USA 

Boric acid Fluka Chemika, AG CH-9470 Buchs                                                

Β-mercaptoethanol                                                                   AVOCADO  

Cetyltrimethyl ammonium bromide (CTAB) ROTH Carl Roth GmbH Germany 

Chloroform SCP Needham market, England 

Ethanol 75%                                                        Riedel- de Haën, Germany                                      

Ethidium bromide                                                            Vivantis, Germany                                                     

Ethylene diamine tetra acetic acid (EDTA)                    MEDEX, England 

Glucose   

Glacial acetic acid (CH3COOH)                           PRS Panreac, Spain 

Glycerol SCP Needham market, England 

HCl (hydrochloric acid)                                      Riedel- de Haën, Germany                                                              

Isopropanol Riedel- de Haën,  Germany                                                                            

isoamyl alcohol                                                           Scharlan, Spain 

Liquid nitrogen  

Na-acetate (CH3COO-Na)                                                  USB in USA 

Phenol     SCP Needham market, England 

Potassium acetate(CH3COO-K)                        Riedel- de Haën,  Germany                                      

RNase enzyme                                                                        USB in USA 

SDS (sodium dodecyl sulfate)                                                USB in USA 

Sodium acetate NaOAc                                       PRS Panreac, Spain 

Sodium chloride                                                  Scharlau, European Union                                         

Sodium hydroxide                                               PRS Panreac, Spain 

Sodium thiosulfate                                              MERCK KGaA, Germany 

Tris-(hydroxymethyl)                            ROTH Carl Roth GmbH, Germany 

Tris- base                                                                             Promega, USA                                         

Xylene cyanol                                        ROTH Carl Roth GmbH, Germany 

1يهـحــق   

 انًىاد انكًُاوَت،الأدواث والأخهضة وانًىاد الأخشي انًغخخذيت فٍ انذوسة
Annex 1 

Chemicals , Equipments and Other materials used in the course 
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 Equipments  

- Autoclave                              

- Centrifuge AR.15                                                   

- Refrigerated Centrifuge                                                  

- Water bath                                                                   

- 1.5 ml minicentrifuge tubes                                              

- Electrophoreses Chamber tray                                            

- Power supply PAC 300                                                               

- Gel documentation                                             

- Microwave                                                           

- pH-meter                                                          

- PCR Thermocycler System                        

- Real Time PCR ,  ABI Biosystem 7500, USA  

- Sensitive balance                                                   

- Table cooling centrifuge                                                     

- UV-photometer                                                                 

- UV-photometer                                                     

- Vortex mixer                                                     

- Electric grinder                                                             

- Incubater GFL 3031 

- 0.5 ml Minicentrifuge                                                            

     

 

 Other materials 

- Filter papers 

- Filter Tipps, 2.5,10,100,1000 and 5000μl (sterile)  

- Micropipettes (2.5, 10, 100, 200, 1000.5000 μl)    

- PCR optical caps (8 caps/ strip)  

- PCR optical vessels (96-well reaction plate)  

- PCR reaction vessels 0.5 ml  

- Reaction vessels 0.5, 1.5, and 2.0 ml  

 

 
 



Advanced Regional Training Course on Detection of Genetically Modified Organisms and  Biosafety for Food and  Agriculture                
                                                                                       ICARDA, Aleppo, Syria, 19-24 June, 2010                                                                                                     

     144                                                                                 

 

 

    Date  
  حاسَخال   

               Activity  
اطــــانُش  

       Location 
 انًكاٌ

        Resp. Person/s 
 انشخض انًغؤول

    Saturday انغبج

19 June 

   

09:00-10:00 ICARDA Slide show 
 عشض عاو عٍ َشاطاث اَكاسدا

Auditorium 
يذسج اَكاسدا                 

HRDU 
M. Baum, F. Khatib 

فاحح -باوو  

10:00- 10:30 Coffee break اعخشاحت     

10:30-12:00 Introduction to ICARDA 

laboratory. Working in 
groups 

انخعشف عهً انًخابش،حقغُى 

 انًشاسكٍُ إنً يدًىعاث

Conference room 

 قاعت انًحاضشاث

 

M. Baum  
F. Khatib 

َاهذ -فاحح -باوو  

12:00-13:00 Lunch غداء         Cafeteria كافتريا  

13:00-16:00 Transformation technology:  
Agrobacterium and gene gun 

systems 
ىساثٍ بىعاطت : حكُىنىخُا انخحىَش ان

ًذفع اندٍُُ  الأغشوباكخشَا وان

Laboratory 
 انًخبش

F. Khatib 
A. Abdul Kader 
N. Al Sokhny 

َاهذ -أحًذ -فاحح  

 Annex 2      2يهـحــق  

المتقدمت حول قليميتبزوامج الدورة التدريبيت الإ  
الكشف عه المواد المعدلت وراثياً والأمان الحيوي في الأغذيت والزراعت  

سوريا -حلب -ايكاردا – 2010حزيزان  19-24  

  TCP/RAB/3202

" 

 

 

PROGRAM 

Schedule of the Training Course on  
"GMO Detection and Biosafety"  

Organized by: ICARDA , GCSAR , FAO 
held at ICARDA, Aleppo, Syria 19 - 24 June 2010 

  
Within the framework 

of the 
 

 

FAO project TCP/RAB/3202 on GMO Detection and Biosafety     
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 ,Sunday الأحذ 

June 20 

   

09:00-10-00 DNA extraction and sample 
 Preparation 

 اعخخلاص ال دَا وححضُش انعُُاث

Conference room 
 قاعت انًحاضشاث

 

N. Foti 
 فىحٍ

 

10:00-13:00 DNA extraction from plant 
and processed material 

ُباث ويٍ يىار  ـ دَا يٍ ان اعخخلاص ان

 غزائُت يصُعت

 
Laboratory 

 انًخبش

F. Khatib 
N. Al Sokhny 
G. Abou-Sleymane 
N. Al Assad 
A. Abdul Kader 

أحًذ-َىس -غشَخا -َاهذ -فاحح  

13:00-14:00 Lunch   غذاء  Cafeteria  

14:00-15:00 Measuring DNA 
concentration and purity, 

agarose gel for DNA quality  
هلايت ، قُاط حشكُض وَقاوة ال دَا

 الأغاسوص
 
 

Laboratory 
 انًخبش

 

F. Khatib 
N. Al Sokhny 
G. Abou-Sleymane 
N. Al Assad 

أحًذ-َىس -غشَخا -َاهذ -فاحح  

الأثٍُُ  Monday, 

June 21    

   

09:00-10:00 PCR theory and PCR for  
GMOs testing 
بٍ عٍ أس واعخخذاياحه نهكشف عٍ 

(َظشٌ)انًىاد انًعذنت وساثُاً   

Conference room 
 قاعت انًحاضشاث

 

G. Abou-Sleymane 

 غشَخا
 

10:00 -13:00 Preparing for GMO 
Detection: Screening for 35S 

promoter and nos terminator 
انخحضُش نهكشف عٍ انًىاد انًعذنت 

انكشف عٍ : وساثُاً 35S و   nos 

Laboratory 
 انًخبش

F. Khatib 
N. Al Sokhny 
G. Abou-Sleymane 
N. Al Assad 
A. Abdul Kader 

أحًذ-َىس -غشَخا -َاهذ -فاحح  

13:00-14:00 Lunch غداء Cafeteria  

14:00-15:00 
15:00-17:00 

Preparing and running of 
agarose gel 

Detection of transgenic 
Roundup ready Soybean by 
nested  PCR  
بٍ عٍ اس انًعشش ـكشف انصىَا بال    

Laboratory 
 
 انًخبش

F. Khatib 
N. Al Sokhny 
G. Abou-Sleymane 
N. Al Assad 

أحًذ-َىس -غشَخا -َاهذ -فاحح  

  ,Tuesday انثلاثاء 

June 22 

   

09:00-10:30 Nested PCR- continued 
GMO specific PCR, 

Detection of the CTP/EPSPS 
gene 

بٍ عٍ أس انًعشش، كشف  ـيخابعت ا ل

 CTP/EPSPSانًىسثت 

Laboratory 
 انًخبش

F. Khatib 
N. Al Sokhny 
G. Abou-Sleymane 
N. Al Assad 

أحًذ-َىس -غشَخا -َاهذ -فاحح  

10:30-11:00 Break استراحة        

10:30-12:30 Principles of Quantitative 
Real time PCR 
يباديء ا ل بٍ عٍ أس انكًٍ بانضيٍ 

 انحقُقٍ

Conference room 
 قاعت انًحاضشاث

 

N. Foti 
G. Abou-Sleymane 

غشَخا -فىحٍ   

12:30-13:30 Lunch غداء   
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13:30-15:00 Preparing and running of 
agarose gel 

Staining the gel and results 
analysis 

صبغ وحصىَش  -ححضش هلايت الأغاسوص ان

ُخائح  ان

Laboratory 
 انًخبش

F. Khatib 
N. Al Sokhny 
G. Abou-Sleymane 
N. AlAssad 

أحًذ-َىس -غشَخا -َاهذ -فاحح  

 ,Wednesday الأسبعاء

June 23 

   

09:00-10:00 Setup of inhibition run 
بٍ عٍ أس انكًٍ بانضيٍ انحقُقٍ          

Laboratory 
 انًخبش

N.Foti 
G. Abou-Sleymane 

خىَظ -غشَج –فىحٍ   

10:00-10:30 Break   اعخشاحت   

10:30-12:30 Set up of the RT-PCR using 
the 35S kit  

 بٍ عٍ أس انكًٍ بانضيٍ انحقُقٍ

35S kit 

Laboratory 
 انًخبش

N.Foti 
G. Abou-Sleymane 

خىَظ -غشَج –فىحٍ   

12:30-13:30 Lunch غذاء   

13:30-15:30 

 
 
 

 
15:30-17:00 

Set up of the RT-PCR event 

specific method for TC1507 
maize quantification 

رسة  -بٍ عٍ أس انكًٍ بانضيٍ انحقُقٍ

TC1507 

Data analysis of inhibition 

run and the 35s kit runs 
ُخائح بٍ عٍ أس انكًٍ بانضيٍ  -ححهُم ان

 35s kit -انحقُقٍ

Laboratory 
 انًخبش

N. Foti 
G. Abou-Sleymane 

خىَظ -غشَج –فىحٍ   
 
 

    

  ,Thursdayانخًُظ 

June 24 

   

09:00-10:00 Data analysis of RT-PCR 
event specific method for 

TC1507 maize quantification 
ُخائح ححذَذ كًٍ رسة  -ححهُم ان  

TC1507 

Laboratory 
 انًخبش

N.Foti,  
G. Abou-Sleymane 

خىَظ -غشَج –فىحٍ   

10:00-10:30 Break        اعخشاحت   

10:30-12:30 
 
 

General Discussion   يُاقشت عايت 
Evaluation, Certificates, حقُُى 
Concluding Remarks and 

Closing Ceremony 
  كهًاث خخايُت وحفم حىصَع انشهاداث

 All            اندًُع 

 
M. Baum    ياَكم 

خذسَب -يعاوٍَ يذَش اَكاسدا يذَش ان  

12:30-13:30 Lunch غداء   

13:30 Leave to Damascus  
 يغادسة إنً ديشق

  

اندًعت   Friday, 

June 25 

Departure of participants 
ٍ  يغادسة انًشاسكُ

  

    

Friday,  

June 25 

Departure of participants   
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Name (Dr. Mr. Ms) 
/Country: دولة ال / الاسم   

Position / 
Institution  المهنة /

مركز العمل   

Contact address:       عنىان العمل  /
    الاتصال 

Dr. Yousef Husein Tawalbeh 

Jordan 
 

Head/Risk Analysis 
and Studies 

Department, Food 
and Drug 

Administration 
 

Risk Analysis and Studies Department, 
Food and Drug Administration, Jordan 

Office Tel: + 962-799014820 

Mobile: +962 777512568 

E-Mail : Yousef.tawalbeh@jfda.jo 

Dr. Ibrahim M. Al-Rawashdeh 

Jordan 
 
 
 
 
 

Director of 
Biotechnology 
Unit/National Center 

for Agricultural 
Research and 

Extension (NCARE) 

National Center for Agricultural 
Research and Extension (NCARE), P.O. 
Box 639, Baqa', 1931 Amman, Jordan 
Office Tel: +962-06-4725071 

Office Fax: +962-06-4726099 

Mobile: +962 777 514417 

E-Mail: Irawashdeh2002@yahoo.com 

Mr. Georges Saad 

Lebanon  
Head/Plant 

Quarantine 
Department at Beirut 

Port  

Plant Quarantine Department, Beirut 

Port Import, Export and Plant 
Quarantine Service, MoA  

 

Office Tel:  +961-1-281246 

Mobile: +961-3 935439 

E-Mail : cowsmaster@hotmail.com 

Mr. Ali Chehade 

Lebanon  
Research Assistant/ 
Lebanese 

Agricultural 
Research Institute 
(LARI) 

Lebanese Agricultural Research Institute 
(LARI), Dep. of Plant Biotechnology 

Tal Amara, Rayak, Zahlé, .PO. Box 287, 
Bekaa, Lebanon 
 

Office Tel: +961  8900037 

Office Fax: : +961 8901577 

Mobile: +961 3625047 

E-Mail : alichehade@hotmail.com 

 

 أ عـــــــًاء انًشـــــــاسكٍُ فٍ انـــذوسة  3 ملـحــق

Annex 3 
List of Participants in the Training Course on  

Detection of Genetic Modified Organisms (GMOs) and  

Biosafty for Food and Agriculture  
held at ICARDA Headquarter, Aleppo, Syria from 19 to 24 June 2010 

 

http://service.gmx.net/de/cgi/g.fcgi/mail/new?CUSTOMERNO=20011155&t=de38585296.1273583369.9f3f3c67&to=Yousef.tawalbeh%40jfda.jo
mailto:cowsmaster@hotmail.com
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Mr. Ahmed Elbitar 

Lebanon 

Research Assistant/ 
Lebanese 

Agricultural 
Research Institute 

(LARI) 

Lebanese Agricultural Research Institute 
(LARI), Dep. of Plant Biotechnology 

Tal Amara, Rayak, Zahlé, P.O. Box 287, 
Bekaa, Lebanon 

Office Tel: +961 8 900 037/47 

Office Fax: +961 8 901 577 

Mobile: +961 3 620 325 

E-Mail: abitar@lari.gov.lb/ 
ahmadbittar@hotmail.com 

Mr. Mohamed Elsiddig Ahmed 
Ali 

Sudan 

Researcher/GMO 
Detection Lab,  

Biotechnology and 
Biosafety Center  

Agricultural Research Corporation 
(ARC), Biotechnology and Biosafety 

Center, GMO Detection Lab, Sudan  

Office Tel: +249122553340 

Office Fax: +249 51184213 

Mobile: +249 9067212 

E-Mail : mohsa2006@hotmail.com 

Ms. Ibtehag Mahgoub 

Almobarak Ibaid 

Sudan 

Director/Food Safety 

Section, 
Environmental, 
Health and Food 

Control 
Administration 

Food Safety Section, Environmental, 

Health and Food Control Administration  
Federal Ministry of Health, Sudan  

Office Tel: +249 155145620 

Office Fax: +249 155145620 

Mobile: +249 912468362 

E-Mail : ibtehagmoba@yahoo.com 

Ms. Maha Abdalla Mohamed  
Ibrahim 

Sudan 

GMO detection Lab, 
SSMO, Port Sudan, 

Red Sea branch-
Sudan 
 

Sudanese Standards and Metrology 
Organization – Red Seea branch, Sudan 

Office Tel: +249 311839454 Ext. 125 

Office Fax: +249 311828889 

Mobile: +249 12383085 

E-Mail: freere1960@yahoo.com 

Dr. Abdelbagi Mukhtar Ali 

Sudan 

Director/Biotechnolo

gy and Biosafety 
Research Center 

Agricultural Research Corporation 

(ARC), Biotechnology and Biosafety 
Research Center, Shambat, Khartoum 
North, Sudan 

Mobile: +249 9121 52 747 

E-Mail : abdmali@yahoo.com 

Dr. Ahmad Omar Baghdady  

Syria 
Researcher  
 

GCSAR, Aleppo Research Center, Al-

Midan, Al-Zeraa Square - P.O.Box 
4195 - Aleppo - Syria 
Office Tel: +963 21 4647200 

Office Fax:+963-21 4644600 

Mobile: +963-967959229 

E-Mail : aobagh@yahoo.com 

mailto:abitar@lari.gov.lb/
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Ms. Nabila Mohamad Ali 

Bacha Syria 

PhD Student, 
Research 

Assistant/General 
Commission for 

Scientific 
Agricultural 
Research (GCSAR) 

General Commission for Scientific 
Agricultural Research (GCSAR) ), 

Douma, P.O. Box 113, Damascus, Syria  

Office Tel: +963 11 57386303 

Office Fax: +963 11 57386303 

Mobile: +863 933 750079 

E-Mail : nalibasha@live.com 

Mr. Mohamad Zafer Assaf 

Syria 

Head/Potato Sub 
Division, 

Administration of 
Plant Production 

Ministry of Agriculture, Administration 
of Plant Production, Syria 
Office Tel: +963 11 2115042/2322124 

Office Fax: +963 11 2222690 

Mobile: +963 956 631941 

E-Mail: zaferassaf@yahoo.com 

Ms. Demah Alhaj Turki 

Syria 

Researcher/General 
Commission for 

Biotechnology 
(GCBT) 

General Commission for Biotechnology 
(GCBT), Syria  

Office Tel: +963 11 5138306 

Office Fax: +963 11 5130104 

Mobile: +963 967 378 378 
E-Mail : gcbt@mail.sy 

Ms. Ruba Ghassan Naman 

Syria 

Researcher/Ministry 
of Economy, Central 

Lab 

Ministry of Economy, Central Lab, Syria  

Office Tel: +963 11 7811341 

Mobile: +963 932 086436 

E-Mail : naman_ruba@yahoo.com 

Mr. Anas Dameriha 

Syria 

Researcher/General 
Commission for 
Scientific 

Agricultural 
Research (GCSAR) 

General Commission for Scientific 
Agricultural Research (GCSAR), Douma, 
P.O. Box 113, Damascuc, Syria  

Office Tel: +963 11 57386303 

Office Fax: +963 11 57386303 

Mobile: +963 992 692419 

E-Mail : anas-dameriha@hotmail.com 

Mr. Wadei Ahmed Abdulrab Al-
Selwey 

Yemen 

Assistant Researcher  Agricultural Research and Extension 
Authority (AREA) 

Mr. Shukri Abdulkarim 

Mohammed Nasher 

Yemen 

Microbiologist/ 

Microbiological 
Food Analysis 

Laboratory, 
YSMQCO 

Microbiological Food Analysis 

Laboratory, Yemen Standardization, 
Metrology and Quality Control 

Organization(YSMQCO), Sana'a, Yemen 

Office Tel: +967 1 469971 

Mobile: +967 733161988 

E-Mail : shukri1976@yahoo.com 

Mr. Abdullah Qassem Al-

Rawhani  

Yemen 

Head/Seed Registration 
Section, Ministry of 
Agriculture and 
Irrigation 

Ministry of Agriculture and Irrigation, Seed 
Lab,  Seed Registration Section, P.O. Box 
2805,  Sana'a, Yemen 
Office Tel: +967 1 251 849 

Mobile: +967 7126 88856 

E-Mail : ab.rohani@yahoo.com  

mailto:nalibasha@live.com
mailto:zaferassaf@yahoo.com
mailto:gcbt@mail.sy
mailto:naman_ruba@yahoo.com
mailto:anas-dameriha@hotmail.com
mailto:shukri1976@yahoo.com
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Name (Dr. Mr. Ms) /Country: 
دولة ال / الاسم   

Position / 
Institution  المهنة  /

 مركز العمل

Contact address:        عنىان
الاتصال /  العمل     

Dr. Michael Baum 

Germany 

Director/Biodiversity 
and Integrated Gene 

Management Program 
(BIGM) 

 International Center for 
Agricultural Research in the 

Dry Areas (ICARDA, P.O. Box 
5466, Aleppo, Syria 
Office Tel: +963-21 2213433 

Office Fax: +963-21-2213490 
Mobile: +963 944 428358 

E-Mail: m.baum@cgiar.org 

Dr. Nicoletta Foti 

Italy 

Researcher/Joint 

Research Center 
(JRC) 

 Joint Research Center (JRC), 

Molecular Biology and 
Genomics Unit (MGB), Ispra, 
Italy 
Office Tel: +39 0332 78 6333 
Office Fax: +39 0332 78 9333 

E-Mail: 
nicoletta.foti@jrc.ec.europa.eu 

Dr. Gretta Abou Sleymane 

Lebanon 
 

Researcher/American 
University of Science 

& Technology (AUST) 

 American University of Science 
& Technology (AUST), Faculty 

of Health Sciences-GMO 
Laboratory, 

 Ashrafieh, Alfred Naccache 

Avenue, Beirut, Lebanon 
Office Tel: +961 1218716  Ext. 
277 
Office Fax:  

Mobile: +961 3489790  

E-Mail: 
gretta.abousleymane@gmail.com 

Ms. Joyce Sakr 

Lebanon 
 

Researcher/American 
University of Science 

& Technology (AUST 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

American University of Science 
& Technology (AUST), 

Ashrafieh, Alfred Naccache 
Avenue, Beirut, Lebanon 

Office Tel: +961 1218716  Ext. 
447 
Mobile: +961 3509831 

E-Mail: joyce.s@live.com 

 

أسماء المحاضزيه.   4ملحق   Annex 4 

List of Instructors /Resource Persons in the Training Course on 

Detection of Genetic Modified Organisms (GMOs) and  

Biosafty for Food and Agriculture  
ICARDA, Aleppo, Syria 19 - 24 June 2010 
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Dr. Fateh Khatib 

Syria 
Lecturer and 
Researcher/ Aleppo 

University, Faculty of 
Agriculture 

Aleppo University, Faculty of 
Agriculture, Aleppo, Syria  

Office Tel: +963-21 2213433 

Office Fax: +963-21-2213490 

Mobile: +963 966 459779 

E-Mail : f.khatib@cgiar.org 

Dr. Ahmad Abdulkader 

Syria 
Head/Biosafety and 
Genetic Engineering 

Sections, GCSAR 

General Commission for 
Scientific Agricultural Research 

(GCSAR), Douma, P.O. Box 
113, Damascus, Syria  

Office Tel: +963 11 57386303 

Office Fax: +963 11 57386303 

Mobile: +963 956 74 9671 

E-Mail : ahmad59@gmx.de 

Dr. Nabeel Al Ahmad Beig 

Syria  

Consultant & Head/ 

Institutional Biosafety 
Committee, GCSAR 

General Commission for 

Scientific Agricultural Research 
(GCSAR), Douma, P.O. Box 
113, Damascus, Syria  

Office Tel: +963 11 57386303 

Office Fax: +963 11 5757992 

Mobile: +963 944 327390 

E-Mail : nabeel-beig@hotmail.com 

Ms. Nour Alassad 

Syria 

PhD Student & 

Research 
Assistant/General 

Commission for 
Scientific Agricultural 
Research (GCSAR)  

General Commission for 

Scientific Agricultural Research 
(GCSAR), Douma, P.O. Box 

113, Damascus, Syria 

Office Tel: +963 11 57386303 

Office Fax: +963 11 57386303  

Mobile: +963 956 427669 

E-Mail: Bionoor@hotmail.com 

Ms. Nahed Alsokhni 

  Syria 

Research Technician/ 

Biotechnology Lab, 
ICARDA 

International Center for 

Agricultural Research in the 
Dry Areas (ICARDA), P.O. Box 

5466, Aleppo, Syria 
Office Tel: +963 21 2213433/2691 
2472 
Office Fax: +963 21 2213490 

Mobile: +963 955 347802 

E-Mail: n.alsokhny@cgiar.org 

 
END 

mailto:ahmad59@gmx.de
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الحيوي  الحيوي  لأمان  لأمان  

وریةوریةــــــــــــــــسس

فاتـح الخطـیبفاتـح الخطـیب..د

طیب طیب 

حســـین الزعــبيحســـین الزعــبي

))ایكارداایكاردا((المركز الدولي للبحوث الزراعیة في المناطق الجافة المركز الدولي للبحوث الزراعیة في المناطق الجافة 

))فاوفاو

""للكشف عن الكائنات الحیة المعدلة وراثیاً للكشف عن الكائنات الحیة المعدلة وراثیاً 

الـدلیـــــــل النظـــري والعـمـلـيالـدلیـــــــل النظـــري والعـمـلـي

للدورة التدریبیة الإقلیمیة حول للدورة التدریبیة الإقلیمیة حول 

لأمان  لأمان  واواوراثياً وراثياً المعدلةالمعدلةمواد  مواد  الكشف عن الالكشف عن ال

""لأغذية والزراعةلأغذية والزراعةفي افي ا

سس--ببــــــــــــــحلحل--كارداكارداــــــــــــایای--٢٠١٠٢٠١٠حزیران حزیران ٢٤٢٤--١٩١٩

ـدادـدادــــــــــإعــــإعــــ

.دد--لیمانلیمانـــــــا أبو سـا أبو ســـــریتـریتــــــغغ..دد--ـادر ـادر ـــــد القـد القـــــــــد عـبـد عـبــــــــــــــ

مایـــكل بـاوممایـــكل بـاوم..دد--ررــــویس صقویس صقــجج

ترجمـــــــةترجمـــــــة

طیب طیب ــح الخح الخــــاتاتــفف..دد––أحمــــــد عـبــــد القـــادر أحمــــــد عـبــــد القـــادر ..دد

حســـین الزعــبيحســـین الزعــبي..دد--نبیـــل الأحمــــد بــك نبیـــل الأحمــــد بــك ..دد

الجهات المنظمة للدورةالجهات المنظمة للدورة

الهیئة العامة للبحوث العلمیة الزراعیةالهیئة العامة للبحوث العلمیة الزراعیة

المركز الدولي للبحوث الزراعیة في المناطق الجافة المركز الدولي للبحوث الزراعیة في المناطق الجافة 

فاوفاو((منظمة الأغذیة والزراعة للأمم المتحدة منظمة الأغذیة والزراعة للأمم المتحدة 

TTCCPP//RRAABB//33220022الإقلیمي الإقلیمي مشروع فاومشروع فاو

للكشف عن الكائنات الحیة المعدلة وراثیاً للكشف عن الكائنات الحیة المعدلة وراثیاً تعزیز القدرات نحو تأسیس قاعدة إقلیمیة  تعزیز القدرات نحو تأسیس قاعدة إقلیمیة  

الكشف عن الالكشف عن ال""

١٩١٩

ــــــــــــــأحمأحم..دد

المركز الدولي للبحوث الزراعیة في المناطق الجافة المركز الدولي للبحوث الزراعیة في المناطق الجافة 

تعزیز القدرات نحو تأسیس قاعدة إقلیمیة  تعزیز القدرات نحو تأسیس قاعدة إقلیمیة  ""



وراثياً والأمان الحيوي في الأغذية والزراعة

نظري والعملي الـدلیـــــــل ال).٢٠١١
-١٩.للدورة التدریبیة الإقلیمیة حول الكشف عن المواد المعدلة وراثیاً والأمان الحیوي في الأغذیة والزراعة

x+ص ١٣٥.منظمة الأغذیة والزراعة، فاو، دمشق

تقانات حیویة

سوریة دمشق- -١١٣ .ب.

 ُ انــلبن-بیروت-مخبر تحلیل المواد المعدلة وراثیا

 ُ انــلبن-بیروت-مخبر تحلیل المواد المعدلة وراثیا

سوریة–حلب -٥٤٦٦

*حســـین الزعــبي.دو*نبیـــل الأحمــــد بــك
سوریة-دمشق-١١٣

سوریة-حلب

أو )فاو(المتحدة راء منظمة الأغذیة والزراعة للأمم 
لا تعني أن الفاو ،أو غیر محمياً ن ذكر أي شركة معینة أو منتج لأحد المصنعین سواء كان محمی

لا تعبر المادة المطروحة والعبارات المستخدمة في ھذا الاصدار 
أو )فاو(منظمة الأغذیة والزراعة للأمم المتحدة 

قلیم، أو مدینة أو منطقة ینتمي لھا المؤلفون، ولا بخصوص 

خر، سواء كان الكترونیاً أو آلى أي شكل أو وسیط مادي 

وراثياً والأمان الحيوي في الأغذية والزراعةالإقـليمية المتقدمة حول الكشف عن المواد المعدلةالدورة التدريبية

٢٠١٠حزيران  ٢٤-١٩-سورية-حلب-ايكاردا

ii

)FAO(منظمة الأغذیة والزراعة للأمم المتحدة
)ICARDA(المركز الدولي للبحوث الزراعیة في المناطق الجافة

)GCSAR(الزراعیةالھیئة العامة للبحوث العلمیة
نظمة الأغذیة والزراعة للأمم المتحدة

:

(باوم، م.، صقر،ج.الخطیب، ف، .أبو سلیمان،غ .٢٠١١
للدورة التدریبیة الإقلیمیة حول الكشف عن المواد المعدلة وراثیاً والأمان الحیوي في الأغذیة والزراعة

منظمة الأغذیة والزراعة، فاو، دمشق:اصدار.، ایكاردا، حلب، سوریا

تقانات حیویة–الأمان الحیوي-الكشف عن المواد المعدلة وراثیاً 

عــــــــــــداد ا

ادرــد القـــبـد عـــأحم.د
ص. دوما- قسم التقانات الحیویة- الھیئة العامة للبحوث العلمیة الزراعیة-

ahmad59@gmx.de

انــلیمـــا أبو ســـریتـغ.د
ُ -ةیعلوم الصحالكلیة -الجامعة الأمریكیة للعلوم والتكنولوجیا  مخبر تحلیل المواد المعدلة وراثیا

gretta.abousleymane@gmail.com

یبـطـح الخــفات.د
سوریة حلب- قسم وقایة النبات – كلیة الزراعة-

f.khatib@cgiar.org

جویس صقر 
ُ -ةیعلوم الصحالكلیة -الجامعة الأمریكیة للعلوم والتكنولوجیا مخبر تحلیل المواد المعدلة وراثیا

joyce.s@live.com

اومــكل بــــمای.د
٥٤٦٦.ب.ص-)ایكاردا(الزراعیة في المناطق الجافة المركز الدولي للبحوث 

m.baum@cgiar.org

ترجمـــــــة

نبیـــل الأحمــــد بــك.دو**یبـاتح الخطــف.دو*ادرـــد الق
١١٣.ب.ص-دوما-الھیئة العامة للبحوث العلمیة الزراعیة

–قسم وقایة النبات -كلیة الزراعة-جامعة حلب**

ریحــــــتص

راء منظمة الأغذیة والزراعة للأمم آراء المؤلفین، ولا تمثل بالضرورة آراء الواردة ھنا ھي 
ن ذكر أي شركة معینة أو منتج لأحد المصنعین سواء كان محمیوإ

لا تعبر المادة المطروحة والعبارات المستخدمة في ھذا الاصدار .تفضلھا على أخرى مماثلة في طبیعتھا لم تذكر ھنا
منظمة الأغذیة والزراعة للأمم المتحدة عدادھا ولا رأيإدول الجھات المشاركة في طلاقاً عن رأي

قلیم، أو مدینة أو منطقة ینتمي لھا المؤلفون، ولا بخصوص إالمنظمات التابعة لھا بخصوص الوضع القانوني لأي دولة أو 

لى أي شكل أو وسیط مادي إلكتاب الا یجوز استنساخ أو تخزین أو تحویل أي جزء من ھذا 
مطبوعاً أو مصوراً أو مسجلاً الا باذن خطي من الناشر

الدورة التدريبية

منظمة الأغذیة والزراعة للأمم المتحدة2011©
المركز الدولي للبحوث الزراعیة في المناطق الجافة

الھیئة العامة للبحوث العلمیة
نظمة الأغذیة والزراعة للأمم المتحدةمجمیع الحقوق محفوظة ل

:الاقتباس المرجعي المقترح

أبو سلیمان،غ، .عبد القادر،أ
للدورة التدریبیة الإقلیمیة حول الكشف عن المواد المعدلة وراثیاً والأمان الحیوي في الأغذیة والزراعة

، ایكاردا، حلب، سوریا٢٠١٠حزیران،٢٤

الكشف عن المواد المعدلة وراثیاً :الكلمات المفتاحیة

الھیئة العامة للبحوث العلمیة 
ahmad59@gmx.de:البرید الالكتروني

الجامعة الأمریكیة للعلوم والتكنولوجیا 
gretta.abousleymane@gmail.com:البرید الالكتروني

كلیة الزراعة جامعة حلب-
f.khatib@cgiar.org:البرید الالكتروني

الجامعة الأمریكیة للعلوم والتكنولوجیا
joyce.s@live.com:البرید الالكتروني

المركز الدولي للبحوث 
m.baum@cgiar.org:البرید الالكتروني

د القــــبـد عــــــأحم.د
الھیئة العامة للبحوث العلمیة الزراعیة*

**

راء الواردة ھنا ھي لآا
وإ.المنظمات التابعة لھا

تفضلھا على أخرى مماثلة في طبیعتھا لم تذكر ھنا
طلاقاً عن رأيإالعلمي 

المنظمات التابعة لھا بخصوص الوضع القانوني لأي دولة أو 
.رسم حدودھا

لا یجوز استنساخ أو تخزین أو تحویل أي جزء من ھذا 
مطبوعاً أو مصوراً أو مسجلاً الا باذن خطي من الناشر



وراثياً والأمان الحيوي في الأغذية والزراعةالإقـليمية المتقدمة حول الكشف عن المواد المعدلةالدورة التدريبية
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iii

الأغذیة والزراعة للأمم قلیمي لمنظمة لإج المشروع ائنتاأحد ھو الـدلیـــــــل النظـــري والعـمـلـي ن ھذا إ

تعزيز القدرات نحو تأسيس قـاعدة إقـليمية  للكشف عن  ":بعنوانTCP/RAB/3202(D)،)فاو(المتحدة 

المعدلةمواد  الكشف عن ال"حول  قـليميةالإللدورة التدريبيةوالذي تم اعداده "الكائنات الحية المعدلة وراثياً 

٢٤-١٩خلال الفترة بین سوریة-حلب-والتي أقیمت في ایكاردا"لأغذية والزراعةفي االحيوي  لأمان  واوراثياً 

.٢٠١٠حزیران 

الدورة وساهم في اعداد هذه عبروا عن جزیل شكرهم لكل من دعم ییود مؤلفوا هذا الدلیل انتهاز هذه الفرصة ل

.هذا الدلیل

إنتاج ووقایة الحالي ومدیرة المصادر الوراثیة النباتیة والبذور وقسم لمشروعالفنیة للمدیرة لشكر خالص وعمیق 

لجهودها الجمة عداد وطبع هذا الدلیل و كبیر لإلدعمها الوليكغوش كاالدكتورة في الفاو في روما النبات 

.هتنفیذنجاح طوال فترة المشروع وحتى اكتمال غیر المحدود دعمها و المتواصلة 

وجهودهم الكبیرة وتقدیمهم في تنظیم هذه الدورة خالص الشكر والعرفان أیضاً موصول لفریق ایكاردا لتعاونهم 

.هاكافة التسهیلات اللازمة لإنجاح

معهد الصحة وحمایة -لمركز البحوث المشتركة للمفوضیة الأوروبیةكما نتقدم بخالص الشكر والعرفان 

للمساھمة في في ایطالیا، ISPRAالمستهلك ووحدة التقانات الحیویة والكائنات المعدلة وراثیاً في مدینة اسبرا 

.المركز في ھذا الدلیلالتدریب العملي والدعم الفني والسماح باستخدام جزء من بروتوكولات

لمنسقي المشروع في الدول للوزارات والجهات المشاركة في المشروع وشكر خاص التقدیر كر و شخالص ال

، )السودان(، عبد الباقي علي مختار )الأردن(ةإبراهیم رواشد–)لبنان(منى سبلیني حلواني (المشاركة ةالست

لجهودهم المستمرة والجادة )یمنال(، حمود مقبل )الإمارات العربیة المتحدة(، راشد بورشید )سوریا(حسین الزعبي 

.مع الشكر الخاص لكل المشاركین في هذه الدورةطوال فترة المشروع

، المستشار الدولي للمشروع، لجهوده الكبیرة مجدي مدكورخالص الشكر والعرفان للأستاذ الدكتور 

.المتواصلة وتوجیهاته القیمة ومساهماته الكبیرة طوال فترة المشروع

في القاهرة وفریق الفاو RNE/FAOشكر خاص لفریق الكمتب الاقلیمي للفاو خراً، آس وأخیراً ولی

FAOفي دمشق لدعمهم المتواصل في تنظیم وتسهیل كافة نشاطات المشروع.

في إعداد وجمع وتنسیق هذا العمیق لكل المشاركین الذین ساهمواناشكر نعبر عن امتناننا و ختاماً، و 

ر باللغتین العربیة لضمان إخراج هذا العمل إلى النو من الأشكال المرجع ولكل من ساهم بجد وساعد بأي شكل 

.والانكلیزیة

شــــــــــــــــــــــــــــــــكــر
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الصفحةوانــــــــــــــــــــــــــــــــالعن
iiiشــــــــــــــــــــــــــــــــكــر

ivفھرس الـمحتــویـــــــــات

viiقائمة المختصرات والمرادفات

viiiتــمھـیـــد

الجزء الأول
المبادىء النظریة حول الكشف عن الكائنات المعدلة وراثیا والأمان الحیوي

١مقــــدمـة ١.١

٣الوراثیـــة للمحاصیــلمقـــــدمـة في الھندســــة٢.١

٣مصطلحات علمیة١.٢.١
٣الھندسة الوراثیة في النباتات٢.٢.١

٣ماذا تحتاج  لتحویر كائن ما وراثیا؟١.٢.٢.١ً

٧خطوات التحویر الوراثي للنباتات٢.٢.١.٢

٨طرائق التحویر الوراثي للنبات٢.٢.١.٣

٩التحویر بوساطة بكتریا التدرن التاجي ٢.٢.١.٣.١
١٣التحویر باستخدام مدفع الجینات٢.٢.١.٣.٢
١٣خلفیة نظریة٢.٢.١.٣.٢.١

١٣ما طبیعة الانسجة المستحدمة؟٢.٢.١.٢.٣.٢
١٣كیف یعمل المدفع الجیني؟٢.٢.١.٣.٢.٣
١٦تحلیل معاییر قذف الجزیئات ٢.٢.١.٣.٢.٤

١٦كمیة الـ دنا البلاسمیدي١.٤.٢.٣.٢.٢.١
١٦الذھب /معاییر ترسیب الـ دنا ٢.٤.٢.٣.٢.٢.١
١٦تركیز كلورید الكالسیوم وسبیرمیدین٣.٤.٢.٣.٢.٢.١
١٦غلیسرول و بولي ایثیل غلیكول٤.٤.٢.٣.٢.٢.١
١٧جزیئات الذھبكمیة ٥.٤.٢.٣.٢.٢.١
١٧.المصادر البدیلة وأحجام جزیئات الذھب٦.٤.٢.٣.٢.٢.١
١٧معاییر قذف الجزیئات٧.٤.٢.٣.٢.٢.١

١٨معاییر زراعة الأنسجة٨.٤.٢.٣.٢.٢.١

١٩طرائق كشف وتحدید العضویات المعدلة وراثیاُ ٣.١

١٩.تحویل المعلومات الوراثیة من الـ دنا إلى النمط الظاھري١.٣.١

٢١ما ھي الكائنات المعدلة وراثیا؟٢.٣.١

الـ دنا والبروتین والنمط الظاھري كأھداف لتحالیل الكشف عن ٣.٣.١
.التعدیل الوراثي

٢٢

طرائق وخطوات عملیة الكشف عن المواد المعدلة وراثیاً ومشتقاتھا ٤.٣.١
الجزیئیة

٢٥

اتـــویـــتـحــمالرس ــھــف
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v

٢٧الطرائق المعتمدة على الـ دنا لكشف التعدیلات الوراثیة ١.٤.٣.١

٢٧المخطط  العام للاختبار ١.١.٤.٣.١

٢٨إجراءات أخذ العینات٤.٣.١.٢.١

٢٨استخلاص وتنقیة الـ دنا٣.١.٤.٣.١

٢٩طرائق تضخیم الـ دنا ١.٤.٣.١.٤

٢٩الكیفي التقلیدي"بي سي أر"١.٤.٣.١.٤.١

٣٢المتعدد "بي سي أر"الـ  ١.٣.٤.١.٤.٢

٣٣بي سي أر باستخدام قالب الـ رنا الرسول١.٣.٤.١.٤.٣

٣٣:بي سي أر المعشش١.٣.٤.١.٤.٤
٣٣)نقطة النھایة(بي سي أر شبھ الكمي ١.٣.٤.١.٤.٥

٣٤بي سي أر التقلیدي التنافسي شبھ الكمي  ١.٣.٤.١.٤.٦

٣٤بي سي أر بالزمن الحقیقي ١.٣.٤.١.٤.٧

٣٨تقنیات كشف دنا بدیلة١.٣.٤.١.٥

٣٨تھجین لطخة ساوثرن١.٣.٤.١.٥.١

٣٩تحدید تسلسل الـ دنا ١.٣.٤.١.٥.٢

٣٩المصفوفات الدقیقة للـ دنا ١.٣.٤.١.٥.٣

٤٠إجراءات التدویر الحراري١.٣.٤.١.٥.٤

٤١التضخیم الایزوحراري ١.٣.٤.١.٥.٥

٤١تقنیات السوائل الدقیقة وجزئیات النانو١.٣.٤.١.٥.٦

٤٢كشف الطیف الكلي  للـ دنا ١.٤.٣.١.٥.٧

٤٣المراقبة التكمیلیة بواسطة الفوتونات١.٣.٤.١.٥.٨

٤٤طرائق مراقبة بیولوجیة فریدة ١.٣.٤.١.٥.٩

٤٦الطرائق المعتمدة على البروتین ١.٣.٤.٢

٤٦الالیزا١.٤.٣.٢.١

٤٦شرائط الانسیاب الجانبي/لصاقات١.٤.٣.٢.٢

٤٧.وسترنلطخة ١.٣.٤.٢.٣
٤٨الركائز المولدة للون ١.٤.٣.٢.٤

٤٩الاختبارات الحیویة للمبید العشبي١.٣.٤.٣

الجزء الثاني
دلیل المستخدم العملي حول الكشف عن الكائنات المعدلة 

وراثیا والأمان الحیوي

٥٢

٥٣قواعد الأمان الحیوي المخبریة١.٢
٥٨التحویر الوراثي للقمح بوساطة المدفع الجینیي ٢.٢

٦٩التحویر الوراثي للحمص بوساطة بكتریا التدرن التاجي ٢.٣
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الكشف عن المواد المعدلة وراثیاً بالطرائق المعتمدة على ٢.٤
كشف الـ دنا المأشوب

٧٥

٧٥العینات المستخدمة٢.٤.١
٧٦)CTABبروتوكول (طریقة استخلاص الـ دنا ٢.٤.٢

٨١المستخلص وتقدیر تركیزه DNAاختبار نوعیة الـ  ٤.٢.٣

٨٢الرحلان الكھربائي بالأغاروز٤.٢.٤

النوعي للذرة والصویا /الطرائق العملیة للكشف الكیفي ٢.٤.٥
المعدلة  باستخدام التفاعل التسلسلي للبولیمراز العادي

٨٥

٨٥الشروط العامة لل بي سي أر٢.٤.٥.١

٨٦بي سي أرتحلیل نواتج ا لـ٢.٤.٥.٢

٨٧التجــربة العمـلیــة٢.٤.٥.٣

٨٧مقدمة٢.٤.٥.٣.١
٨٧الأدوات٢.٤.٥.٣.٢

٨٧الكواشف/المواد اللازمة ٢.٤.٥.٣.٣
٨٩البادئات المستخدمة١.٤.٥.٣.٤
٩٠كونترول/الشاھد ٢.٤.٥.٣.٥
٩١متخصص لكشف مورثة لكتین في فول  الصویابي سي أر٢.٤.٥.٣.٦
٩٤في الذرةزین بي سي أر متخصص بكشف مورث ٢.٤.٥.٣.٧
nos٩٨المنھي ووجود 35Sكشف وجود المحفز  ٢.٤.٥.٣.٨
35S٩٨كشف وجود المحفز  ٢.٤.٣.٥.٨.١
nos١٠١كشف وجود المنھي ٢.٥.٤.٣.٨.٢

والصویا MON810الكشف المتخصص بالــذرة ٢.٤.٦
Roundup Ready® باستخدام  الـnested بي سي أر

١٠٤

MON810١٠٤كشــــف الــذرة ٢.٤.٦.١

Roundupكشف الصویا ٢.٦.٤.٢ Ready®١٠٩

التحدید الكمي عن فول الصویا المعدلة وراثیاً  /الكشف ٤.٢.٧
Roundup Ready®المتعدد "بي سي أر"بوساطة الـ

بالزمن الحقیقي

١١٤

رة المعدلة وراثیاً  ذطریقة التحدید الكمي المتخصص بسلالة ال٤.٢.٨
TC1507 بي سي "التفاعل السلسلي البولیمیرازيبوساطة

بالزمن الحقیقي"أر

١٢٦

١٣٥المراجع العلمیة

)في القسم الانكلیزي من ھذا الدلیل(الملحقات
١٤٣المواد الكیمیائیة، المحالیل، الأجھزة والأدوات١ملحق 
١٤٥برنامج الدورة٢ملحق 
١٤٨أسماء المشاركین في الدورة٣ملحق 
١٥١أسماء المحاضرین في الدورة٤ملحق 
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الاسم الانكلیزيالاختصارالاسم

bpBaseشفع نیوكلیوتیدي pair
تركیب دنا مكمل للـ رنا (الـ دنا المكمل 

تركیب السلسلة المكملة للـ دنا بدءاً من /الرسول
)الرنا الرسول

cDNAComplementary DNA

دي/الحمض الریبي النووي منقوص الأوكسجین
اوكسي رایبونیوكلیك اسید

Deoxyribonucleic/أ.ن.د/دنا acid
(DNA)

DNADNaseDeoxyribonuclaseالأنزیم المحلل للـ 
DNAأنزیم الربط  Ligase

dNTPsDiالنیوكلیوتیدات الأزوتیة الأربعة /النوكلیوزیدات  Nucleotides triphosphate
(dCTP,dATP,dGTP,dTTP)

دنا (قیاسي ذو وزن جزیئي معروف  /مؤشر/دنا 
)lambdaمستخلص من اكل الجراثیم 

DNA marker (ladder) (lambda
DNA)

فاومنظمة الاغذیة والزراعة للامم المتحدة                   FAOFood Agriculture Organization

مورثة مصطنعة تتألف من مورثة معینة ومورثة 
..)محفز، منھي(وتسلسلات تحكم معلمة  

Gene construct

GCSARGeneralالھیئة العامة للبحوث العلمیة الزراعیة Commission for
Scientific Agricultural Research

GMOsGeneticallyالكائنات المعدلة وراثیاً   Modified Organisms
Genomeالتركیب الوراثي/مجین/جینوم

GA3Gibberelicالجبرالینحمض  acid
IAAIndolاندول حمض الخل -3-acetic acid

-IBAIndol-3اندول حمض الزبدة butyric acid
المركز الدولي للبحوث الزراعیة في المناطق 

الجافة

ICARDA

ایكاردا

International Center for Agricultural
Research in the Dray Areas

Loadingسائل التحمیل  buffer (10X)
MSMurashigeوسط موراشیج وسكوغ and Skoog (1962)

NAANaphthaleneنفتالین حمض الخل acetic acid
ODOptical/الكثافة الضوئیة/الامتصاصیة  Density

Ploymersae/بي سي أر//للبولیمراز /التقاعل التسلسلي البولیمیرازي  Chain Reaction, PCR

D2,4-2,4حمض الخلداي كلوروفینوكسي  -Dichlorophenoxy acetic acid
رایبونیوكلیك /الحمض الریبي النووي الریبوزي

أسید
Ribonucleic/أ.ن.ر/رنا  acid (RNA)

تقانة النسخ العكسي للـ رنا الرسول بواسطة 
تركیب دنا مكمل (التفاعل التسلسلي البولیمیرازي 

للـ رنا الرسول باستخدام أنزیم النسخ العكسي 
Reverse Transcriptase

RT-PCRReverse Transcriptase-PCR

أو /أنزیمات القطع المحددة /أنزیمات التحدید 
أنزیمات الاندونیوكلیز

RERestriction Enzymes,/ Restriction
Endonuclease,/ Endonuclease

Taqتاغ/أنزیم التكثیف/أنزیم البلمرة  DNA Polymerase
اختبار الادمصاص المناعي المرتبط (الیزا 

/البروتین/بالأنزیم 
ELISA
الیزا

Enzyme-linked Immunosorbent
Assay

قائمة المختصرات والمرادفات
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یتطلب تحقیق الأمن الغذائي الوصول الى زیادات كبیرة في انتاجیة وغلة المحاصیل في الدول 

اذ لا تستطیع معظم الدول في منطقة غرب آسیا وشمال افریقیا تلبیة .المستوردة والمصدرة على حد سواء

جها المحلي، ولذلك تعتمد من انتا)وبشكل رئیسي القمح وأیضاً الرز(احتیاجاتها من المواد الغذائیة الأساسیة 

على استیراد الغذاء بدرجات متفاوتة، مما یجعلها من أكثر الدول المعتمدة على الاستیراد في الدول النامیة 

(FAO, وتشیر تنبوءات توازن المواد الغذائیة للمنطقة أن الاعتماد على الاستیراد سوف یتزاید بنسبة .(2008

,IFAD).القادمةخلال العشرین سنة%٦٤تقدر بحوالي  Improving Food Security in the Arab World, 2009)

ملیون طن في عام ٧٣.١ویتوقع ازدیاد الطلب على الحبوب مما یزید الاستیرادات الصافیة من الحبوب الى 

.٥٠، والتي یشكل القمح منها نسبة أكثر من ٢٠٢٠ وهذا ما یستدعي أن تكون برامج تحسین المحاصیل %

تشمل التقانات .نتاجیة في الغلة بین حقول البحوث وحقول المزارعینلإكثر كفاءة من أجل سد هذه الفجوة اأ

الحیویة مجموعة من التقنیات مثل تطبیقات زراعة الأنسجة النباتیة، الانتخاب بمساعدة المعلمات الجزیئیة 

.والهندسة الوراثیة والتي یمكن أن تساعد في سد فجوة الغلة هذه

الذكرى الخامسة عشرة لزراعة المحاصیل المعدلة وراثیاً على مستوى تجاري والتي ٢٠١٠یعتبر عام 

، ٢٠١٠ملیون هكتار في ١٤٨ملیون هكتار لتصل الى ١.٧بمساحة بلغت ١٩٩٦زرعت لأول مرة في عام 

تقنیات المحاصیل التي ضعفاً، مما یجعل المحاصیل المعدلة وراثیاً من أسرع ٨٧أي بزیادة غیر مسبوقة تبلغ 

تساهم المحاصیل المنتجة بوساطة طرائق التقانات الحیویة  بمواجهة .یتم تبنیها في تاریخ الزراعة الحدیث

الأمن الغذائي وتحقیق الاكتفاء الذاتي والاستدامة :بعض المشاكل التي تواجه المجتمع الدولي والتي تشمل

اعد في تخفیف بعض الصعوبات المترافقة مع التغیر المناخي مما یساهم في تخفیف حدة الفقر والجوع ویس

James).المحاصیل المعدلة وراثیاً من أجل المستقبل هائلة والارتفاع الحراري العالمي، إذ أن امكانیة 2010)

المحاصیل المعدلة وراثیاً في أغلب الدول النامیة والذي یستحق تسلیط الضوء ن أهم عوائق تبني إ

عدم وجود تشریعات تنظیمیة خاصة ووسائل كفء وفعالة من حیث الزمن والتكلفة لدمج كل علیه، هو 

ان التشریعات التنظیمیة الحالیة في .المعارف والخبرات المكتسبة طوال مدة خمسة عشر عاماً من التشریعات

فیذ التشریع معظم الدول النامیة هي عادة مربكة بشكل غیر ضروري، وفي أغلب الحالات من المستحیل تن

قوانین الأمان تنظیمات و لاعتماد هذه المنتجات والتي تكلف ملیون دولار أو أكثر لجعلها غیر خاضعة ل

,James).الخاصة بالمواد المعدلة وراثیاً، وهذا ما لا تستطیع تحمله أغلب الدول النامیةالحیوي 2010)

مھیـــدــت
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مشروع إقلیميم تمویل دع)فاو(أقرت منظمة الأغذیة والزراعة للأمم المتحدة 

)TCP / RAB/3202( بعنوانلمدة عامین:

"تعزيز القدرات نحو تأسيس قـاعدة إقـليمية  للكشف عن الكائنات الحية المعدلة وراثياً "

یهدف هذا المشروع إلى .تشارك فیه كل من لبنان والأردن والسودان وسوریا والإمارات العربیة المتحدة والیمن

والأمان الحیوي المواد المعدلة وراثیاوتبادل المعلومات والخبرات والحوار في مجال تعزیز القدرات الإقلیمیة 

والاجراءات ذات العلاقة عن المواد المعدلة وراثیاً قاعدة إقلیمیة للتعامل وإدارة الكشف للوصول الى تأسیس 

في المواد المعدلة وراثیاً من خلال زیادة التعاون الاقلیمي ووضع معاییر قیاسیة لاجراءات كشف وتحلیل 

.المنطقة

ونظراً للعلاقات التجاریة القویة بین دول المنطقة وحدودها المشتركة والاستیرادات الكثیفة للمنتجات 

ئیة والاستثمارات الجدیدة التي تجذب للمنطقة، فان مثل هذه الشبكة یمكن أن تمثل أیضاً فرصة استثمار الغذا

الكشف عن المواد المعدلة وراثیاً حیث یمكن أن تقلص الاعتماد والتكالیف المترافقة مع نشاطات .اقتصادیة

ات التي تقدمها المخابر المرجعیة من جانب، وتخلق مصادر اضافیة من خلال الأجور المستوفاة لقاء الخدم

شرط أساسي من عن المواد المعدلة وراثیاً بالاضافة الى ذلك، ونظراً لأن الكشف .المعتمدة من جانب أخر

أجل من الحصول على موافقات الاستیراد والتحریر في البیئة، فان المشروع الحالي یشجع التعاون المثمر بین 

تنظیم وادارة أفضل للاستیراد ضمن اطار التشریعات الوطنیة والاجراءات القطاعین العام والخاص من حیث 

لبنان والأردن والسودان وسوریا والإمارات العربیة (ینتظر من خلال المشروع الحالي أن الدول الستة .النظامیة

زید فرص سوف تقوي الروابط بین الزراعة والبیئة على المستویین الوطني والافلیمي، وی)المتحدة والیمن

ویهدف .عن المواد المعدلة وراثیاً التدریب والمشاركة في الخبرات وتبادل معرفة كیفیة اجراءات الكشف 

.جنوب المنطقة في هذا المجال-جنوب وجنوب-المشروع أیضاُ الى زیادة تعاون شمال

TCP(المشروع الإقلیمي للفاو فعالیات هذا ضمن إطار  / RAB/3202(D(،ة العامة للبحوث نظمت الهیئ

:تدریبیة بعنوانالعلمیة الزراعیة في سوریا بالتعاون مع ایكاردا ومنظمة الفاو دورة 

"والأمان الحيوي في الأغذية والزراعةوراثياً الإقـليمية المتقدمة حول الكشف عن المواد المعدلةالدورة التدريبية"

.٢٠١٠حزیران ٢٤-١٩خلال الفترة بین سوریة –قدت في مقر ایكاردا بحلب والتي ع

باحث مساعد، مساعد محاضر، وباحث في ، ي، مهندس زراعيفن١٨دعم مشاركة م اختیار و ت

.مجال التقانات الحیویة من البلدان المشاركة في المشروع



وراثياً والأمان الحيوي في الأغذية والزراعةالإقـليمية المتقدمة حول الكشف عن المواد المعدلةالدورة التدريبية

٢٠١٠حزيران  ٢٤-١٩-سورية-حلب-ايكاردا

x

تقدیر ق الكشف عن المواد المعدلة وراثیاً والائالتدریب محاضرات نظریة وعملیة عن طر شمل برنامج 

.زمن الحقیقيبالس س يس ر التقلیدي والـ بيالنوعي والكمي باستخدام الـ ب

تم إعداد هذا المرجع المخبري للكشف عن المواد المعدلة وراثیاً بكلا اللغتین العربیة والانكلیزیة خلال 

وراثیاً المواد المعدلةتقدیم معلومات عامة شاملة عن اعداد و وهو یشمل جمع و .الدورة التدریبیة

من مراجع علمیة سندة ، كلها مالمواد المعدلة وراثیاً والبروتوكولات والطرائق الخاصة للكشف عن 

.متخصصة

في للمعنیین في الكشف عن المواد المعدلة وراثیاً نظري وعملي يیخدم هذا المرجع كدلیل أساس

.، حیث یعتبر الأول من نوعه باللغة العربیةالبلدان العربیة

ز یعز یساهم في تقویة وتالمواد المعدلة وراثیاً مرجعاً للكشف عن أیضاً ن یكون هذا الدلیل یمكن أ

للكشف عن المواد خصصة الزراعة والمخابر الماتالهیئات التشریعیة الحكومیة والمعاهد ووزار قدرات 

بین ستدامة مإنشاء نظام تعاون إقلیمي واتصالاتمن ، كما وسیمكن في الدول العربیةالمعدلة وراثیاً 

.في الكشف عن المواد المعدلة وراثیاً المختلفةلدولعنیین في االم

تحت مظلة كما ویساهم هذا المرجع بمساعدة البلدان العربیة في تطبیق قوانین الأمان الحیوي الوطنیة 

لتنفیذ رئیسي شرط المفتاح الأساس و حیث یعتبر الكشف عن المواد المعدلة وراثیاً ،اتفاقیة التنوع الحیوي

.لأمان الحیويومراقبة تشریعات وقوانین ا

٢٠١٠حزیران ١٩

المؤلفون
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نشر التقنیات الزراعیة التي تعزز وتزید الانتاجیة دون الاضرار بالمصادر الطبیعیة یبقى 

ومع ذلك، فان الاتجاھات الحالیة تدل على أن التكنولوجیا وخصوصاً التقانات .للأجیاللأكبر التحدي ا

الحیویة اذا استخدمت بالشكل المناسب، فانھا توفر طریقة مسؤولة لتعزیز غلة المحاصیل الزراعیة الان 

.وفي المستقبل

الأنواع النباتیة وتوسع مجمع توفر وسائل التقانات الحیویة امكانیة عزل ومعالجة ونقل المورثات بین 

البنك  الوراثي المتاح ویمكن أن تستخدم لاجراء تعدیل وتحسین وراثي للنباتات والحیوانات والأحیاء 

.الدقیقة

على الھندسة الوراثیةبامكانیة)فاو(وقد أقرت منظمة الأغذیة والزراعة للأمم المتحدة 

اعة والغابات والأسماك من خلال رفع مستویات الغلة في في الزروالإنتاجیةالإنتاجالمساعدة في زیادة 

الأراضي الھامشیة في الدول النامیة وتحسین نوعیة المواد الخام في الرز الغني بطلیعة فیتامین أ 

وبالحدید أوتحسین تحمل الأصناف الجدیدة من المحاصیل الزراعیة للاجھادات الحیویة واللاحیویة 

.المتنوعة

لوراثیة بامكانیات ھائلة للمساعدة في زیادة الانتاج والانتاجیة في الزراعة تتمیز الھندسة ا

والغابات والأسماك، على سبیل المثال، من خلال زیادة مستویات الغلة في الأراضي الھامشیة في الدول 

النامیة، وتحسین نوعیة المواد الخام في طلیعة الفیتامین أ والرز الغني بالحدید، أو تحسین تحمل 

ولكن وفي الوقت نفسھ، .الاجھادات الحیویة واللاحیویة بالاصناف الجدیدة من المحاصیل الزراعیة

ذات أخطار المعدلة وراثیاً على الرغم من فوائدھا العدیدة، فان الكائنات من جھة أخرى، و

والتي یمكن تصنیفھا .وھي في كثیر من الأحیان مشحونة بالانفعالات والعواطفمحتملة تترافق معھا

.التأثیرات المحتملة على صحة الانسان والحیوان وتأثیرات على البیئة:في مجموعتین رئیسیتین ھما

.أغلبیة ھذه المخاطر المحتملة ھي مشتركة في كل الدول والمجتمعات

محتملة ر اضرأوتطویر التكنولوجیا الوراثیة ولمنع أیة الآمنضمان الاستخدام ولذلك وبغیة 

والحیوان والبیئة والتي یمكن أن تنشأ من استخدام الكائنات المعدلة وراثیاً،  فانھ یتم الإنسانلصحة 

.كل حالة على حداتحلیل وتقییم أخطار كل نبات أو حیوان أو عضویة جدیدة معدلة وراثیاً 

مقــــدمـة.١.١
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أثارت التطورات المضطردة للكائنات المعدلة وراثیاَ مجموعة من على المستوى التقني،

لكائنات المعدلة وراثیاَ في البیئة وتحدید اثارھا والبحث في التأثیرات ھذه االتساؤلات حول إطلاق 

في المساحات المزروعة الكبیرة كما أبرزت الزیادة .السلبیة المحتملة على سلامة المستھلك والبیئة

ملیون ھكتار ١٤٨لتصل الى ١٩٩٦ملیون ھكتار في عام ١.٦والتي بلغت ،معدلة وراثیاَ بالنباتات ال

دولة، ٢٩مزروعة في ٢٠١٠في 

والبذور المعدلة وراثیاَ لتساعد في اختبار الحاجة لتطویر طرائق قیاسیة سریعة وموثقة لكشف النباتات

یوجد العدید من الطرائق التي یمكن و.ميومراقبة التعدیل الوراثي الذي یجري في على المستوى العال

وان وجود طرائق لتحدید نوع الكائنات المعدلة وراثیاً .تطبیقھا لتحدید نوع الكائنات المعدلة وراثیاً 

.ضروري ومطلوب من أجل الالتزام بتنظیمات وقوانین الأمان الحیوي

المعدلة تعزیز وتنمیة القدرات في مجال الكشف عن الكائنات یعتبر بالنسبة للدول النامیة، 

نظراً لأنھ یمھد الطریق لتقویة قدرات المخابر الحكومیة المخصصة للكشف عن ،ذو أولویة عالیةوراثیاً 

وأیضاً تسھیل تأسیس الضروریة، ومنح التراخیص وضبط ومراقبة تداولھاالمعدلة وراثیاً الكائنات 

الموجودة على مستوى المخابر الوطنیة التي سوف تخدم في المعدلة وراثیاً الكائنات قاعدة للكشف عن 

المستقبل كمركز لتبادل المعلومات والخبرات والخبراء وتعالج احتیاجات بناء قدرات معینة في مجال 

.حسب الحاجةمنطقةالفي الكشف عن الكائنات المعدلة وراثیاً 
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:علمیةمصطلحات.١.٢.١
ھناك مجموعة من المصطلحات المستخدمة في ھذا المجال من البحوث، ولذلك لا بد من توضیح بعض 

:ھذه المصطلحات ھنا

التحویر الوراثيالشكل الظاھري بواسطة بالتالي تعدیل التركیب الوراثي، و:الھندسة الوراثیة-

/شكلحیث تكتسب الخلایا المحورة وراثیاً ، خلیة ماإلىنقل واندماج دنا :التحویر الوراثي

.إلیھادنا المنقول ـلاجدید حسب ھذا نمط ظاھري

وتحتوي على مورثة أو بنجاحالفرد أو العضویة التي تم تحویرھا :العضویات المھندسة وراثیاً -

وبحیث تصبح ثابتة مما یسمح بتوریثھا )مجینھا/جینومھا(مورثات جدیدة في تركیبھا الوراثي 

.وھذه تسمى متحورات وراثیة.النسل/للأجیال المتعاقبة 

تسلسل دنا لمورث معروف تم نقلھ بالتحویر الوراثي للكائن Transgeneالمورث المنقول-

.لمستقبلا

بلاسمید، فیروس، بكتریا أو جزيء دنا مقطوع أو (جزيء دنا صغیر Vectorالناقل-

ویجب أن یكون الناقل .داخل الخلیة المراد تحویرھاإلىمكن استخدامھ لتوصیل دنا ی)مصنع

كما .فیھدنا الغریب ـلالإدخالتنسیل /قادراً على التضاعف وأن یحتوي على موقع استنساخ

والتي تحمل وتنقل ...)حشرات،(لعوامل الفیزیائیة والبیولوجیة یوصف الناقل أیضا لوصف ا

.الأمراض

.الھندسة الوراثیة في النباتات.٢.٢.١

وراثیا؟ًما ماذا تحتاج  لتحویر كائن .٢.٢.١.١

.دنا الجدید والمراد تحویرھا وراثیاً الـالعضویة التي ستستقبل :المضیف.١

.المضیفإلىدنا المراد نقلھ الـأي :الدنا.٢

البكتریا التي .دناـلاعلى امتصاص أي أن یكون قادراً ،للتحویر الوراثيیجب أن یكون المضیف مؤھلاً 

لیست عموماً الایشیرشیا كولاي بینما .دناـلااستخدمھا العالم غریفث كانت مؤھلة طبیعیاً لامتصاص 

جعل تلك الخلایا مؤھلة لامتصاص عدد من المعاملات لإجراءحیث لا بد من ،مساعدة جداً أومسعفة

ماذا تعمل تماماً ھذه المعاملات ھي معاملة البكتریا بكلورید الكالسیوم المثلج ولیس معروفاً إحدى.دناـلا

مقـــــدمـة في الھندســــة الوراثیـــة للمحاصیــل.٢.١
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البكتریا والجدار والغشاء إلىدنا ـلالدخول الفیزیائیةالحواجز أنلكنھ یفترض ،ھذه المعاملة للبكتریا

.الخلیةإلىدنا ـلاالخلوي تصبح أكثر قابلیة للتخلل مما یسمح بدخول 

وبعد بضعة دقائق، تعرض .اختباردنا مع بعض في أنبوب ـتمزج خلایا الایشیرشیا كولاي المؤھلة وال

كل البكتریا تصبح ھل،لكن.ثم تنمى على وسط أغار)صدمة حراریة(البكتریا لفترة وجیزة للحرارة 

واحدة ةرییبكتخلیةأنأيفقط، %1محورة؟ لا، حیث أن أعلى نسبة تحویر للایشرشیا كولاي ھي 

نسبة (في كل طرائق التحویر الوراثي، فان تكراریة ،عموماً و.خلیة100فقط تتحور من أصل 

ة للایشیرشیا كولاي عادة یستخدمبالنسب(دنا الجدید ھي قلیلة ـلاأي نسبة الخلایا التي امتصت ، )التحویر

بنجاح في رجزيء یتحو10000بالمتوسط، فقط جزيء واحد من كل، أي )میكروغرام دنا0.1

ا ذھمن بین وھكذا فان المشكلة العملیة الرئیسیة ھي كیف تحدد الخلایا المحورة النادرة نسبیاً ).المضیف

.العدد الھائل من البكتریا غیر المحورة

دنا الذي ـال.المتحورات یجب أن تكون ممیزة عن غیرھایمكن تعریف البكتریا المحورة؟كیف 

،امتصتھ البكتریا یجب أن یحمل مورثة تعطي البكتریا المحورة صفة ممیزة أو نمط ظاھري ممیز

دنا المستخدمـفي تحویر البكتریا، ال.والذي یمكن أن تمیز بھا البكتریا المحورة عن غیر المحورة

فالبكتریا التي .مبیسیلین أو تتراسایكلینأ:مثل،للتحویر یحمل مورثة مقاومة لأحد المضادات الحیویة

وھي (قادرة على النمو بوجود المضاد الحیوي، بینما البكتریا غیر المحورة تكون دنا سوفـتحورت بال

.لن تنمو)الأغلبیة العظمى

لبكتریا لفقط حیث یسمح ،ا على وسط یحوي مضاد حیويدنا، توضع البكتریـالمع بعد مزج البكتریا 

selectableأیضاً معلمة انتخاب ىمورثة المقاومة للمضاد الحیوي ھذه تسم.تنموأن المحورة 

markerمورثات معلمات الانتخاب أساسیة .تتیح الانتخاب والتحدید المباشر للبكتریا المحورةلأنھا

تیح التحویر باستخدام ی.لأن نسبة التحویر الوراثي قلیلة جداً نظراً ،للتحویر الوراثي لكل العضویات

.النواقل التي تحمل مورثة معلمة انتخاب التعریف بشكل مبسط للعضویة المحورة

:كما یليتلخیص التحویر الوراثي للبكتریا یمكن 

.دناـالقادرة على امتصاص الالبكتریا مع خلایا )الناقل(دنا ـمزج ال-

)ثقب كھربائي، الكتروبوریشین/صدمة حراریة مثلا أو معاملة كھربائیة (المزیج معاملة-

.دنا بدخول خلایا المضیفـللسماح لل

تنمیة خلایا المضیف-
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)تنمیة على وسط یحوي مضاد حیوي(تعریف الخلایا المحورة -

دنا المستخدم في تحویر البكتریا مورثة معلمة للانتخاب مثل مورثة مقاومة لأحد ـلایجب أن یحوي 

البكتریا عندما تنقسم إلىدنا المدخل ـلالم یتضاعف فإذا،المضادات الحیویة ومنطقة للتضاعف

فقد وبالتالي سوف ی،في كل النسلھذه الخلایا سوف لن یكون موجوداً إلىالبكتریا، عندئذ الدنا المنقول 

لكن لیس الھدف من تحویر .دنا المستخدم للتحویرـفي الأساسیانھذین المكونین ،ولذلك.بسرعة

مرغوبة أخرىنقل مورثات أیضاً إنمادنا ھذا، ـالأجزاءنسخة من إدخالالایشرشیا كولاي ھو ببساطة 

إلىقل أجزاء دنا أخرى ھذه المكونات الأساسیة تجمع في الناقل الذي یستخدم لن.العضویة المضیفإلى

فان نواقل التحویر ،بنفس الطریقة التي تحمل فیھا النواقل المسببة للأمراض بین العضویات.البكتریا

.المضیفإلىدنا ـتحمل ال

وھي عبارة عن جزيء دنا دائري یحمل ھذه المكونات الأساسیة ،معظم نواقل التحویر ھي بلاسمیدات

.إلیھیضاً أن یملك دنا أخر مضاف أویمكن 

الناقل یجب أن یحتوي موقع حیث جزيء ؟البلاسمید الناقلإلىدنا ـكیف تضاف أجزاء أخرى من ال

إدخالیمكن ، ومن ثم ھذا الجزيءقص لREالمقیدة /دنا الدائري یمكن أن یقطع بالأنزیمات المحددة ـال

بلاسمید وإیجاددنا ـلربط جزیئات ال)دنا لیجیز(دنا ـالناقل باستخدام أنزیم ربط الإلىأجزاء دنا أخرى 

شیا رالایشیإلىومن ثم تنقل ،جزیئات الدنا المأشوب ھذه تشكل في أنبوب اختبار.دنا دائري جدید

.كولاي بالتحویر الوراثي

3000ثیر منھا بحجم فقط حوالي ادة جزئیات دنا صغیرة، الكعلاحظ أن النواقل البلاسمیدیة ھي 

سھل أتحویر الایشرشیا كولاي :وھي،ھناك العدید من الأسباب لھذا.)زوج قاعدي(شفع نیوكلیوتیدي

فان احتمال وجود موقع وحید لأي أنزیم قطع في ،دناـبجزیئات دنا صغیرة، وكلما زاد حجم جزيء ال

قطعتین، فانھ لیس مرجحاً أنھما سوف یلتحمان مع بعض بالطریقة إلىقطع الناقل فإذا،الناقل یقل

.الصحیحة بعملیة ربط الدنا

خواص جدیدة لھا تتیح إضافةوتم ،متطورة جداً نواقل التحویر الوراثي للایشرشیا كولاي حالیاً 

خرى أجزاء أعلى سبیل المثال، عندما تربط مع بعض دنا الناقل و.دنا بشكل سھلـالأجزاءاستنساخ 

كباحث، أنت تھتم فقط بتلك التي تجمع الناقل مع دنا .من التراكیب المختلفةاً ددفانك تخلق ع،دناـمن ال

جزيء دنا والذي سوف یحور البكتریا لإنتاجلكن الناقل یمكن ببساطة أن یعود ویلتحم مع نفسھ ،خرأ

.ویعطي مستعمرات مقاومة للمضاد الحیوي
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عید التحامھا مع أالبلاسمید المأشوب وتلك التي بن البكتریا التي تحورت كیف یمكن التمییز بی

دنا الجدید؟ـنفسھا والتي لا تحوي جزء ال

فان ،والتي عندما یتم التعبیر عنھا)المورثة الزرقاء(في نواقل كثیرة، تحوي النواقل مورثة ثانیة 

ـموقع استنساخ أجزاء ال.البكتریا تصبح زرقاء بدل أن تبقى بیضاء عندما تنمى على وسط دلیل خاص

دنا في ھذا الموقع، فان المورثة ـفعندما یدخل جزيء ال،دنا ھو في منتصف ھذه المورثة الزرقاء

لا تزال مقاومة للمضاد البكتریا التي تمتص جزيء الدنا المأشوب ھذا .الزرقاء تفسد وتصبح غیر فعالة

ن المستعمرات الزرقاء تحوي فقط الناقل أأي .بدل أن تكون زرقاءالآنالحیوي، لكنھا ستكون بیضاء 

.دنا المأشوبـالملتحم مع نفسھ، بینما المستعمرات البیضاء تحتوي بلاسمیدات ال

دخلت مواقع كثیرة للقطع وقد أ.تمت معالجة ھذه البلاسمیدات بحیث یخدم بلاسمید واحد وظائف عدیدة

نواع مختلفة من النھایات أبالأنزیمات المحددةالى النواقل بحیث یمكن استنساخ أجزاء دنا تحوي 

STICKYاللصوقة  ENDS الناقل یمكن أیضاً .ناقل ماإلىوالتي تنتج باستخدام أنزیمات القطع المختلفة

ـلا).سلنالمست(دنا المستنسخ ـدنا لجزء الـتسلسل الأن یستخدم بحیث یتیح تعریف وبشكل سھل تماماً 

والذي یمكن أن یكون مفیداً لأغراض بحثیة ،في الناقلستنسلادنا الذي ـیمكن أن ینسخ من الذئرنا عند

.عدیدة

دنا الذي تم نقلھ ـلاإدخالتعتمد معظم طرائق التحویر الوراثي المستخدمة لحقیقیات النوى الراقیة على 

الكروموزوم فانھ سوف ینقل من خلال الانقسام المیتوزي إلىدنا الـفعندما یندمج .كروموزومإلى

.الأجیال المتعاقبةإلىویتم توارثھ بشكل ثابت ،والانقسام المیوزي المنصف بشكل أكید

:مجموعتینإلىطرائق التحویر الوراثيتقسم 

الخلیة، مثل طریقة تحویر الخمیرة أو الایشیرشیا إلىدنا ـاللإدخالوسائل فیزیائیة تستخدمالأولى

أو معاملات كیمیائیة أخرى لجعل الخلایا ،كولاي التي سبق وصفھا قبل قلیل باستخدام كلورید الكالسیوم

.دناـمؤھلة لامتصاص ال

.دناـالكنواقل لنقلتستخدم عوامل بیولوجیة مثل البكتریا أو الفیروساتوالثانیة

دنا عدداً من الحواجز الفیزیائیة لكي یكون ـفانھ یجب أن یجتاز اللكن مھما تكن الطریقة المستخدمة،

محتویات السیتوبلازم والغشاء ،تشمل ھذه الحواجز الجدار الخلوي، الغشاء البلازمي.التحویر ناجحاً 

.الاندماج في الكروموزومإلىالنووي والذي یؤدي في نھایة المطاف 
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التحویر الوراثي للنباتاتخطوات .٢.٢.١.٢

:كل طرائق التحویر الوراثي للنباتات تتبع الطریقة العامة الموصوفة أدناهعموماً، 

ھذه العینات تعرف بالمستزرعات وتؤخذ من ،تزال عینات الأنسجة من النبات المراد تحویره.١

للمادة النباتیة للتحویر الوراثي ھو زراعات الأنسجة الأخرالمصدر .أنسجة نباتیة متنوعة

وتجري الخطوات التالیة تحت شروط زراعات .الخلایا نامیة بشكل معقمتكون النباتیة حیث 

تنمى الأنسجة النباتیة على وسط أغار مزود بالعناصر الغذائیة الكبرى حیث الأنسجة المعقمة

.تامینات ومنظمات نمو مختلفةفیعللنمو ملنبات اوالصغرى التي یحتاجھا 

.الھدف ھو تحویر أكبر عدد ممكن من الخلایا.التحویر الوراثيلإجراءاتیخضع المستزرع .٢

التحویر غیر فعالة وفقط جزء إجراءاتمعظم :ھنا یوجد نقطتین ھامتین یجب تذكرھما ھنا ھما

.خلیة تتحور ھي فریدةوالنقطة الثانیة ھي أن كل.صغیر من الخلایا المستھدفة تتحور فعلاً 

فعلى الرغم من أن كل الخلایا ربما استقبلت نفس قطعة الدنا، لكن الموقع الذي تندمج بھ في 

.الكروموزوم مختلف في كل خلیة وھذا یعني أن كل خلیة محورة ھي مختلفة وراثیاً 

قادرة على فقط الخلایا المحورة ستكون .یطبق الانتخاب لتحدید الخلایا النادرة التي تحورت.٣

تغربل للبحث عن بدون ھذا الانتخاب، تتجدد نباتات كثیرة ولاحقاً .النمو تحت ھذه الشروط

.النبات النادر المحور

الأنسجةغیر تركیب وسط النمو وخصوصاً مستویات الأوكسین والسیتوكینین بحیث تتجدد ی.٤

.المتمایزة من الخلایا المحورة

.المتجددة المحورة ویختبر النسل من حیث توارث المورثة المنقولةتجمع البذور من النباتات .٥

المورثة المنقولة قد غیرت أداء إذایدرس النمط الظاھري للنباتات المھندسة وراثیاً لتحدید ما .٦

.النبات وأضفت علیھ صفة المورثة المنقولة
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:تيلآا)DNA(الدناطرائق نقل تشمل .طرائق التحویر الوراثي للنبات.٢.٢.١.٣

:وتشمل:الطرائق المباشرة-

Geneقذف المورثات بالمدفع البیولوجي gun: حیث یتم استخدام بندقیة خاصة تدعى بالمدفع

میكرومیتر وتحمل ١ذي القذیفة الدقیقة ورصاصات مصنوعة من التنغستاین أو الذھب قطرھا 

.المورثات المطلوب إدخالھا للخلیة النباتیة

ویحتاج الأمر إلى میكروسكوب وماصة وإبرة دقیقة :Microinjectionالمجھري الدقیقالحقن 

ثم یتم الحقن إلى داخل الخلیة أو إلى ،أو كروموزرم بالكاملDNAویؤخذ منھا جزء من الـ

).خلیة بدون جدار خلوي(البروتوبلاست 

نبضات عالیة الفولتیة في ھذه الطریقة تستخدم:Electroporationطریقة الثقب الكھربائي

من خلالھا DNAلإحداث  ثقوب سریعة الزوال في غشاء الخلایا العاریة لكي تمر جزیئات الـ

.إلى الكائن الحي الجدید المراد نقلھا إلیھ

الحر في DNAوتسمى ھذه الطریقة أیضاً إدخال الـ PEGاستخدام البولي ایتیلین  غلیكول

لأن الثقوب في جدر الخلایا أصغر من أن تسمح للـ )البروتوبلاست(الخلایا العاریة للنباتات 

DNA بأن یمر بسھولة، بینما في الخلایا العاریة فالحاجز الوحید ھو الغشاء البلازمي لینقل الـ

DNA،رھو أكثر عوامل النقل الكیمیائیة شیوعاً موھذا البولی.

،صعبة التعامل والتداول وتتطلب عملاً مكثفاً ن، متتطلب تجھیزات غالیة الث:وتتمیز ھذه الطرائق  بأنھا

كما أنھا أقل كفاءة من طریقة التحویر بواسطة ، لیست قابلة لإعادة الإنتاج،لیست نموذج وراثي طبیعي

.اروباكتیریغالأ

:الطرائق غیر المباشرة-

Agrobacterium)الأغروباكتریاوتتضمن استخدام  tumefaciens & A. rhizogenesis)

وتدخل ،تسبب ھذه البكتریا مرض التدرن التاجي الذي یصیب العدید من النباتات ثنائیة الفلقةإذ

الخاص بھا داخل )تي بلاسمید(Ti-plasmidعن طریق الجروح في جذورھا وتترك الـ

ویؤدي إلى ،یتحكم في الخلیة وراثیاً T-DNAویوجد جزء من ھذا البلاسمید یسمى،النبات

سرعة انقسامھا وتكاثرھا بطریقة یصعب التحكم فیھا، وبالتالي یؤدي إلى حدوث أورام بجذور 

ومن ھذا .یفرز مادة كیماویة تتغذى علیھا البكتریاالنبات، وفي نفس الوقت فان ھذا الورم

الدخول بالنسبة للتقانات الحیویة الحدیثة لمقدرتھ علىھاماً Ti-plasmidالمنطلق أصبح الـ 

.والاندماج في  كروموزوم النبات وذلك بعد تجریده من مورثات تخلیق الأورام



وراثياً والأمان الحيوي في الأغذية والزراعةحول الكشف عن المواد المعدلةالإقـليمية  الدورة التدريبية

٢٠١٠حزيران  ٢٤-١٩-سورية-حلب-ايكاردا

٩

Agrobacteriumالتحویر بوساطة بكتریا التدرن التاجي .٢.٢.١.٣.١ tumefaciens

للتحویر الوراثي للنبات على المسبب المرضي الذي یصیب النباتات موثقةأول طریقة اعتمدت 

والأغروباكتیریا ھي .وھو الأغروباكتریاالعنب والزیتون ویسبب مرض التدرن التاجيوخصوصاً 

تسبب العدوى .بكتیریا سالبة الغرام تعیش في التربة وتعدي بشكل طبیعي الكثیر من النباتات ثنائیة الفلقة

استجابة النمو تنتج .بالأغروباكتیریا تحریض نموات ورمیة عند مواقع العدوى تسمى التدرنات التاجیة

من T-DNAھو DNAھذه عند حدوث ھندسة وراثیة طبیعیة یتم فیھا نقل جزء صغیر من الـ

-Tیدخل ھذا الـ .بالأغروباكتیریا إلى الخلیة النباتیةTi-Plasmidالبلاسمید المحرض للأورام 

DNA بالمنطقة الخبیثة وھي تحمل مورثات تسمىVir genes ھي المسؤولة عن تخلیق الأورام

T-DNAHooyakaasوھي توجد في منطقة الـ ،وتھیئة الخلایا أثناء العدوى and

Beijersbergen, Virإن تنشیط الـ ).(1994 genes في البكتیریا ربما یكون ضروریاً من أجل

-Tتھیئة الخلایا النباتیة للعدوى ومن أجل النقل اللاحق للـ  DNAأما الـ ،T- DNA نفسھ فیحوي

ویجب أن تدخل المورثات .وھي مسؤولة عن تخلیق الأورامOncogenesمورثات یشار لھا بـ 

-Tالمرغوبة إلى الخلایا النباتیة بین الحدین الیمیني والیساري للـ DNA. ویمكن معرفة النسیج المحور

ورمي الممیز والذي یتكاثر بشكل سریع بالنمو ال)غیر المھندس وراثیاً (بواسطة الأغروباكتیریا الطبیعي 

من جھة ثانیة، یكون التلاعب ،لكن.بسبب تغییر التوازن الھرمونيالھرمونعلى أوساط خالیة من 

الوراثي النباتي بالبلاسمید المحرض للأورام ذو قیمة محدودة إذا كانت الخلایا النباتیة المحورة الناتجة 

لذلك فإنھ ضروري جداً استبعاد الخواص .اتات خصبة طبیعیةورمیة وغیر قادرة على التجدد إلى نب

-Tالورمیة التي تثبط التمایز الطبیعي للخلایا النباتیة من الـ  DNA. إن ما یدعىDisarmed Ti-

Plasmid أو البلاسمید المجرد أو المنزوع السلاح ھو البلاسمید الذي أزیلت منھ الـOncogenes

ھذه .الخاص بھ ولكنھ یحتفظ بالمناطق الحدودیةT-DNAرام من أي المورثات المسببة للأو

إلى صبغیات النبات، لكنھا أیضاً تتیح T-DNAالبلاسمیدات المجردة السلاح تحتفظ بالقدرة على نقل الـ 

بلاسمید منزوع بعدئذ یمكن تحدید النباتات المتجددة من النسیج المحور بواسطة الـ.تجدید نباتات سلیمة

والطریقة الأكثر فعالیة والمستخدمة لتعریف خلایا .المحتوي على  مورثات تصنیع الأوبینوالسلاح 

-Tمع الـ )معلمة(النبات المحورة تتم بإضافة مورثة نباتیة موسومة  DNA مثلاً المورثة التي تضفي ،

في ھذه الحالة، فقط ف.المقاومة للمضادات الحیویة مثل الكانامایسین، أو مورثة المقاومة للمبیدات العشبیة

الكانامایسین أوالأمونیوم (الخلایا المحورة تستطیع النمو على الوسط المحتوي على العامل الانتخابي 

بعد تركیب ،عملیاً .، بینما لا تستطیع الخلایا غیر المحورة النمو على ھذا الوسط)غلوفوسینات مثلاً 
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:إلى خلایا الأغروباكتیریا بطرائق عدیدة منھاالناقل وتطعیمھ بالمورثة المرغوبة تجري عملیة نقلھ 

Triparentalطریقة التزاوج ثلاثیة الآباء  Matingالثقب أو بالصدمة الكھربائیة أو بطریقة تسمى

حیث یتم وضع المورثة المرغوبة مع سلالة الأغروباكتیریا معاً في ، Electroporationالكھربائي 

ائیة لمدة ثواني معدودة، وبالتالي یتم إحداث ثقوب في حجرة خاصة ویتم تعریضھما لصدمة كھرب

ویتم التأكد من ذلك .إلى خلایا الأغروباكتیریا)DNAأي الـ(الأغروباكتیریا تدخل من خلالھا المورثة 

للبولیمیراز الـ يالتسلسلقبل البدء بإجراء عملیات التحویر الوراثي للنبات حیث تستخدم تقنیة  التفاعل 

PCR)Polymerase Chain Reaction( لتضخیم جزء محدد من الـDNAثم ،أضعاف مضاعفة

باستخدام جھاز الرحلان الكھربائي أغاروزحسب حجمھ عبر ھلامDNAیتم فصل الـ

Electrophoresis،تحت الأشعة فوق البنفسجیة بعد أن تصبغ بمادة الإیثیدیوم ةثم توضع الھلام

معلوم الحجم DNAیتم وضع حیث أنھ عادةً ،لغریب وتحدید حجمھاDNAلیتم كشف الـدبرومی

)(DNA marker،وبالتالي فإنھ باعتبار أن أیضاً في الھلامة في حفرة الى جانب العینات المختبرة

المنقول مع حجم الـDNAالمرغوب معروف ومن ثم یمكن مقارنة حجم الـDNAحجم الـ 

DNAأي بعد نقل الـ(،وبعد ذلك.معلوم الحجمDNA المرغوب إلى سلالة الأغروباكتیریا والتي

، تجرى عملیة الزراعة المشتركة لخلایا النبات مع )تستطیع أن تعدي النبات الذي نرید نقل المورثة إلیھ

انتقالأیام تقریباً حیث یتم خلالھا ٣الأغروباكتیریا المحتوي على المورثة المرغوبة وذلك لمدة 

ن الأغروباكتیریا إلى خلایا النبات، ثم یتم غسل خلایا النبات بقاتل للبكتیریا لكي نتخلص مDNAالـ

من البكتیریا، ثم تزرع خلایا النبات على أوساط تحوي مضاد حیوي انتخابي ویحوي ھرمونات نباتیة 

اعة الخلایا من أجل تجدید نبات كامل من ھذه الخلایا، وھذا یعتبر ذو أھمیة رئیسیة في تطویر نظام زر

أي القدرة على تجدید نباتات من المادة المزروعة المحورة ،من أجل الاستخدام في الزراعة المشتركة

وراثیاً، حیث إن ما ھو ذو أھمیة رئیسیة في تطویر نظام زراعة الخلایا من أجل الاستخدام في الزراعة 

.المشتركة ھو القدرة على تجدید نباتات من المادة المزروعة

:ا ھماروباكتیریغوعموماً ھناك طریقتان شائعتان للاستخدام من أجل الزراعة المشتركة مع الأ

البروتوبلاست بالتعریف ھي خلایا مفردة أزیل عنھا الجدار الخلوي :البروتوبلاست القابلة للتجدید-

الجرح مما )ترمیم(بواسطة الھضم الأنزیمي، لھذا السبب فإن البروتوبلاست ھي في حالة إصلاح 

وھنا یمكن معاملة أعداد كبیرة من البروتوبلاست في كل .اروباكتیریغیجعلھا حساسة للعدوى بالأ

، بالإضافة إلى ذلك.زراعة مشتركة وھذا یجعل اكتشاف أحداث التحویر ذات التكرار الضعیف ممكناً 
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أي نمو أقل للخلایا غیر (ھذه المادة تتعرض بشكل متماثل للعامل الانتخابي مما یؤدي إلى نجاة أقل 

.حداث التحویر المفردة أكثر سھولة للتعریفأوبالتالي تكون ،)المتحورة

وھي استخدام مادة نباتیة قابلة للتجدد مستأصلة من زراعات طریقة الزراعة المشتركة والتجدید-

.الطریقة في أنواع عدیدةوقد ثبتت فعالیة ھذه ،اروباكتیریغالأنسجة من أجل الزراعة المشتركة مع الأ

:وھي تتمیز بمیزتین رئیسیتین ھما

.یمكن أن تستخدم في الأنواع التي لا یوجد لھا تقنیات زراعة بروتوبلاست قابلة للتجدد-أ

تستطیع أن تجدد نباتات بسرعة أكبر من التي الأقراص الورقیة أو مواد المستزرعات الأخرى -ب

T-DNAھو اروباكتیریغالأDNAو نقل جزء من  والمبدأ المتبع ھ.طریقة البروتوبلاست

من البلاسمید المحرض للأورام حیث یتم نقل المورثات المرغوب إدخالھا للخلیة النباتیة إلى 

بتسلیم ھذه المورثات إلى الخلیة النباتیة للقیام بالوظیفة T-DNAقوم الـ یھذا الجزء وبالتالي 

التي تقوم بحث الخلیة النباتیة على اروباكتیریغلأالمخصصة لھذه المورثات بدلاً من مورثات ا

مثل إندول حمض الخل وزیاتین رایبوزاید التي اروباكتیریغإنتاج مواد خاصة لمصلحة الأ

ومن الھام والضروري بأن تتمتع الخلایا .تؤدي إلى إحداث نموات ورمیة في الخلایا النباتیة

ویمكن تحدید نجاح ،لى نباتات خصبة طبیعیةالنباتیة بعد التحویر الوراثي بمیزة التجدد إ

التحویر الوراثي باستخدام طریقة الرحلان الكھربائي

(Perani et al. 1986; Shah et al. 1988;Hooyakaas and Beijersbergen 1994; Gartland 1995).

ضروریة وبالإضافة إلى المورثة المرغوبة المراد نقلھا إلى النبات المحور، فإن مورثات أخرى

من بین .للتحویر الوراثي أیضاً تنقل بما فیھا المورثات المعلمة التي تتیح انتخاب الخلایا المحورة

npt(مورثة نیومایسین فوسفوترانسفیراز :مورثات الانتخاب الشائعة الاستخدام II( التي تضفي المقاومة

مورثة المقاومة لمبیدات الأعشاب ، و)مثل الكانامایسین وغیره(للمضادات الحیویة أمینوغلوكوزاید 

Miki(فوسفینوثریسین  & Mchugh. ونظراً لشكوك العامة المتعلقة بدخول ،لكن من جھة ثانیة.)2004

مورثات المقاومة للمضادات الحیویة في السلسلة الغذائیة، فإن ھناك اتجاه نحو تطویر طرائق لاستبعاد 

Hohnاب الخلایا باستخدام المضادات الحیویة مثل ھذه المورثات من النباتات أو تجنب انتخ et al.

2001)Zuo et al. 2002;.(
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تي بلاسمید في الأغروباكتریاـالمكونات /أجزاءشكل یبین

CODING SEQUENCEINTRON poly A signalPROMOTER

ON/OFF Switch Makes Protein stop sign

مورثات بكتیرية 
مقاومة للمضادات الحیوية

)التضاعف(منشأ النسخ 

Plant Selectable
Marker Gene

Plasmid DNA
Construct

LB, RB – left and right
borders (direct repeat)

LBالحد الیساري 

مورثة انتخاب في النبات
RBالحد الیمیني  

المحفز  المورثة المنھي 

المركب  البلاسمید

انترون

)الماشوب(المركب سمید ـبلاالمكونات /أجزاءشكل یبین

(Zhu 2000; Adrian et al. 2003; Barnum 1998; Chawla 2004; Nicholl 2002;
Phillip 1998 a,b,c ; Zaid 2001)

كیف یمكن تحویر النباتات وراثیا دون المرور باجراءات زراعة الأنسجة ھذه كلھا والتي ھي 

ناجحة في بعض الأنواع وأیضاً تدخل بشكل عرضي تغیرات غیر مرغوبة؟ 

انت وراء تطویر طریقة التحویر الوراثي للنباتات باستخدام سئلة المثارة ھذه وغیرھا كلأان ا

.مدفع قصف المورثات وھذا ما نتتناولھ الان
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استخدام مدفع الجیناتالتحویر ب.٢.٢.١.٣.٢

تم إیجاد المدفع الجیني كطریقة جدیدة للتقدم بالتحویر :خلفیة نظریة.٢.٢.١.٣.٢.١

لقد صممھ جون .دار الخلوي للحبوبجدخول البكتریا إلى الصعوبةالوراثي للنجیلیات بسبب

والذي جعل إدخال المادة ١٩٨٧سانفورد في جامعة كورنیل في الولایات المتحدة عام 

الوراثیة إلى خلایا النبات أسھل بكثیر من الطرائق السابقة كاستخدام الفیروسات أو 

دامات ویمكن استخدامھ على عضویات للمدفع الجیني مجال واسع من الاستخ.الأغروباكتریا

تلك التي كانت في السابق اً وخصوص،یرة وسلالات الخلایا البشریةمكثیرة مثل البكتریا والخ

التحویر لا.أو الخلایا الأولیةالتي لا تنقسم، صعبة أو مستحیل إحداث العدوى بھا مثل الخلایا 

مثل الأوراق أو :على أشیاء كاملةإنما أیضاً ،ینطبق فقط على العضویات وحیدة الخلیة

نھ لا أحیث ،ھ مفید بشكل خاص للكلوروبلاستإن.)دروسوفیللا والفئران(الحیوانات كاملة

لإدخال وفرت وسیلة مناسبة وھذه الطریقة ،یوجد بكتریا ولا فیروسات تعدي الكلوروبلاست

.دنا غریب إلى الكلوروبلاست

جة المستحدمة؟ما طبیعة الانس.٢.٢.١.٣.٢.٢

الاقراص (یمكن استخدام انسجة اي نوع نباتي مرغوب طالما یمكن تجدیده كخلایا النباتات 

حیث أن امكانیة التجدید اعتباراً من خلایا ، )جنة الغیر ناضجة من البدورلأالورقیة أو ا

نموھا بعد ویمكن للأجنة الغیر ناضجة ان تعطي ابیتات یمكنھا ان تتابع .معردة غیر محدودة

.قدفھا بالمدفع الجیني

كیف یعمل المدفع الجیني؟.٢.٢.١.٣.٢.٣

أي القصف أو القذف الحیوي biolisticالمدفع الجیني ھو جزء من طریقة تسمى بیولیستیك 

دنا إلى الخلایا المراد تحویرھا باستخدام قذائف دقیقة ـلاوھو وسیلة لإدخال ،لبیولوجيأو ا

دنا مصنوعة من الذھب أو التنغستین ـمغطاة بال)مع ضغط غاز الھلیوم(عالیة السرعة 

دنا الغریب المحمول على ھذه ـوبالتالي تمتص ھذه الخلایا ال،لتخترق الخلایا المستھدفة

وكذلك ،والخلایا ذات الجدران الخلویة،ي نسیجوتتمیز بأنھا یمكن استخدامھا على أ.القذائف

تسریع وو الذھبأنِ یستغفي جزیئات التننا دـوضع ال:وتشمل الطریقة.الأعضاء الكاملة

ومن ثم ،بضغط غاز الھلیومالخلایا والأنسجةِ اختراقالجزیئات إلى سرعةِ عالیة لتتمكن من 

ویشمل .اكتریاروبغفي التحویر بالاالمحورة كماالمستزرعات وإكثارانتخاب یتم إجراء 
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ةعملیوتتم ال..microcarrierللجزیئاتدقیقنبوب تسریع الغازَ وحامل أغرفة قذفِ، جھاز ال

:كما یلي

.تسریع الغازَ باستخدام مضخة تفریغأنبوبضمن )زئبقيملیمتر ٧٦٠-٦٦٠(الھواء فرغ ی-

لُ (تسریعِ الغازِ لكي یُمْلأََ بغازِ الھلیومِ لأنبوبالذي یَسْمحُ ویضغط على زرَّ النارَ - الھلیوم مُفَضَّ

الحوامل سُرَعَة أعلى إلى یعطي ، وھذا)ركبر بكثیأعلى الغازاتِ الأخرى لأنھ ینتشر بسرعة 

.(microcarriers)الدقیقة 

٢٢٠٠psi)k-٤٥٠عندما یصل الضغط بین - Paقرصِ التمزیقَ، إلى )١٥١٦٩-٣١٠٣

،microcarrierیمر الغاز المنبعث في طریقھ بـ .غازِ قویَّةِ اھتزازیُصدر موجة یَنفجرُ و

.والحاجز السمیكنا الذي یحمل جزیئات الذھب التي تحمل جزیئات الد

نا حاملِھ بسبب الصدمة وتقذف جزیئات الدعن macrocarrierالـفْصلُ ن، یَ الإطلاقبعد و-

واصل سیرھا التي تحمل الدنا تھب لذجزیئات اأي أن ،نحو الھدفَ في أسفل غرفةِ القذف

.وبالتالي تتم عملیة التحویر الوراثيوتخترقھاالأسفلالخلایا النباتیة في إلىوتصل 

ستخدم لنقل یأنویمكن ،صغر حجماً أوھو یحمل بالیدوتجدر الإشارة إلى وجود مدفع جیني أحدث 

.قل تعقیداً أالمورثات وھو 

.ستیمرجنة والمیلأنسجة سلیمة كالبذور واأنا إلىنقل الدأنھ یتیح ،المدفع الجینياستخدام ھم مزایا أومن 

تحویر وبالتالي إمكانیة ،نقل كل المورثاتیمكن باستخدام جھاز وحید ونفس البروتوكول كما أنھ 

.)الخمیرة(میتوكوندریا والالكلوروبلاستوتحویر التحویر النوويوكذلك ،بدائیات وحقیقیات النوى

كما ،الغریب في جینوم المضیف یكون بشكل عشوائينا اندماج الدفتتجلى بأن ،نیةأما سلبیات ھذه التق

.الكلفة العالیةوالحصول على نسخ مكررةو،نسبة ثبات التحویر منخفضةأن 

والقمح رزالأ:نذكرفي التحویر الوراثيفیھا استخدام المدفع الجیني نواع تم لأالناجحة ومن الأمثلة

.وغیرھارابیدوبسیس لأواوفول الصویا والبطاطاوالتبغ والكاسافاظوالقطن والباباوالشوفان

جزیئات الذھب المستخدمة في المدفع الجیني:أعلى الیسار
جزیئات التنغستین المستخدمة في المدفع الجیني:أعلى الیمین



وراثياً والأمان الحيوي في الأغذية والزراعةحول الكشف عن المواد المعدلةالإقـليمية  الدورة التدريبية

٢٠١٠حزيران  ٢٤-١٩-سورية-حلب-ايكاردا

١٥

قبل

بعد

كابح/غشاء حاجز

غاز الھلیوم

مخرج غاز 

التثبیت برغي

شاشة
نسیج 

شاشة توقیف

موجة الصدمة 

مكبس 

قرص كابتون 

ف دقیقذقا

مخطط یبین كیف یعمل المدفع الجیني المزود بقوة الھلیوم والذي یمسك بالید وذلك 
بدفع الجزیئات المغطاة بالدنا الى الأنسجة

مخطط كیف یعمل المدفع الجیني المزود بقوة الھلیوم والذي یمسك بالید وذلك بدفع الجزیئات :أعلى
الأنسجة إلىالمغطاة بالدنا 

مدفع جیني نظامي:أسفل

Biolistic PDS-1000/He System
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)القمح:مثال (الأنسجة تحلیل معاییر قذف الجزیئات لأمثلة نقل الـ دنا إلى .٢.٢.١.٣.٢.٤

دنا بقذف الجزیئات إلى فلقة ونسیج أزھار القمح وتقلیل تضرر الأنسجة ـلابغیة زیادة كفاءة تسلیم 

GUSغلوكورونیدیزالمستھدفة، تم تقییم المعاییر الرئیسیة من خلال دراسة التعبیر المؤقت للمورثة

، تركیز السبیرمیدین، يدنا البلاسمیدالمن ھذه المعاییر التي تم تحلیلھا، كمیة .في الأنسجة التي تم قذفھا

وجود أیونات الكالسیوم، تركیز كلورید الكالسیوم، كمیة جزئیات الذھب، حجم جزیئة الذھب، ضغط 

والتي ،وع الأوكسینسموزیة للأنسجة ونلأالتسارع، ضغط تفریغ الحجرة، مسافة القذف، الظروف ا

.كان لھا تأثیر واضح على التعبیر المؤقت للمورثة

لم یكن ھناك تغیر كبیر في مستویات تعبیر المورثة بیتا :كمیة الـ دنا البلاسمیدي-١.٤.٢.٣.٢.٢.١

لكن ،ملغ جزیئة ذھب٢میكروغرام دنا على ٢٠أو ١٠، ٥، ٢.٥ج من ترسیب تغلوكورونیدیز والنا

0.5ض كبیر في تعبیر المورث عند تركیز لوحظ انخفا μgدنا.

دنا على جزیئات الذھب ھي الخطوة الـإن ترسیب .الذھب/معاییر ترسیب الـ دنا -٢.٤.٢.٣.٢.٢.١

دنا التي الـدنا ھو الذي یحدد الكمیة الممكنة منالـونجاح ترسیب ،الأولى في عملیة قذف الجزیئات

تم تقییم تأثیر تغییر المستویات أو تركیز كل مكونات مزیج الترسیب واستكشاف .ستسلم للأنسجة النباتیة

دنا والتي الـبواسطة تجارب تسلیم GUSت تعبیر المورثة امعطیتتم إثبا.شروط الترسیب المختلفة

.دنا المترسب وغیر المترسبالـسمحت بتحدید كمیة 

أن كلورید الكالسیوم مطلب وجد.تركیز كلورید الكالسیوم وتركیز سبیرمیدین.٢.٢.١.٣.٢.٤.٣

ن مجال واسع من تركیز كلورید أوجد .دنا في الغسیلـعظم المفقدھوبغیاب،دناـأساسي لترسیب ال

إن .الأمثلھو مع كون التركیز الأخفض ،متماثلGusتعطي تركیز)مول١.٥-٠.٢(الكالسیوم 

أدى و.یوحي بالتأثیر السلبي لتركیز الملح العالي،مول٢عند تركیز ظالانخفاض في التعبیر الملاح

دنا ـوفقدان لاحق لل)غیر فعال(حضر الدنا والذھب إلى ترسیب غیر كاف ستسبیرمیدین في مـغیاب ال

بینما ،الي للمورثةیعطي تعبیر مؤقت مث،میلي مول١٦و٨وجد أن سبیرمیدین بتركیز بین .في الغسیل

80)أدى التركیز العالي منھ  mM) إلى انخفاض تعبیر المورثةGUS.

بولي ایثیل غلیكول %0.7لم یؤثر إضافة .غلیسرول و بولي ایثیل غلیكول.٢.٢.١.٣.٢.٤.٤

(MW الغلیسرول وبولي ایثیل غلیكول .دناالـلا على تعبیر المورثة ولا على ترسیب (1500

في ، بینما GUSحیث نشر أن كلاھما یحسن تعبیر المورثة  ،استخدما كعوامل ترسیب في تحویر الرز

.GUSدنا وتعبیر المورثة الـذین المركبین كان مفیداً لترسیب ھولا أي من ،تحویر القمح
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تراوحت كمیة جزیئات الذھب المطلوبة للتعبیر المؤقت .كمیة جزیئات الذھب.٢.٢.١.٣.٢.٤.٥

كبیر في التعبیر عند انخفاض ، لكن كان ھناك ةمیكروغرام لكل قذیف235إلى 29المثالي للمورثة من 

15)استخدام تركیز منخفض  μg). یمكن تفسیرھا من ،قل من الذھبلألتعبیر بالكمیات ااالھبوط في

لم تكن كافیة لحمل الراسب ذو ،ملغ من الجزیئات0.25والتي تبین فیھا أن ،دناـنتائج تجربة انحلال ال

5ـال μgوذلك لتخفیض ،من المھم تصغیر كمیة جزیئات الذھب المستخدمة للقذف.من البلاسمید دنا

نسجة غیر المقذوفة والأنسجة المقذوفة بكمیات لأأن اوحظ ل.الذي تعاني منھ الأنسجة المستھدفةرالضر

على أفضل من تلك المقذوفة بحمولات جزیئات أظھرت تجدد نموات أ،من الذھب وبضغط أقلأقل

.لاستجابة الضعیفة لزراعة الأنسجةاھذا التأثیر كان أكثر بروزاً في أصناف القمح ذات .وبضغط أعلى

حسب كل وحدة وزن، جزیئات .المصادر البدیلة وأحجام جزیئات الذھب.٢.٢.١.٣.٢.٤.٦

شركة منμm-0.4-1.2حملت دنا أقل من جزیئات ،بیورادشركة من μm-1.0الذھب 

Heraeus 0.6أو جزیئات-μmلإجمالیة اھذا یمكن أن یكون بسبب مساحة السطح .من بیوراد

لاختلاف الملاحظ لكن ا.و ممیزات سطح الجزیئةأدنا التي تمثلھا الجزیئات الأكبر ـالأصغر لترسیب ال

من تلك الحاصل حنتج وحدات تعبیر أوضأنموذجیاً ،من بیورادμm-0.6كان أن القذف بجزیئات 

ھذا ربما یكون .من بیورادμm-1أو جزیئات Heraeusمن μm-0.4-1.2علیھا من جزیئات

في ھمنوضوحاً ، فان تكتل الجزیئات أثناء الترسیب كان أقل μm-0.6مرتبط بملاحظة أنھ بجزیئات 

.من المتوقع أنھ یقلل ضرر النسیج،علاوة على ذلك، استخدام الجزیئات الأصغر.حال الجزیئات الأكبر

معاییر قذف الجزیئات.٢.٢.١.٣.٢.٤.٧

1100-650عند ضغط GUSلم یكن ھناك اختلاف كبیر في تعبیر المورثة .ضغط التسارع-١ psi ،

عدا عن التأثیر الواضح على عمق الاختراق .بینما انخفض التعبیر بشكل كبیر عند ضغط أعلى

فقد أدى استخدام ضغوط .، فان ضغط التسارع أیضاً لھ تأثیر مھم على انتشار الجزیئات)النفوذ(

1100-650)تسارع منخفضة  psi) إلى تغطیة مساحات أكبر بالجزیئات منھ بضغوطات التسارع

1300)لى الأع and 1550 psi). وأظھر التحلیل المیكروسكوبي أنھ عند ضغط قلیل، حدوث

.التعبیر كان متجانس التوزع وبكثافة أقل نسبیاً، وبالتالي یخفض صدمة القذف وضرر النسیج

عند الضغوطات العالیة، مساحة صغیرة من الأنسجة المستھدفة كانت مستھدفة بقوة، وبالتالي 

.نسجة عند الحواف، أظھرت حدوث تعبیر قلیل جداً تضررت، بینما الأ
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كان فعالاً بشكل PDS-1000/Heالمدفع /وجد أن تسلیم الـ دنا بالبندقیة :ضغط تفریغ الحجرة-٢

، بینما لم تسمح ضغوط التفریغ الأقل للجزیئات بالوصول إلى النسیج يانش زئبق28كبیر عند 

.الھدف

جد ثلاث مسافات یمكن تعدیلھا والتي تؤثر على تسلیم الجزیئات یو).الفجوة والھدف(مسافة القذف-٣

ruptureبین قرص التمزیق (، أعني مسافة الفجوة PDS-1000/Heالمدفع /باستخدام البندقیة

diskوالحامل الكبیرmacrocarrier( ،لكبیر امسافة سفر الحامل و) لكبیر وشاشة ابین الحامل

0.8مسافة الحامل الكبیر النظامیة ھي ).بین شاشة التوقیف وطبق الھدف(ومسافة الھدف )التوقیف

لكلا النوعین من الأنسجة اً مثالیاً مؤقتاً وجد أن ضم مسافات الفجوة والھدف والذي أعطى تعبیر.سم

5.5و 2.5كان )لفلقة والازھرارا( cmاھما أو كلا المسافتین إلى دت زیادة إحدأ.على التوالي

.GUSانخفاض كبیر في التعبیر المؤقت للمورثة 

عند تنفیذ قذفة واحدة أو قذفات GUSالـلم یكن ھناك اختلاف كبیر في تعبیر .القذف المتعدد-٤

القذفات المتعددة مفیدة بشكل رئیسي عندما یكون التسلیم .نسجة القمحأعلى )مرات٣-٢(متعددة 

/للتحویر الثابتوبالتالي غیر مرغوب ،لھدفاا غیر فعال، لكنھ یزید الضرر للأنسجة دنـالأولي لل

.المستدام

معاییر زراعة الأنسجة.٢.٢.١.٣.٢.٤.٨

الشروط الأسموزیة لأنسجة المستزرعات

0.18)%6زراعة أنسجة الفلقات على سكروز تحسن M) 9و% (0.27 M) بشكل كبیر التعبیر

0.09)%3بالمقارنة مع الأنسجة المزروعة على ،GUSللمورثة تالمؤق M)ولوحظت .سكروز

0.48)%9لزھریة المزروعة في ااستجابة مماثلة من الأنسجة  M)0.16)%3مقارنة مع ،مالتوز M).

لبضعة ساعات قبل نموذجیاً )تحلل بلاسمي/بلاسمولیزیز(سموزیة العالیة قصیرة الأجل الأالمعاملات 

تستخدم المواد و.یعتقد بأنھا تخفض تسرب السیتوبلازم من الخلایا أو الأنسجة الھدف،بعد القذفأو

لمانیتول والسوربیتول والبولي ایثیل غلیكول أو جمعھا مع ا:مثل،الأسموزیة غیر القابلة للاستقلاب

، عرضنا فلقات في طریقتنا.مول0.5مول إلى 0.25تتراوح من بعض بشكل شائع بمستویات أسموزیة

لعوامل اوجود ھذه .وأزھار القمح إلى مستویات سكر مرتفعة طوال فترة تخلیق الكالوس كاملة

وجد أنھا تحسن استجابة أیضاً ،)مالتوزمول 0.48مول سكروز،0.27(الأسموزیة القابلة للاستقلاب 

.الزراعة طویلة الأجل والتحویر الوراثي الثابت

(Adrian et al. 2003; Barnum 1998; Chawla 2004; Nicholl 2002; Phillip 1998 a,b,c ; Zaid 2001)
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.تحویل المعلومات الوراثیة من الـ دنا إلى النمط الظاھري.١.٣.١

ـحمض أو متعددة الخلایا في التخزن المعلومات الوراثیة في كل العضویات سواء كانت أحادیة

منقوصة الأوكسجین، یدخل على شكل نیوكلوتیدات ،)DNAدنا (النووي الریبي منقوص الأوكسجین 

وسكر خماسي منقوص )CوسیتوزینT، ثیمینG، غوانینAأدنین(في تركیب كل منھا أساس 

كنتیجة للكائن الحي، تحدد الخصائص الوظیفیة ھي التي لومات عھذه الم.الأوكسجین وحمض الفوسفور

Alberts)ھما النسخ والترجمة نیلعملیتین بیولوجیتین متتالیت et al., في الخطوة ).١شكل ((2002

ةنسخة واحد-مع استثناءین–ھذا الجزيء وحید السلسلة ھو .RNAرناـیتشكل ال-النسخ-الأولى

السكر الخماسي العادي رنا یحتوي على ـأن ھیكل ال:الأول ھوالاستثناء .دناـلسلسلة واحدة من ال

.دناـدیوكسي ریبوز في الـسكر منقوص الاوكسجین ن ا لعاً في تركیب الیوكلیوتید عوضالریبوز 

على الأساس البیریمیدني  رنا ـدنا یحتوي الثیامین في تسلسلھ، بینما یحوي الـأن ال:والاستثناء الثاني ھو

.في تركیب الیوكلیوتیدالیوراسیل

ورنا (rRNA)اسي ورنا الریب(tRNA)رنا الناقل :رنا ھيـتصنع ثلاث أشكال من العموماً، 

رنا ھذه كلھا ضروریة ـالأنواع الثلاثة من ال).٢شكل ((mRNA)أو ناقل النبأ الوراثي الرسول

فقط رنا الرسول والذي .أي الترجمة،البیولوجیة الأساسیة الثانیةالخطوة والذي ھو،لتصنیع البروتین

ـلناقل و الارنا ـلذي یحدد تسلسل الحموض الأمینیة للبروتینات، الاوكقالب لتصنیع البروتین ھمیستخد

فالمورثة ھي .البروتینلتصنیعللآلیة الوظیفیة ھي جزئیات مساعدة ضروریة كمكوناتباسي لریارنا 

الوراثیة اللازمة لتركیب السلسلة البروتینیة المكونة من تتالي ي یحمل المعلوماتذقسم من الـ دنا ال

حیث تقوم احدى سلسلتي الـ .یعمل دنا المورثة على تشكیل جزیئة رنا الرسول.محدد للحموض الأمینیة

ه الجزیئة بحیث تكون الأسس فیھا متممة للأسس الموجودة في سلسل الـ دنا الفعالة ذدنا ببناء ھ

sence.ا الرسول من النواة الى السیتوبلازم حیث یصبح على تماس مع الجسیمات الریبیة ینتقل رن

ویعادل عدد الحوض الأمینیة في .ي تبنى علیھ جزیئة البروتینذوالpolusomesمشكلاً معھا القالب 

وتتألف الشیفرة الوراثیة من تتالي .التي قرأھا الجسیم الریبيcodesسلسلة البروتین عدد الشیفرات

.لثلاثة أسس تسمى كودون

٣.١. ُ طرائق كشف وتحدید العضویات المعدلة وراثیا
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٢٠

.بروتینالدنا إلى الـ معلومات الوراثیة من ال.١شكل 

خیریتینلأا.صر بنیویة ومنظمة وناقلة وأنزیماتاللبروتینات وظائف مختلفة داخل وخارج الخلیة كعن

دات یبیاللا دور في تصنیع مكونات بنیویة أخرى للخلیة ذات وزن جزیئي عالي ھي مبشكل خاص لھ

وي سیتوبلازم الخلیة تجة لفعل العناصر البنیویة والأنزیمات، تحیكنت).سكریات متعددة(والبولي سكارید 

عوامل (مواد ذات وزن جزیئي قلیل وعالي ذوابة وغیر ذوابة والتي تعكس التفاعل بین الظروف البیئیة 

تساھم العناصر ).الخ...طور التمایز طور النمو، (والعوامل الخلویة الداخلیة )كیمیائیة وفیزیائیة

فان النمط ،لذلك.البنیویة والوظیفیة بالخواص الممكن قیاسھا بالخلیة والتي تدعى الأنماط الظاھریة

Knut))٢شكل (الظاھري ھو انعكاس مباشر للنمط الوراثي and Heller, 2006)

أ.ن.د/دنــــــا 

رنا الناقل  الریبوزوميرنا 

أ .ن.ر/رنا 

رنا الرسول

بروتین

أنمـــــاط مظھـــــریة 

دسم/لیبیدات مواد مذابةاستقلابمنتجات سكریات/كربوھیدرات

بروتینات بنیویة  بروتینات نقل   أنزیمات   بروتینات منظمة

دنا إلى أنماط ظاھریةـالمعلومات الوراثیة بالتحویل .٢شكل 
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٢١

ما ھي الكائنات المعدلة وراثیا؟.٢.٣.١

ھي العضویات التي غیرت فیھا المادة الوراثیة لیس بالطریقة التي الكائنات المعدلة وراثیاً 

.أو الاندماج الطبیعي/تحدث طبیعیاً بالتزاوج و

:یحدث التعدیل الوراثي على الأقل باستعمال الثلاث تقنیات التالیة

.دنا المأشوب باستخدام نظام النواقلالـتقنیات -١

التقنیات التي تتضمن النقل المباشر إلى العضویة للمادة الوراثیة الممكن توریثھا والمحضرة -٢

.ھاخارج العضویة والتي تشمل الحقن الدقیق والكبسولات الدقیقة وغیر

أو تقنیات التھجین حیث تشكل الخلایا الحیة مع )بما فیھ دمج البروتوبلاست(الدمج الخلوي -٣

التركیبات الجدیدة من المادة الوراثیة القابلة للتوریث من خلال دمج خلیتین أو أكثر بوساطة 

.الطرائق التي لا تحدث بشكل طبیعي

من الـ دنا من مصادر مختلفة إلى التركیب تتم التعدیلات الوراثیة بإدخال عدة أجزاء صغیرة

المرغوبةةالمعزولمورثة معالجة التتم ،وعموماً .النبات المراد تعدیلھ وراثیاً )مجین/جینوم(الوراثي 

Geneاعبر وراثیاً عن نفسھبحیث ت Expression. ولذلك یتم تركیب ما یسمىgene construct

mRNAوتكوین النفسھمورثة أي نسخ ال،وراثيالتعبیر الیتم بحیث یمكن أن أو المورثة الكیمیریة

شكل ال(مرغوبة الصفة الالبروتین اللازم لإظھار صنیع توبالتالي ،یتم ترجمتھ على الریبوزوماتالذي 

.)Phenotypeمظھري ال

:ھيمن ثلاثة مناطقمورثة الهتكون ھذتیجب أن 

Promoterحفز متسمى ال:المنطقة الأولى- Sequenceتساعد في تحدید توقیت التيھي و

أي ا،نفسھمورثة فرة للیفھي بمثابة ش، )أین تعمل(ھاوموقع تعبیر)متى تعمل(مورثة عمل ال

.)ابدأ من ھنا(تبدأ في نسخ الرنا الرسول أین من اتقول لھتحدد و

شفره تتحمل معلومات تحدد طبیعة البروتین الذي يھي منطقة التشفیر وھ:المنطقة الثانیة-

structureمورثة ال gene

Ploy(دننةلأمنطقة تعدد ا:المنطقة الثالثة- adenylation(poly- Aنھاء، وھي لإأو ا

RNAالرسول mRNAالمسؤولة عن إنھاء عمل نسخة الـ  transcript Messenger على

).ھنايأنھ(أنھي عملیة النسخ ھنا الوجھ الصحیح، وكأنھا تقول للمورثة
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:من العناصر التالیةنموذجیاً )٢شكل (یتألف مركب المورثة  ولذلك 

المدخلة في النبات /یعمل كمفتاح تشغیل وإغلاق لمتى وأین تعمل المورثة المعدلة:المحفز-

.العضویة المستقبلة/

.خاصیة معینة/تشفر لصفة ):المورثة البنیویة(المدخلة /المورثة المعدلة -

.المعدلة/یعمل كشارة توقف لنسخ المورثة المدخلة :المنھي-

المورثات المعلمة من أجل التمییز بین الكائنات المعدلة وغیر المعدلة وراثیاً أثناء تطویر -

.المحصول

.لإدخالبقایا مادة الـ دنا من بلاسمیدات ا-

.المكونات الرئیسیة للإدخال والتعبیر الناجح ةتمثیل مبسط للمورثة المركبة والمحتوی.٢شكل
(after:.http://www.colostate.edu/programs/lifesciences/TransgenicCrops/how.html#breeding;Lubeck 2001).

.لتحالیل الكشف عن التعدیل الوراثيالـ دنا والبروتین والنمط الظاھري كأھداف .٣.٣.١

 ُ والتي تم تعدیلھا بالطفرات الطبیعیة أو بالھندسة الوراثیة، فان فیما یخص الكائنات المعدلة وراثیا

لحصول علیھا على كل مستویات عملیة تحویل االمعلومات حول النمط الوراثي للكائنات یمكن 

،رناالـوعلى مستوى ،دناالـخواص بنیویة ووظیفیة، على مستوى /المعلومات الوراثیة إلى صفات

.یةعلى مستوى المواد الخلویة غیر الحمض النووي وغیر البروتینین، ووعلى مستوى البروت

لتي یمكن استخلاصھا من الكشف على مستویات ربما تتباین الاستنتاجات حول التعدیل الوراثي او

:توضیح ذلك بثلاثة أمثلةنیمك.مختلفة بشكل كبیر

خلایا سلالة بكتیریة والتي ھي بشكل طبیعي غیر قادرة على تفكیك النشاء واستخدام أجزاء -١

النمو على النشاء كمصدر "السكر للنمو بسبب عدم وجود أنزیمات مناسبة لھا نمط ظاھري 

قل لأالخلایا یجب أن یكون لدیھا على ا–ما ھذا الاستنتاج ھو دقیق نوعاً ".ربونوحید للك

ھذا یثبت أن مورثة جدیدة قد أدخلت إلى .المفكك للنشاء المفرزمللأنزیمورثة واحدة تشفر
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یمكن كلھا أن تخدم  ،لرسول، أنزیم التفكیك ومنتجات تفكیك النشاءاالمورثة، رنا .الخلایا

.أن یعتمد علیھا اختبار الكشفكمواد یمكن 

نباتات فول الصویا والتي ھي بشكل طبیعي حساسة لمبید عشبي معین ھي مقاومة لذاك المبید -٢

فالنباتات امتلكت كنتیجة للھندسة الوراثیة المورثة التي تشفر .تفسیرات مختلفة محتملة.العشبي

ات تلقائیة ذاتیة بحیث أصبحت إما للأنزیم المفكك للمبید العشبي، أو أن النباتات خضعت لطفر

المبید العشبي إلى النبات أو غیرت الھدف للمبید العشبي ضمن الخلایا صتحول دون امتصا

لاستبعاد احتمال الطفرات الذاتیة، یوجد خیارات مختلفة لإثبات أن التعدیل الوراثي .النباتیة

المورثة التي تشفر للأنزیم، رنا الرسول المنسوخ من المورثة، البروتین الناتج من .ممكن

تجات تفكیك المبید العشبي الخاصة بالأنزیم المستخدم یمكن كشفھا تعبیر المورثة أو من

.بالاختبارات المناسبة

خلایا سلالة البكتریا التي ھي قادرة بشكل طبیعي أن تنمو على اللاكتوز كمصدر كربون وحید -٣

تفسیرات .تتحول إلى نمط ظاھري سلبي لللاكتوز، أي أنھا لیست قادرة على استخدام اللاكتوز

فیھا خلل في -من خلال الھندسة الوراثیة أو طفرة تلقائیة–فالبكتریا اكتسبت .فة محتملةمختل

المورثات التي تشفر للبروتینات الناقلة لللاكتوز أو في المورثات التي تشفر للأنزیمات 

نظراً لأنھ لا یوجد منتجات تفكك أو بروتینات أو رنا .الضروریة لاستقلاب اللاكتوز أو السكر

ل خاصة من أجل التحلیل، فان الطریقة الوحیدة لاستبعاد الطفرة التلقائیة ھي تحلیل موقع رسو

.المورثة المحتمل بتأثره بواسطة التعدیل الوراثي

عند تصمیم اختبارات للكشف عن التعدیلات المدخلة بالھندسة الوراثیة، فان موثوقیة الاختبارات یجب 

، تحدید ٢لكن في المثال ،مقنعاً النمط الظاھري ربما یكون اختباراً ، تحدید ١في المثال ف.أن تدرس

نزیمات أالنمط الظاھري لیس ذو قیمة، فالاختبار الموثوق یجب أن یعتمد على منتجات تفكك معینة أو 

، فقط الاختبارات المعتمدة على تحدید تسلسلات دنا ٣في المثال بینما .معینة أو رنا الرسول أو دنا

.التي تعطي نتائج موثقةمعینة ھي

الانحلال أو التفكك الذي یحصل بالمعلومات الوراثیة أثناء التحول إلى خواص بنیویة أو وظیفیة 

دنا ھي ـنسخة كاملة من ال1:1العملیة البیولوجیة الوحیدة الناتجة في .یجب أیضاً أن یؤخذ بالحسبان

دنا غیر ـومناطق ال).٣شكل (دنا المنسوخة ـنسخة من مناطق ال1:1النسخ عادة ینتج .التضاعف

في الكائنات الراقیة، النسخة علاوة على ذلك، وخصوصاً .رناـعلى مستوى الالمنسوخة لا تظھر أبداً 
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٢٤

ـالأولیة المنتجة بخطوة النسخ ربما تتغیر بعملیة تحریر والتي یحذف فیھا تسلسلات معینة من نسخة ال

.ثناء الترجمة، تفقد أو تبھم معلومات إضافیةأ.لتشكل الرنا الرسول الحقیقيرنا الأولیة تدعى انترونات 

كما ھو أثناء عملیة النسخ، فقط جزء من رنا الرسول :أنھوھذا یمكن أن یكون لھ عواقب عدیدة ھي

طار ذو ثلاث كما أن الإ."إطار القراءة المفتوح"لمترجمة تدعى االمناطق .یترجم إلى بروتین

ثلاثة نیوكلوتیدات من أربعة .ضروري لتشفیر لحمض أمیني واحد)كودون(دات رنا الرسول نیوكلیوتی

حمض أمیني تستخدم لتصنیع البروتین، ٢٠ونظراً لأنھ فقط .اً مختلفاً تركیب٦٤تعطي احتمال تشكیل 

نھا رجنین كل مأسیرین، لیوسین، و:الحموض الأمینیة.فان عدة كودونات تشفر لنفس الحمض الأمیني

فان تسلسل ،لذلك.احدوفقط المیثونین والتربتوفان تشفر كل منھا بكودون .تشفر بستة كودونات مختلفة

.رنا الرسولـالحمض الأمیني للبروتین ھو مناسب جزئیاً لاستنتاج التسلسل النیوكلیوتیدي لل

ون إزالة جزء من أحد نتائج ھذه العملیة ربما یك.بروتینات كثیرة، تخضع لعملیة بعد الترجمة

نتاج أي معلومات وراثیة على تسلسل رنا الرسول أو تومن الواضح أنھ لا یمكن اس.لي ببتیدوسلسلة الب

رنا والبروتین ـبینما یسمح تحلیل تسلسل ال.جزاء المزالة من البروتین الناضجدنا من الأـتسلسل ال

لیبیدات، كربوھیدرات، (الأخرى للخلیة دنا، وتحلیلات المكوناتـببعض الاستنتاجات حول تسلسل ال

على الرغم .دناـنماط ظاھریة لا تعطي أي شارة حول تسلسل الأو)٣شكل (نواتج استقلاب ومحالیل، 

لا یتحصل على فانھ كما ھو مبین أعلاه، ربما تشیر إلى وجود تعدیل وراثي، ،أن مثل ھذه التحالیلمن 

الھدف المثالي لكشف التعدیلات المھندسة يءوبذلك، فان الجز.معلومات حول الطبیعة الحقیقة للتعدیل

ـوھذا صحیح لأن معظم الطرائق التحلیلیة الحساسة والسریعة القویة ھي متوفرة لل.دناـھو الوراثیاً 

ھ فقط على مستوى یإدخال مورثة غریبة إلى دنا عضویة ما یمكن أن یكشف بشكل واضح لا لبس ف.دنا

طالما أن الأنزیم لم .تي ربما یكون نتیجة تلوثاوجود أنزیم بكتیري في مستخلص نب،مثلاً .دناـال

یتعرض للتغییر بعملیات بعد الترجمة خاصة للبكتریا أو للنباتات، فان البروتین نفسھ سوف لن یظھر ما 

ي تركیب ناقل، المورثة المطابقة والتي تم استنسالھا ف.إذا قد تم التعبیر عنھ في النبات أو في البكتریا

نھا محاطة بتسلسلات تحدیدھا كمورثة غریبة لأوالمحورة إلى النبات ومدمجة في دنا النبات یمكن دائماً 

لذلك، الاختبار الذي یستھدف مواقع التحام تسلسل .دنا والتي لا تحیط بھذه المورثة في الحالة الطبیعیة

ـأي تسلسلات ال،یھ ناتج عملیة الھندسة الوراثیةدنا بمناطق مختلفة یحدد بشكل لا لبس فالــاثنان من 

.دنا المأشوب ولیس في أي مكان أخرـدنا الغریب والموجودة حصراً في تركیب ال
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٢٥

عملیة الكشف عن المواد المعدلة وراثیاً ومشتقاتھا الجزیئیةطرائق وخطوات.٤.٣.١

:بكشف إماالمواد المعدلة وراثیاً وتعریف یمكن فحص 

دناالـلمدخلة على مستوى االمادة الوراثیة -

.رنا الرسول المنسوخ من المورثة المدخلة الجدیدةالـ-

البروتین الناتج-

النمط الظاھري-

باستخدام تقنیة التفاعل دنا ـتعتمد على تضخیم تسلسل محدد من ال:دناـالطرائق المعتمدة على كشف ال-

وان أحد أكثر التقنیات الشائعة التطبیق لإثبات وجود الـ دنا أو الـ .بي سي أر"البولیمیرازي يالتسلسل

.رنا/رنا ھي الرحلان الكھربائي عبر ھلامة الأغاروز، وھي التقنیة التي تتیح تقدیر كمیة وحجم الـ دنا

ا تقطع القطعة  المضخمة بالـ ھذا یمكن بالنھایة أن یترافق مع ھضم بالأنزیمات المحددة والمعروفة بأنھ

.بي سي أر إلى قطع ذات أحجام محددة

رنا ورنا مصنع أو جزيء دنا ـالتعتمد على ارتباط معین بین جزيء:الطرائق المعتمدة على الـ رنا-

.رناـھذا البادئ یجب أن یكون متمم لتسلسل نیوكلیوتیدي عند بدایة جزيء ال).یسمى بادئ(مصنع 

.دناـوالنتیجة ھي جزيء نظامي مضاعف السلسلة مماثل لل

.تعتمد على ارتباط معین بین البروتین والجسم المضاد:طرائق الكشف المعتمدة على البروتین-

وفي اختبارات الكشف عن المواد المعدلة .الجسم المضاد یتعرف على الجزيء الغریب ویرتبط  معھ

ھذه التقنیة تسمى اختبارات .المركب المتحد یمكن كشفھ على التوالي في تفاعل لوني،ًوراثیا

لمضاد المطلوب لكشف البروتین یمكن تطویره االجسم ).الیزا(الادمصاص المناعي المرتبط بالأنزیم 

أو یمكن نفسھ،ھذا البروتین یمكن أن ینقى من الكائن المعدل وراثیاً .بدون الوصول إلى البروتین النقي

Holst-Jensen).أن یصنع في المخبر إذا عرف تركیب البروتین بالتفصیل 2001, Lubeck 2003,

Arvantoyannis 2003)

تعتمد على كشف النمط الظاھري الناتج مثل تحمل مبید :النمط الظاھري كشفطرائق معتمدة على-

.عشبي
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أو مشتقاتھا في التحلیل لوجود مواد معدلة وراثیاً عملیة وبغض النظر عن طریقة الكشف المتبعة، فان 

:المواد الغذائیة ھي حسب الخطوات التالیة

.أخذ العینات من المادة المراد تحلیلھا-١

.إجراء تجانس للعینة-٢

.بروتین،رنا، دناالـعزل وتنقیة -٣

.موجود أو لاالتحلیل لتحدید ما إذا الجزيء الناتج من مادة معدلة وراثیاً -٤

.ف الجزيء المكتشفتعری-٥

.الموجودة في العینةتحدید كمیة المادة المعدلة وراثیاً -٦

تفسیر تحالیل النتائج، مبینا أیة شكوك مترافقة مع النتیجة مثل عدم الدقة الإحصائیة -٧

والعوامل المحددة للطریقة، وغیر ذلك 

(Holst-Jensen, 2001; Lubeck, 2001; Bonfini et al, 2002 ; VanDuijn et al, 2002

and Arvantoyannis, 2003).
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الطرائق المعتمدة على الـ دنا لكشف التعدیلات الوراثیة .٤.٣.١.١

لخام بما فیھا المكونات والمنتج النھائي افي المواد یعتمد كشف وتحدید كمیات الكائنات المعدلة وراثیاً 

.لى النباتاتإلتدنا التي أدخـللبحث عن تسلسلات ال"بي سي أر"ـ دنا باستخدام ا لـعلى كشف ال

المخطط  العام للاختبار .٤.٣.١.١.١

دنا في عینات المواد ـبالاعتماد على الالغربلة والكشف وتحدید كمیة المواد المعدلة وراثیاً طرائق تتبع 

بي ـدنا، التضخیم بالـأخذ العینات، استخلاص ال:دنا التسلسل التاليـلاتقنیات مالغذائیة والعلفیة باستخدا

ومن الواضح أن كل خطوة من ھذه ).٤شكل (لعلمي للنتائج الكشف، تحدید الكمیة والتقییم اسي أر، 

.تطلب معاملة أولیة بشكل منفصلتلمواد المعقدة بشكل كبیر ربما االخطوات لھا عوامل محددة، لكن 

ار المناسب للطرائق الموثقة حسب البروتوكولات المعتمدة یلنھائي مرتبط مباشرة بالاختاستنتاج لاا

منشورةعدیدة وھناك دراسات مرجعیة .عالمیاً 

(Kuiper, 1999; Anklam et al., 2002 and Holst-Jensen and Berdal, 2004).

استخلاص دنا 

اختیار المورثة وتضخیمھا

التحدید الكمي وطرائق الكشف 

القرار /تقییم النتیجة والحكم 

العینات أخذ

محاصیل غذاء
عینات حیوانیة علف 

دم، لحم،    (
)حلیب،،بیض، روث

)یذ، خبز،بیرة، نبجبنة(غذاء مخمر

)، سكرلیستینزیت، (غذاء مصنع 

)منكھاتأنزیمات، فیتامینات، (غذاء مضافات

لعینة حتى امن جمع یبین الخطوات الرئیسیة بدءاً الكائنات المعدلة وراثیاً مخطط عام لتحلیل -٤شكل 

وبالنھایة تثبت بإجراء تجارب عالمیة ،كل من ھذه الخطوات یجب أن تقیم بالتفصیل.الحكم النھائي

على أساس أنھا من حیث المبدأ تقدم وسائل )تنشر(الطرائق المخبریة الإلزامیة تحرر .بجھود مكثفة

.ة لكشف التعدیلات الوراثیة في الغذاء والعلفموثق
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إجراءات أخذ العینات.٤.٣.١.١.٢

ً الـشرط أساسي لتحلیل ھم إن أ .دنا اللاحق ھو أخذ عینة ممثلة والتي تضمن استنتاج دقیق إحصائیا

لضروري تطویر خطط ا، فانھ من عدم التجانس الكبیر بالمواد الغذائیة المتنوعة جداً /بسبب التباین

Gilbert).خاصة لأخذ العینات  اللاحقة تكون ةكنتیجة منطقیة، فان نتیجة الطرائق التحلیلی(1999

، ھناك طریقین محتملتین للمناقشة وكلاھما لا بد أن تؤدي إلى غالباً .جیدة بقدرجودة نوعیة أخذ العینات

:عینات وھماالخذ لأخطط مناسبة وضع 

ثم أخذ عینات فرعیة منھا أوتشكیل عینة كبیرة 

.إیجاد عینات متعددة

وكذلك الوقت لذي ،بالإضافة إلى ذلك، حجم الجزیئات وتوزع المادة الخام یجب أن یؤخذ بعین الاعتبار

.تؤخذ بھ العینات أثناء عملیة الإنتاج

بیرة عند تداول اتخاذ احتیاطات فیزیائیة كمما یستلزم ویجب الانتباه جیداً للحیلولة دون حدوث تلوث 

بدءاً من أخذ العینات وحتى التحلیل المخبري، فانھ یجب استبعاد الایروسول.المادة المھندسة وراثیاً 

من وجھة نظر عملیة، یجب توفر مواد .والأدوات والمواد المستھلكة الملوثة/بخار ضبابي، غبار/

Btمثلاً، الذرة (مرجعیة حقیقیة للمورثات المنتخبة  الرغم من ضرورة تطویر معاییر على،)176

تتوفر لكل كائن معدل وراثيً ولكل مادة غذائیة وغذاء مصنع ندنا والتي یجب أـدولیة وإجراءات لل

.افرادیاً 

استخلاص وتنقیة الـ دنا.٤.٣.١.١.٣

دنا  في كل كائن، فان كل المواد المھندسة وراثیاً ستعرف ما ةبالاستفادة من میزة وجود المادة الوراثی

لذلك یجب .دنا الممكن استخلاصھ موجود وتسلسل المورثة المقصودة معروفـال)بقایا(إذا فضالة 

إن عزل .مواد من مصادر متنوعةاتدنا من عینـدراسة تلاؤم الطرائق المختلفة لاستخلاص وتنقیة ال

من عینات من مصادر مختلفة ھو الخطوة المفتاحیة الأولى ل بالكائن المعدل وراثیاً وتنقیة الدنا المحمو

فان إجراءات الاستخلاص الفردیة التي تؤدي إلى إیجاد طریقة تنقیة ،ومن ھنا.في الإجراءات ھذه كلھا

أو تعامل /ونموذجیاً، تفرق العینات میكانیكیاً .من العملیةلمجال متنوع من المواد یشكل جزءاً حیویاً 

، مواد منظفة، أنزیمات )فینول، كلوروفورم(دنا بمساعدة المركبات العضویة ـبالأنزیمات لحل ال

.والأملاح المختلطة)proteaseوالأنزیمات المفككة للبروتیناتRNAseرنا ـالأنزیمات المفككة لل(

إلى ذلك، الإجراءات العالیة الدقة بالإضافة.دنا یؤدي إلى تركیزه وتنقیتھـحق بالكحول لللاالترسیب ال
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،)المغناطیسیة(یمكن أن تستفید من تبادل الأیونات وكروماتوغرافیا السیلیكا والجزیئات الزمریة الجاذبة 

حموضة الأملاح وظروف مذیبات عضویة لوض النوویة في مجال ضیق مبالحوالتي ترتبط انتقائیاً 

طرائق الاستخلاص .دنا ضمن نفس الخرطوشةـشیح المحددة، وبالتالي تمكن من التقاط وغسیل وتر

دنا ـھذه والتي یمكن تبنیھا واعتمادھا للتطبیقات الآلیة الروتینیة، تعطي طریقة عملیة قیاسیة جداً لتنقیة ال

من جھة ،لكن).دناـمع تلوث عرضي قلیل وتباین منخفض بالعینات الفردیة مماثل لنقاوة وتجانس ال(

ثانیة، ھذه الطرائق یجب أن تختار بحیث تكون مناسبة للحصول على دنا عالي النوعیة نسبیاً على 

دنا فیھا ـفي الحقیقة، ھناك عدد من الحالات والتي كان استخلاص ال.الرغم من الكمیة القلیلة أحیاناً 

قد تم تجاوزھا بنجاح باستخدام زیت فول الصویا، :مواد ذات مشاكل، على سبیل المثال:مثال(محدوداً 

إجراءات فردیة خاصة تم وضعھا للعینات الصعبة 

(Pauli et al., 1998 and Gryson et al., 2002; Querci et al, 2006).

طرائق تضخیم الـ دنا .١.٤.٣.١.٤

الكیفي التقلیدي"بي سي أر"التفاعل التسلسلي للبولیمیراز .١.٤.٣.١.٤.١

لمراقبي الغذاء ھو التوفر المحدود في مادة العینة للجزیئات الھدف بالنسبة ةالمتكررمشكلة ال

یمكن ،دنا ذات التوفر القلیلـعند إجراء طریقة الاستخلاص الأساسیة، فان مادة ال.المراد تحلیلھا

.طبیعیاً انتقائیة والتي تستفید من تضاعف الحمض النووي الذي یحدثاغناؤھا بإدخال تفاعلات تضخیم

لنوویة الممیزة مما یمكن من تعریف االھدف من ھذه الطریقة ھو تجمیع الكمیات القلیلة من الحموض 

.حدید الكمیةتو

karyمن قبل كاري مولیز ١٩٨٥عام "بي سي أر"تم تطویر التفاعل التسلسلي للبولیمیراز 

B. .Mullis،بي سي ر أكثر ـا ل.دناـسلات الانھ جھاز بسیط لكنھ فعال لكشف كمیات دقیقة من تسل

.لكشف وتحدید المواد المعدلة وراثیاً ق انتشاراً ائالطر

DNAان مبدأ التفاعل التسلسلي البولیمرازي بسیط جداً فھو یعتمد على عمل أنزیم النسخ 

polymerase حیث أن ھذا الأنزیم قادر على تركیب جزیئة مضاعفة من الـ دنا من القالب أو النسخة

الأصل من الـ دنا في الدورة الأولى من المضاعفة، وھذه الجزیئة تصبح القالب الثاني لدورة أخرى من 

كن من جزیئة وعلیھ فانھ یم.النسخ، ویسمح ذلك بتكرار النسخ بزیادة أسیة في منتجات الـ دنا المتراكمة

بوساطة ھذا التفاعل )الجزء المراد مضاعفتھ(دنا مفردة الحصول على ملایین النسخ من الـ دنا الھدف 

:وعموماً، تتضمن دورة التفاعل الواحدة ثلاث دورات أساسیة ھي.خلال ساعات قلیلة

م°٩٥على درجة  .د٥دورة واحدة لفصل سلسلتي الـ دنا لمدة -
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:كل منھا مندورة تتألف ٤٠-٣٥-

م°٩٥ثانیة لفصل سلسلتي الـ دنا على درجة ٣٠-أ

٦٨-٥٥لارتباط البادئة مع الـ دنا القالب عند درجات تتراوح  بین واحدة ثانیة -ب

م°

م°٧٢لتركیب السلسلة الجدیدة عند درجة واحدةدقیقة -ت

م°٧٢دقائق عند درجة ١٠دورة واحدة لمدة -

من جزیئة واحدة من الـ ، فDNAالتفاعل التسلسلي للبولیمیراز تقنیة تسمح بمكاثرة قطعة محددة من الـ ف

DNA تنسخ الملیارات من الجزیئات المتماثلة، وتتمثل التقنیة باستخلاص وتنقیة الـDNA ثم مكاثرة ،

یث تمكن التقنیة من ح.المدخلة إلیھ، والكشف عن المنتج المكاثر والتأكد منھ)المورثة(القطعة 

على أساس الخواص الفریدة للأنزیم تاغ بولیمیراز الثابت حراریاً دنا مخبریاً ـالمضاعفة الأسیة لل

Thermosوالذي یستخلص من البكتریا المحبة للحرارة  aquaticus والتي تعیش في الینابیع

حیث أنھ لا یوجد حاجة ،بي سي أرـلءات ا اتاغ بولیمراز یعني أنھ یمكن أتمتة إجرـلااستخدام .الحارة

نزیم حساس أكما ھو الحال عند استخدام ،دناـلإضافة بولیمیراز طازج جدید بعد كل خطوة تفكیك لل

تلتحم على قالب دنا مفرد /ي تتھجنتوال)بادئات(إن تعرف اولیغونیوكلیوتیدات قصیرة محددة .للحرارة

دنا المحددة مسبقاً ـء الاجزلأدنا والتضخیم الانتقائي ـلوحید السلسلة یؤدي إلى التضاعف اللاحق ل

البادئات .دنا الثنائي السلسلةـعملیاً، بادئتان ضروریتان، بادئة لكل سلسلة من سلسلتي ال).٥شكل (

التسلسل المستھدف، ولذلك فان معلومات التسلسل مطلوبة عندما نرید بدایة حدود یجب أن تكون على 

تبین حدود المنطقة )قلیلة النیوكلیوتیدات(البادئات الأولیغونیوكلیوتیدیة .ائي محددإجراء تضخیم انتق

دنا بین البادئات باستخدام كل الأربعة دیوأوكسي ـدنا بولیمراز یكاثر الـد تضخیمھا والالمرا

).dGTP,dATP,dCTP,dTTP(وھيوالتي تضاف في أنبوب الاختبارریبونیوكلیوزیتید ثلاثیة الفوسفات

.ھي تتابع نیوكلیوتیدي قصیر مكمل للنھایة المعاكسة من التتابع الطرفي للـ دنا الھدفprimerوالبادئة 

ولذلك یتم بدءاً من ھذه النقطة عملیة ،في الموقع الھدف)المكمل(ترتبط ھذه البادئات الى التتابع المتمم 

جزیئة الـ دنا باتجاھین متعاكسین كما یتم تركیب شریطي .amplificationالمضاعفة أو التضخیم 

تتم المضاعفة الفعلیة ).القالب(ومن نقطة تتابع الأخرى على الشریط الأصل )٣الى ٥دائما بالاتجاه (

لأیة منطقة من جزئیة الـ دنا بوساطة اختیار تتابع محدد كبادئات عند كل من طرفي المنطقة الھدف وذلك 

للقطعة الھدف حیث یتم تصمیم بادئات متخصصة من أجل مضاعفةاعتماداً على التتابع النیوكلیوتیدي

وھو جھاز یمكن ،بي سي أر بجھاز التدویر الحراريـ ا لتفاعل یتم ، عموماً و.تلك القطعة المحددة
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خاصة الفنیة الالدقیقة تافصاومال.برمجتھ للتغیر بشكل سریع من درجة حرارة ما إلى درجة أخرى

فھناك دراسات شاملة نشرت من قبل .لانتشار موصوفة في العدید من المنشوراتااسعة وقنیة تلھذه ال

Innis et al. Rapleyو (1990) بالتتابع یؤدي إلى )دورة٤٠حتى (ة دتنفیذ دورات عدی.(1998)

,CryIAمثلاً (دنا المرغوب ـء اليتراكم أسي لجز pat, 35S(ـإلى حد الكمیة الممكن كشفھا في ناتج ا ل

.)أمبلیكون(سي أر المقصودبي 

من الدنا )مثلاً المورثة المھندسة وراثیاً (بھذه الطریقة، یصبح ممكن تضخیم كل مورثة مرغوبة 

یتم التأكد ،بي سي رـ تخصصیة ا لو)الامبلیكون(بعد التضخیم، الناتج .المستخلص بالشكل المناسب

:ربعة طرائق شائعة ھيأمنھا بواسطة 

بي ـمع ناتج ا ل)مثل ایثیدیوم برومید(الكھربائي الذي یتم فیھ تداخل صبغة معینة الرحلان -١

.المضاعف السلسلة)دنا(سي أر 

.لفصل بالرحلان الكھربائياالھضم بالأنزیمات المحددة ثم -٢

Southernلطخة ساوثرن -٣ blotting بوساطة مسبار تھجین خاص بالھدف باستخدام إما

.مشعمادة مشعة أو تعلیم غیر

دناسلسلة الـ /دناـلدقیق للاتحدید التسلسل -٤

للدنافك السلسلة الثنائیة 

التحام البادئات 

استطالة كل بادئة 
بواسطة الـ دنا بولیمراز 

تكرار الدورات الثلاث  

)عدد الدورات(=ن٢عدد الجزیئات الناتجة  

:تتألف الدورة من ثلاث خطوات ھن.المخطط العام للـ بي سي أر.٥شكل 
فك السلسلة الثنائیة للدنا المستھدف بالفصل الحراري لروابط الھیدروجین بین أزواج القواعد، .أ

الأمامي والعكسي تلتحم بمتمماتھا من السلسلة المفردة من الـ دنا، نالبادئات بالاتجاھی.ب
استطالة كل بادئة بواسطة الـ دنا بولیمراز الثابت بالحرارة مما ینتج سلسلة دنا مضاعفة /امتداد .ت

كل دورة تالیة نظریاً سوف تضاعف العدد الأولي لجزيء الـ دنا، وبالتالي تمكن من .جدیدة 
.جزيء الـ دنا الأولي الذي تم البدء بھالزیادة الأسیة ل
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المحفز، المورثة :لمدخلاي جزء من المركب أبي سي أر لكشف ـیمكن تصمیم اختبارات ا ل

باستخدام لغربلة الكائنات المعدلة وراثیاً بي سي أرـیمكن استخدام ا ل.البنیویة، أو المورثة المعلمة

، على سبیل غلب الكائنات المعدلة وراثیاً أالتي تحتویھا بادئات تتعرف على العناصر المھندسة وراثیاً 

لتدرن امن بكتریا nosط الشائع الاستخدام والمنھي یمن فیروس موزاییك القرنب35Sالمثال، المحفز 

التاجي 

(Weijdeven 2003; Lubeck 2003; Somma and Querci 2001; Grandillo and Fulton

2002, Abdul Kader et al. 1999, 2003, Alassad, 2009).

.بي سي ر الكیفيـخرى في الأوبالتعاقب، یمكن استخدام بادئات 

:في الحقیقة، ھناك ثلاث استراتیجیات لاختیار الھدف المناسب ھي

، 35Sالمحفز (كشف العناصر الوراثیة الشائعة الوجود في الكائنات المعدلة وراثیاً -١

مسح عام /وھذا یدعى غربلة ).nptII، مورثة المقاومة للكانامیسین nos، المنھي nosالمحفز

.للكائنات المعدلة وراثیاً، ویسمح بكشف وجود أو غیاب الكائنات المعدلة وراثیاً 

لھدف اكون یدنا یمكن أن ن، أي منطقة الوصل بین قطعتین لجزیئيكشف مركب مورثة معی-٢

.لكشف محدد لمركب وراثي معین

قطعة اتصال (لاندماج الاتصال بموقع ا، أي حد منتج معین معدل وراثیاً /كشف محصول-٣

معدل وراثیاً عینیمكن أن تستخدم لكشف معلومات لمحصول م،)تاالنبجینوم المركب ب

.(Holst-Jensen 2001, Lubeck 2003)

المتعدد "بي سي أر"طرائق الكشف المعتمدة على الـ  .١.٣.٤.١.٤.٢

وكشف عدة تسلسلات دنا مستھدفة ةیمكن غربل،بي سي أر المتعددـبالطرائق المعتمدة على ال

بي سي أر القیاسیة في تفاعل ـعلى الرغم من أنھ من حیث المبدأ یمكن جمع طرائق ا ل.في تفاعل واحد

من الخطر الكبیر غیر المقبول بإعطاء نتائج غیر دقیقة عن ث نوعاً دواحد، لكن عملیاً، فان ھذا یح

.تحالیل العینات الحقیقیة

أو تراكیز مختلفة من ةرارة  مختلفمة حنظأكل طریقة، ربما تتطلب شروط تفاعل مختلفة، مثلاُ، :أولاً 

.مواد التفاعل

.جمع لبادئات من طرائق مختلفة ربما یزید خطر تضخیم أجزاء  دنا غیر الأجزاء المستھدفة:نیاً ثا
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 ُ فان الجزئین قید  ،بي سي أرـ عندما یكون ھناك أكثر من جزء واحد قید التضخیم في تفاعل ا ل:ثالثا

.التضخیم یتنافسان على مواد التفاعل،  الخ

من النسخ البدائیة سوف یتنافس مع الجزء الأخر الذي یمكن أن كبر أبعدد دعادة، الجزء الموجو

لكن، من جھة ثانیة، إذا تم تضخیم الناتجین بكفاءة تضخیم مختلفة .یكون موجود فقط بعدد قلیل جداً 

ن یكون لھ تأثیر شدید على النسبة النھائیة للمنتجین، مثلاً، إذا كانت أعداد أیمكن كثیراً، فان ھذا أیضاً 

فان تطویر الاختبارات المتعددة تتطلب اختبار وتوثیق وبالنتیجة،.الأولیة أقل أو أكثر لكلیھماالنسخة

تحلیل إضافي للتمییز إلى حتاج یدنا المضخمة الناتج ـمن أجزاء اللأمبلیكون بي سي أر، اـ بعد ا ل.دقیق

ة الرحلان الكھربائي ومقارنة مسبار تھجین معین بواسطلھذا یمكن عملھ باستعما.بین النواتج المختلفة

ھنا فقط ورقة واحدة منشورة تبرز اختبار .أحجام القطع الناتجة أو باستخدام بادئات معلمة بشكل محدد

,Bt11:ھيمتعدد لكشف خمسة أنواع ذرة معدلة وراثیاً  Bt176, Mon810, T25, GA21

(Matsuoka et al., 2001; Hemandez et al., 2005; Foti et al., 2006 and Randhawa

et al., 2010; Holst-Jensen 2001).

ا لـ بي سي أر باستخدام قالب الـ رنا الرسول.١.٣.٤.١.٤.٣

یمكن .(RT-PCR)بي سي أر ـلعكسي للالاستخدام یعرف بالنسخ ابي سي  ار شائع ـھذا نوع أخر لل

دنا ـلابي سي أر من ـ لمورثة بتحلیل ناتج ا لالتحدید المستویات المنخفضة من تعبیر أن یكون مفیداً 

.رنا الرسولالـم والمحضر من نسخة مالمت

Nested:ا لـ بي سي أر المعشش.١.٣.٤.١.٤.٤ PCR

بي سي أر المعشش طریقة مفیدة للتغلب على بعض المشاكل المترافقة مع العدد الكبیر من دورات ا ـا ل

ھذه التقنیة تزید بشكل كبیر كلا من .إلى تصنیع محمل بالأخطاءبي سي أر والتي یمكن أن تؤدي ـ ل

.نھا تشمل استخدام مجموعتین من البادئاتا.بي سي أر الأساسيـ حساسیة وموثوقیة بروتوكول ا ل

تستخدم بادئات تقع داخل المجموعة ،بعدئذ.المجموعة الأولى خارجیة تعطي ناتج بي سي أر طبیعي

ھذه البادئات الداخلیة أو المعششة تعطي ناتج أقصر.بي سي أرـل ثاني للعاوذلك من أجل تفالأولى

(Querci et al, 2006).

)نقطة النھایة(الكميشبھالـ بي سي أر .١.٣.٤.١.٤.٥

بي سي أر عند نقطة واحدة في دورة التفاعل قبل طور ـ بي سي أر التقلیدي ناتج ا لـیراقب ا ل

,Peccoud)بي سي أر ـ ا لتفاعل وبالتالي یتم التحدید الكمي عند نقطة نھایة .الثبات/الاستقرار J. &

Jacob, بي سي أر لیست خطیة في ھذا ـ دنا و شارة ا لـلأن علاقة الارتباط بین تركیز النظراً .(1999
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بي سي ـ استخدام ا للعلاقة لیست ثابتة من دورة إلى أخرى، فان دقة التحلیل الكمي باولأن ھذه ،لطورا

بھ كمیة، بینما یوجد طرائق شبي سي أر التقلیدي ھي ـلاوبالتالي، فان طریقة .أر التقلیدي محدودة

,Lubeck)بي سي أر تعتبر كمیة ـ مدة على ا لتأخرى مع 2001)

,Competitiveشبھ الكميالـ بي سي أر التقلیدي التنافسي.١.٣.٤.١.٤.٦ conventional PCR

بي ـ بي سي أر التقلیدي ھي ا لـباستخدام  ا لالطریقة الأخرى للتحدید الكمي للكائنات المعدلة وراثیاً 

لكن، في .بي سي أر التقلیدي الكیفي، یصنع الناتج المضخم من زوج البادئاتـ في ا ل.سي أر التنافسي

ذات تركیز محدد  تضاف "المنافس"ھي فان قطعة دنا صنعیة ثانیة ،بي سي أر التقلیدي التنافسيـال

.إلى مزیج التفاعل وھي لھا نفس مواقع الالتحام التي لنفس زوج البادئات، لكنھا مختلفة في الحجم

بإجراء سلسلة من

.لأولیة للدنا الھدفادنا الصنعي، یصبح ممكناً تحدید الكمیة ـذات تراكیز مختلفة من البي سي أرـا ل

ي سي أر  ذات كثافة مماثلة  كالمكتشفة بالرحلان الكھربائي، عندئذ فان الكمیة بـفإذا كانت نواتج ا ل

ي سي أر التنافسي بـفي ال.دنا الصنعيـتساوي الكمیة الأولیة لل)ساسيلأا(الأولیة للدنا القالب 

ولى للمورثة الأساسیة العامة الخاصة بالنوع الأ،یطبق ھذا المبدأ مرتان(DC-PCR)المضاعف 

ـ تتیح النتائج من كلا تفاعلي ا ل.ومنافسھومرة ثانیة للمورثة الخاصة بالكائن المعدل وراثیاً ،نافسوالم

.دنا الجینومي في العضویةـخذین بعین الاعتبار كمیة الآالكمي للمواد المعدلة وراثیاً دبي سي أر التحدی

فھي تتطلب مقیاس ذو كمیة بي سي أر التقلیدي التنافسي  والمضاعف ھي طرائق شبھ كمیة،ـال

على من ألى أنھا أقل، مساویة أو إ، فان النتیجة یمكن أن تشیر فقط ھایةوبالن.دنا الصنعيـمعروفة من ال

التركیز القیاسي 

كلا ھاتین الطریقتین لھما میزة واضحة أنھما لا تحتاجان إلى جھاز إضافي في المخبر إذا كان المخبر 

.ةینفذ طرائق بي سي أر كمی

(Hupfer et al, 2000; Lubeck, 2003; Holst-Jensen 2001).

Real-Timeبي سي أر بالزمن الحقیقي .١.٣.٤.١.٤.٧ PCR

بي سي أر ـیوجد طریقتین أساسیتین لل.دناـبي سي أر بالزمن الحقیقي تحدید كمیة الـیتیح ال

.بالزمن الحقیقي

SYBRدنا ثنائي السلسلة، مثال، الـعندما یتداخل مع توھج تستخدم صبغ ی:الطریقة الأولى green.

.عیب ھذه الطریقة ھو عدم التمییز بین منتج معین و دنا ثنائي السلسلة غیر محدد في أنبوب التفاعل
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،)الذوبان أو التفكك(بي سي أر بالزمن الحقیقي بتحلیل مخطط الانصھار ـت تخصصیة الیتثبیتم لذلك، 

میزة .لجانبیة غیر المتخصصة الممكن وجودھا عن المنتج المعروف المرغوبانتجات والتي تفصل الم

.لطریقة ھي سھولة تطبیقھا وتكلفتھا القلیلة نسبیاً اھذه 

®TaqManطریقة معتمدة على مسبار تھجین مثل :الطریقة الثانیة (Roche Molecular systems)

Tyagi)ومنارات جزیئیة مضیئة  and Kramer 1996, Kingsnorth المیزة الرئیسیة .(2003

.بي سي أرـبالإضافة إلى البادئات ھي التخصصیة الفائقة للتوھج لاستخدام المسابر المعلمة بال

نوعین من الصبغ ملتحمان مع مسبار TaqManبي سي أر بالزمن الحقیقي ـیستخدم نظام الكشف بال

Holland)واحد  et al. معلم بصبغة مخبرة البي سي أر ـوالذي یتھجن مع ناتج ا لھذا المسبار .(1991

تاغ ـبفضل نشاط الاكسونیوكلیز لل.الصبغة المخبرةتوھج ، وتقاربھما یثبط )مطفئة(وصبغة مخمدة 

متوھجة بولیمراز، تحرر الصبغة المخبرة من الصبغة المخمدة أثناء الاستطالة، وتولد بالتالي شارة 

باستخدام تتم الطریقة الأخرى البدیلة ).٦شكل (فتھا مع عدد القوالب الموجودة والتي ھي متناسبة في كثا

.جین الذاتي ھقط أثناء التتوھج فالمنارات الجزیئیة المضیئة، الاولیغو نیوكلیوتیدات ثنائیة المعلم والتي ت

_’5عند النھایة(R)مسبار داخلي معلم بالصبغة المخبرة .(TaqMan)مبدأ اختبار النیوكلیز .٦شكل 

الحلقة (تاغ بولیمراز ـتنشطر بفضل نشاط الاكسونیوكلیز لل’3عند النھایة (Q)والصبغة المخمدة 

.متزایدتوھج أثناء طور الاستطالة بكل دورة بي سي أر مما یؤدي إلى انبعاث )الخضراء

فذان في جھاز تدویر حراري تنو،على مسبار التھجینانعلى التسلسل وتعتمدانكلا التقنیتین لا تعتمد

كل دورة مما توھجة  نتجات التضخیم الممراقب تشكل ی.لتوھجمعدل بحیث أنھ قادر على مراقبة شارة ا

لحدیة االدورة .ول منتج بالزیادة الأسیةأالتي یبدأ فیھا )دورة العتبة((Ct)یتیح تحدید الدورة الحدیة

Kingsnorth)دنا المضخم ـمع لوغاریتم عدد النسخ الأولیة من المتناسبة عكساً  2003).
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بي سي أر بالزمن الحقیقي متناسب مع الـدنا في تفاعل ـلذلك، وكما تبین بالتجربة أن تركیز ال

لتي تستغرقھا العینة التفاعل، فإذا تحدد عدد الدورات لبي سي أر أثناء الطور الأسي لـعدد دورات ا

ـالأسي، فانھ ممكن حساب المحتوى الدقیق من ال)زیادتھا(نموھا ى ول إلى نفس النقطة في منحنللوص

بي سي أر بالزمن الحقیقي ھذه الأسس لتقدیم تقدیر كمي دقیق للمحتوى ـیستخدم ال.دنا المعدل وراثیاً 

ول صن المقاییس للحتشمل كل سلسلة من التحالیل تحلیل مجموعة كاملة م.من المادة المعدلة وراثیاً 

تقارن النتائج الحاصل علیھا للعینات الافرادیة غیر المعروفة بالمنحنى القیاسي .على المنحنى القیاسي

Lubeck)من تلك العینات غیر المعروفةلتحدید المحتوى من المادة المعدلة وراثیاً  2003, Holst-

Jensen 2001, Vaitilingom et al. 1999).

ـال.تحدد كمیاتھا بشكل منفصلدنا المعدل وراثیاً ـالمختبرة، التسلسل المرجعي الداخلي و الفي العینة 

.لمعدل بعدئذ یتم التعبیر عنھ كنسبة مقارنة بالتسلسل المرجعيادنا 

تستخدم المواد المعدلة وراثیاً لالطریقة النموذجیة للتحدید الكمي التي تنفذ في مخابر تحلی

الشائعة كثر من البادئات واسعة الطیف والتي تمیز العناصر المھندسة وراثیاً أمجموعة واحدة أو

لكن، من جھة ثانیة، نظراً لأن .أو أحد المورثات المدخلةnosوالمنھي 35Sالاستخدام مثل المحفز 

لمھندسة وراثیاً تحتوي ھذه العناصر الشائعة في أعداد متنوعة، فان التحدید الدقیق لنسبةاالمحاصیل 

محاصیل ذرة مختلفة .لا یمكن تحقیقھ بالاعتماد على تحلیل ھذه العناصر الشائعةالمادة المعدلة وراثیاً 

والتحدید الكمي بالاعتماد على ھذا التسلسل یمكن 35Sنسخ من المحفز  ٤إلى ١ربما تحتوي من 

لتحدید الكمي الخاص بمحصول لذلك، ا.في العینةلمعدلة وراثیاً ابذلك أن یعطي تقییم زائد لنسبة المادة 

، إنما یعطي لمادة المعدلة وراثیاً انسبة ویقدم لیس فقط نتائج أكثر دقة فیما یخص نوع ما معدل وراثیاً 

Lubeck)أیضاً نتائج كمیة أكثر دقة 2003).

ن بي سي أر بالزمن الحقیقي من التحلیل الكیفي والكمي خلال فترة قصیرة من الزمـبالخلاصة، یمكن ال

.بي سي أرـبحساسیة ومخرجات عالیة ویقلل إلى الحد الأدنى الإجراءات غیر الضروریة التي تلي ا ل

دنا الخالي من التلوث وإتباع الطرائق ـاستخلاص الوفقط بالاقتران مع جمع ومعاملة العینة بشكل مثالي 

بي سي أر بالزمن الحقیقي، یمكن تقدیم التفسیرات الصحیحة الموثقة على أساس ھذه ـالمناسبة لل

Klaften)الاختبارات الحساسة جداً  et al. ھناك تقاریر عدیدة متوفرة فیما یخص الإطار .(2004

بي سي أر ـلمختلفة لكشف المواد المعدلة وراثیاً بواسطة الاالواسع والمواد المرجعیة والتوصیات 

.الزمن الحقیقيب

(Terry, Shanahan et al. 2002; Taverniers et al. 2004, من جھة ثانیة، سیبقى ،لكن.(2005

لذي یعتمد بشكل كبیر على ابي سي أر التحدي ـ لمورثات باستخدام ا لالكمي المطلق لقطع االتحدید 
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على توفر مقاییس المعایرة بشكل اً وأخیر،ویر المستخدمة-والھارد)البرامج(-لمطبقة والسوفتاالتقنیة 

.دقیق جداً لكل تعدیل وراثي

(Giulietti et al., 2001; Huebner et al., 2001; Siesler et al., 2000; Lubeck, 2001; Bonfini et al.,
2002 and Querci et al., 2006; Terry and Harris, 2001; Terry et al., 2002).

ھامة للمعلوماتیة الحیویةاعتبارات 

بدون دعم كاف من المعلوماتیة الحیویة، لا یمكن التوصل إلى استنتاجات موثقة وقرار نھائي حول 

القیمة وبیانات المورثات )سوفت ویر(ـبرامج إن توفر ال.في الغذاءوجود المواد المعدلة وراثیاً 

.بي سي رـ تدرس عند تولید ومعالجة نتائج ا لوالمتطلبات الإحصائیة والإجراءات الاعتیادیة یجب أن

المختارة سوف تعطي نتائج اختبار جیدة، )أمبلیكون(دنا ـثبت بالخبرة أنھ لیس كل نواتج تضخیم الوقد 

ھناك .مبیلكون مناسب وتركیبات مسابر مناسبةأالتأكید على أھمیة البحث الأولي عن أكثر ،وبالتالي

أو المسبار والبحث عن التماثل في /متوفرة والتي تدعم اختیار البادئ ومجموعات سوفت ویر عدیدة 

قاعدة بیانات المورثات

(HUSAR, EMBL-EBI).مكن النجاح في كل من التنبؤات التخصصیة النظریة والعملیة من تنفیذ ی

لتحدید الكمي یجب توضیح المتطلبات عند إجراء ا.بي سي أرـبوساطة ا لمراقبة المواد المعدلة وراثیاً 

والمساوئ  التي ابي سي أر بالزمن الحقیقي أخذین بعین الاعتبار المزایالـالنسبي والمطلق باستخدام  

Wongأشار لھا  and Medrano تحدید الكمیات بسبب في مشاكل إضافیة ظھر ربما تو.(2005)

محاصیل معدلة وراثیا أبویة مقابل مثلاً،(لمختلفة المعدلة وراثیاً اتغیر مكافئات الجینوم في الأنسجة 

Yoshimuraأمویة التي وصفھا  et al. أو الكلوروبلاست المضاعف مقابل عدد نسخ مورثة 2005

دنا الخاص ـالعدد المطلق لجزیئات ال.ث یجب أیضاً أن یؤخذ بالاعتبارودنا الملـلا، لكن)نوویة واحدة

Kay)نسخة في العزلة للحصول على احتمالیة إحصائیة جیدة ٢٠یجب أن یتجاوزبالمواد المعدلة وراثیاً 

and Van den Eede بي سي أر ـ لھام ھو تنفیذ تحلیل وتفسیر موثوق لبیانات ا لاالھدف .(2001

Burns)الكمیة الناتجة  et al. ونتیجة لذلك، وضع المعاییر القیاسیة لتحلیل المواد المعدلة وراثیاً .(2004

Roseboro)بي سي أر تمت مناقشتھا بشكل مسھب وتجارب دولیة عدیدة منشورة ـ باستخدام ا ل 2000,

Popping 2001, Anklam et al. ةمع حدود مقبولة للكشف والتي تخدم المتطلبات التنظیمی(2002

Huebner)والتشریعیة للسلطات المسؤولة et al. 2001, Einspanier 2001a).
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تقنیات كشف دنا بدیلة.١.٣.٤.١.٥

دنا الـوصوفة أعلاه، فقد تم تطویر طرائق بدیلة عدیدة لكشف مبي سي أر الالـتقنیات ىبالإضافة إل

وض متطورات تكنولوجیة جدیدة ربما تؤدي إلى مجموعة جدیدة من الح.دناالـوالمعتمدة على ازدیاد 

وذلك بالاستفادة من الحساسات الالكتروكیمیائیة وجزیئات النانو، ،أو طرائق كشف/النوویة المعلمة و

.وأجھزة التدفق الدقیقة أو ھذه الطرائق الفریدة

بي سي أر تم وصفھا لتضخیم ـ لا تعتمد على ا لالتي من بین ھذه الطرائق، ھناك عدد من الطرائق

تغییرات تتضمن ود على البادئ، إنھا تعتمد بشكل أساسي على التضخیم المعتم.الحموض النوویة

دنا ھذه حالیاً ـعلى الرغم من أن بعض تقنیات كشف ال.مضاعفة وكشف قطع المورثة موصوفة أدناه

، فان التطورات المستقبلیة سوف توسع بلا شك من محدودة فیما یخص تحلیل المواد المعدلة وراثیاً 

مختلفة الموصوفة أدناه یجب لذلك اللطرائق واي أر بي سـالجمع الذكي مع تقنیة ا ل.حیویة ھذه التقنیات

.الدقیقة والنانوتكنولوجيمصفوفات في الكونھا ذات إمكانیة كبیرة كما ھو مبین مثلاً تعتبر أن 

(Carpini et al., 2004; Obeid et al., 2004; Jain, 2005; Kalogianni et al., 2006 and Kim et al., 2005).

Southernسذرن/التشرب البقعي لـ ساوثرن/تھجین لطخة ساوثرن.١.٣.٤.١.٥.١ Blot

Hybridization

لتحدید القطعة التي تحتوي المورثة المرغوبة، یستخدم مسبار دنا متخصص مثل منطقة صغیرة من 

في منتصف السبعینات، طور ادوارد ساوثرن تقنیة بسیطة .دناالـالمورثة المرغوبة للتھجین مع قطع 

لكھربائي على ھلامة اسماھا تلطیخ ساوثرن والتي تنقل بھا قطع تحدید دناویة التي تم تجزیئھا بالرحلان 

عصابات بعد التھجین إلى مسبار /ثم تكشف كحزم،)نتروسللوز(اروز من الھلامة إلى غشاء خاص غأ

)عالیةpH(دنا ھذه تفكك بالمحلول الواقي القلوي الـخلال لطخة ساوثرن، قطع .دنا المتممالـ

یتم عمل .غاروزلأوالسلاسل الوحیدة تنقل إلى غشاء نایلون أو غشاء نتروسللوزي قطع بحجم ھلامة ا

تحلیل لطخة ساوثرن تتطلب .یوضع الغشاء على الھلامة ومحارم ورقیة تكدس فوق الغشاء:سندویش

3عزل  µg على .عینة ویعطي عدد النسخ المدخلة وما إذا تسلسل الناقل موجود أم لا/حفرةدنا لكل

الذي یملك عدد نسخ عالي من البلاسمید من أنھ لیس أساسیاً، ھذا یحدد الكائن المھندس وراثیاً الرغم

بأنزیم محدد دنا الجینومي ـیھضم ال.المدخل والذي یمكن أن یمثل صعوبات في تحلیل النمط الظاھري

دنا في الـیفكك .أخر والقطع الناتجة تفصل حسب حجمھا بالرحلان الكھربائي على ھلامة أغاروز

الغشاء الذي نقل إلیھ الدنا من الھلامة یمكن عندئذ أن یستخدم .مكانھ وینقل من الھلامة إلى الغشاء

لنووي، مشعة وغیر مشعة من طریقتان لكشف تسلسل الحمض ایوجد .الموسوم/لتفاعل التھجین المعلم 



وراثياً والأمان الحيوي في الأغذية والزراعةحول الكشف عن المواد المعدلةالإقـليمية  الدورة التدريبية

٢٠١٠حزيران  ٢٤-١٩-سورية-حلب-ايكاردا

٣٩

Barnum)الحمض النوويلأجل تعلیم الحموض النوویة التي ستستخدم كمسابر لكشف تسلس 1998,

Chawla 2002, Grandillo and Fulton 2002, Knight et al. 2002)

DNAسلسلة الـ دنا /تحدید تسلسل الـ دنا .١.٣.٤.١.٥.٢ sequencing

.دناـلدقیق للنیوكلیوتیدات في قطعة الادنا تقنیة مھمة یتم بواسطتھا تحدید التتابع ـتحدید تسلسل ال

أحدث ثورة في ما دنا السریعة والفعالة متوفرة في أواخر السبعینات وھذا ـأصبحت طرائق سلسلة ال

كل من ھناك تقنیتین مختلفتین تم تطویرھما بشكل متزامن من قبل.العمل على بنیة وتركیب المورثات

Maxam and Gilbertفي ھارفارد(Maxam and Gilbert, في كامبردج Sanger-Coulsonو (1977

(Sanger et al., 1977).

)صفائف الـ دنا/تكنولوجیا مصفوفات(الرقائق الدقیقة للـ دنا /المصفوفات.١.٣.٤.١.٥.٣

DNA Microarrays (DNA chip-technology)

تشخیص سریعة وعالیة المخرجات إلى تطویر تقنیات تھجین وكشف أدت الحاجة لأنظمة 

لیوتید نیوكوقد تم تطویر أولیغو.الدقیقةمصفوفات مصغرة والتي أوجدت مقاییس صناعیة جدیدة ھي ال

المیكروسكوبي الدقیق /عالیة التخصص مثبتة في مكانھا على حوامل مناسبة للفحص المجھري

(Southern et al. )profileبروفیل(وصف تمكن من وضع طورات إضافیة حالیاً تكوھنا.(1992

مصفوفاتلغربلة وتحدید أي مكون معدل وراثیاً، تم إدخال .لمجال واسع من الحموض النوویة الفریدة

Aarts)في خطوة واحدة دقیقة مطورة حدیثاً تمكن من تعریف مواد متنوعة معدلة وراثیاً  et al.

قدم معلومات وافرة حول یتھجین متخصص لعینة دنا معلمة على نیوكلیوتیدات مثبتة محددة .(2002

تقدیر الكمیة الأولیة للمورثات المھندسة المنقولة المحتملة والتي أغلبھا تم تحلیلھ باستخدام ونوعیة 

peptideبإدخال مصفوفات معتمدة على ببتید الحمض النووي .شارات مشعة nucleic acid

(PNA) مھندسة وراثیاً مختلفة ، تم تعریف مزائج بي سي أر متعدد بنجاح على خمسة دنا

(Germini et al. دنا الرقیقة تعتمد بشكل رئیسي على ـالمصفوفات حالیاً، ترمیز .(2005

ھذه الطرائق ربما تعاني من مشاكل تشمل ابیضاض الصورة ).تعلیم مشع/لصاقة (الصبغات العضویة 

على الرغم من تطبیق طرائق عدیدة ،، كفاءة تعلیم منخفضة، وبالنتیجة حساسیة منخفضة)لونھازوال(

كھربائیة، أنزیمیة ، قوة مسح میكروسكوبي، الرحلان الكھربائي الشعري، جزیئات نانو، وطرائق 

یتم تطبیقھا بنجاح للتغلب على مثل ھذه المشاكل والتي كشف بصریة مطورة حدیثاً  

(Hintsche et al. 1997 Zhou and Zhou 2004; Moller et al. 2000; Muller et al. 2000).
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ومن الملاحظ أنھ بالمقارنة مع العدد الإجمالي للدراسات المنشورة حدیثاً التي أدخلت طرائق للكشف 

الدقیقة المطبقة بشكل تخصصي سوف تلعب دوراً مصفوفات عن المواد المعدلة وراثیاً، فان أنظمة ال

.رئیسیاً 

بي سي أر أو ـالمضخم بالcDNAsدنا المتمم ـالدقیقة یمكن بناؤھا إما بالمصفوفاتال/الشرائح

Freeman).بالأولیغونیوكلیوتیدات  et al. 2000, Moore, et al. 2002)

كشف دنا خاص بالنوع في النباتات تالمواد المعدلة وراثیاً مصفوفات بعض مجموعات 

والفیروسات لعناصر التركیب الوراثي المستخدمة بشكل عام والتعدیلات الوراثیة المدخلة بشكل محدد 

المواد مصفوفة على سبیل المثال، نمط.وذلك لتعریف الأصناف النباتیة المسموح وغیر المسموح بھا

)نواعأ(من الصویا والذرة واللفت الزیتي والرز، تكشف دنا متخصص "ةالأوروبی"المعدلة وراثیاً 

، الذرة المقاومة للحشرات RRالصویا :التالیةفیروس موزاییك القرنبیط والمواد المعدلة وراثیاً 

Maximizer Bt Yieldgard، الذرة Bt11، الذرة 176 Mon810 والذرةBt-Xtra.

التي بغربلة كل المواد المعدلة وراثیاً وراثیاً المواد المعدلة مصفوفة بالإضافة إلى ذلك، تسمح

CaMVتحوي المحفز  35S والمنھيNos والمورثةbar و المورثةpat.

الدقیقة، حیث ثبت أن المقارنة الكمیة للمعطیات ضمن وعبر شریحة مصفوفات وقد توسعت تكنولوجیا ال

وتنوع طرائق تحلیل ،رجعیات عامةھو عدم وجود م،الأسباب الرئیسیة لھذا.الدقیقة صعبمصفوفة ال

.قید الاستعمال/المعطیات المستخدمة 

من كشف وتعریف وتحدید كمیة أعداد ضخمة من الدقیقةمصفوفات التمكن، من حیث المبدأ

علاوة على ذلك، ھي مرنة جداً، حیث یمكن إدخال .الأصناف المعدلة وراثیاً في العینة في اختبار واحد

في مخطط الغربلة بإضافة تسلسلات إضافیة إلى المصفوفة الأصناف الجدیدة 

(Leimanis et al., 2006; Germini et al., 2005; Morisset et al., 2008; Van Hall et al., 2000 and

Moore et al., 2002; Moore et al. 2002, Lubeck 2003, Van Hall et al. 2000).

الحراريإجراءات التدویر .١.٣.٤.١.٥.٤

Ligase"اللیغیز"تم إدخال طریقة التفاعل التسلسلي لأنزیم الربط  chain reactions (LCR)

(Barany لاستخدام إما التضخیم الأسي أو الخطي بالربط المتكافئ لبادئین متجاورین (1991

للاولیغونیوكلیوتید hapteneالـالكشف اللاحق بواسطة.بواسطة أنزیم اللیغیز الثابت بالحرارة

Kratochvil)جزيء مستھدف ١٠٠لمرتبطة یمكن من تحلیل أقل من ا and Laffler تم .(1994

والكشف المناعي المرتبط بالأنزیم LCRو PCRالـوضع طرائق مراقبة موثقة باستخدام الجمع بین

(PCR-LCR-EIA) عند اختبار غش منتجات الحلیب(Klotz et al. ع بین طریقتيالجم.(2001
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على شریحة الرقائق الدقیقة قد تم مؤخراً إدخالھ بنجاح لكشف خمسة محاصیل PCR-LCRالـ

Bordoni)مھندسة وراثیاً في عینات غذائیة  et al. ھذه التقنیة ممیزة جداً للتمییز بین .(2005

دنا الـقیمة في غربلةویمكن أن تكون أكثرھا،الأنماط الوراثیة المختلفة باستخدام تبادل قاعدة وحید

وأن یقدم الا ق الاختبارات المجتمعة ھذه لا بد ائالاستخدام الآلي الممكن لمثل طر.المھندس وراثیاً 

ً ،لوحیدةاوالتي تستخدم لیس فقط لطفرة النقطة ،أنظمة توثیق إضافیة وإنما أیضاً للمناطق المعدلة وراثیا

.ضمن المواد المعدلة وراثیاً 

Isothermic)تضخیم تغیرات الضغط(التضخیم الایزوحراري .١.٣.٤.١.٥.٥ Amplification

استراتیجیة الفیروسات (NASBA)تحاكي تقنیة التضخیم المعتمد على تسلسل الحمض النووي 

Guatelli)رنا ـدنا المتمم والالـرنا لتراكم ـالرجعیة لمكاثرة ال et al. بعد إدخال تسلسل .(1990

تعمل بشكل مستمر بالاستفادة من میزة طریقة NASBAالصنعي من خلال البادئ الأول، T7المحفز 

مضخماً المورثة المرغوبة حسب ما T7فعل الایزوثرمیة للبولیمیراز رنا المنفصل عن  دنا المحفز 

١٠١٠(للحمض النووي ھذا الإجراء سوف ینجز بالنھایة تضخیم أسي سریع.ھي محددة بالبادئات

Malek)ساعة ٢-١خلال )ضعف et al. ، على سبیل اتقنیات جدیدة مماثلة تم إدخالھ.(1994

:المثال

mplificationAycleCollingR1998)etالتضخیم المداري المتموج  -٤ al.(RCA; Lizardi،

Ramificationوالتضخیم التشعبي -٥ Amplification(RAM; Zhang et al. 1998)

، mplificationAisplacementd-trandS(SDA)وتضخیم استبدال السلسلة -٦

رنا باستخدام مكاثرة الحمض النووي ـدنا أو الـلاكل ھذه لھا میزاتھا الخاصة في عملیة تضخیم 

.الایزوثرمي

Microfluidicالنانوتقنیات السوائل الدقیقة وجزئیات .١.٣.٤.١.٥.٦ and Nanoparticle Techniques

دنا والذي یمكن أن یسرع ویطور بشكل الـالمیكرو والنانو تكنولوجیا حقل جدید من بحوث 

وقد اكتشفت الإمكانیات الكبیرة للنانوتكنولوجیا .كبیر طرائق كشف فریدة للمواد المعدلة وراثیاً 

Jain(للتطبیقات الطبیة  Kubik، دراسة مرجعیة نشرھا 2005 et al. ن ألذلك یفترض ).2005

:ھمالروتینیةافي التطبیقات مین یمكن أن یسرعا من كفاءة كشف المواد المعدلة وراثیاً اتطورین ھ

جزیئات النانو•

أجھزة السوائل الدقیقة •
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لیس فقط الثباتیة الفائقة لجزیئات النانو مقارنة ،بعاد جدیدة في كشف المواد المعدلة وراثیاً ألقد فتحت 

Drummond)ق المختلفة للكشف ائوإنما أیضاً بالطر،بالأصبغة المشعة et al. الكشف الخالي .(2003

یمكن أن یتم بمطیاف امتصاص الأشعة تحت الحمراء ،من الإشعاع المناسب لتھجین دنا محدد

infrared absorption spectroscopyئق قیاس الألوان وطراcolorimetric والطرائق

اللالكتروكیمیائیة باستخدام جزیئات النانو الذھبیة أو السیلكا أو الكربونیة

(Moses et al. 2004; Zhou and Zhou 2004; Storhoff et al. 2004; Wang et al. وقد تم .(2003

وراثیاً باستخدام جزیئات النانو من قبلھو كشف المواد المعدلة و،تطویر التطبیق العملي الأول

Kalogiannu et al. والتي تمكن من الكشف والتقدیر ،كما تم تطویر أنظمة السوائل الدقیقة.(2005)

Aurouxدراسة مرجعیة نشرھا  (دنا والقابل للتكرار ـالكمي لل et al. على سبیل المثال، أنماط ).2004

لیس فقط ،متاحة حالیاً "lab-on-a-chipالرقاقة/مخبرعلى الشریحة"عدیدة لتكنولوجیا السوائل الدقیقة 

Birch)بي سي أرـاتج اللنلإثبات وللتقدیر الكمي المتزامن  et al. وإنما أیضاً للتضخیم ،(2001

Munchow)بي سي أر على الأجھزة الدقیقة ـالمضاعف بال et al. دخلت أبتفصیل أكثر، لقد .(2005

Kim)الشعري لكشف المواد المعدلة وراثیاً أجھزة دقیقة تعمل بشكل عملي بشرائح الرحلان الكھربائي

et al. فقط بدءاً ،مواد معدلة وراثیاً %0.1تمكن من الحصول على تحلیل محتوى بنسبة التي و(2005

Obeid)جزیئة قالب ٢٠من  et al. 2005).

piezoelectricمبعثرة اللكترونیة لأااتنجذابلایمكن أن تكشف حساسات ا affinity sensors

مباشرة بواسطة الاولیغونیوكلیوتیدات دنا المعدل وراثیاً الـتھجین ،مطورة بشكل خاصوال،وظیفیةال

Minunni)المثبتة على سطوح الالكترود المولد لشارات الكترونیة مبعثرة  et al. وبذلك تشیر ، (2001

لكن، من أجل حساسیة اختبار فعالة، .وبشكل مخصص إلى وجود المورثات المنقولة المھندسة وراثیاً 

اً مستقبلیاً یمكن أن تقدم تقنیات النانو ھذه إطار.دنا الھدفـفانھ من الضروري عادة التضخیم المسبق لل

بطریقة سریعة ورخیصة على المواد التي في المتناول دنا المواد المعدلة وراثیاً ـلكشف وتقدیر كمي ل

.وبالتالي الحد من التلوث العرضي الحرج،الممكن التخلص منھا

Massكشف الطیف الكلي  للـ دنا .١.٣.٤.١.٥.٧ Spectrometry (MS) of DNA

بي سي أر بسرعة باستخدام الطرائق المعتمدة على كشف الطیف الكلي، على ـحلیل منتجات ا لتیمكن 

electrosprayسبیل المثال،  MSأوMALDI–TOF (matrix-assisted laser desorption ionization–

time-of-flight)،

ھما طور بالأساس  لتمكین البحث عن بولیمرات عضویة أخرى، على سبیل المثال واللذان كلا

یمكن من تحدید تسلسل قطع ممادنا على أساس كتلتھا وشحنتھا ـحالیاً، تمیز قطع ال.بروتینات
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200~المورثات القصیرة بحجم حوالي  bp(Chapman لتقنیة السریعة اتطبیقات ھذه .(1998

Amexis)دنا القصیرة والتغیرات الوراثیة في جینوم النبات والفیروس الـوالحساسة لتسلسلات  et al.

Larsen)لا بد إلا وأن تؤدي إلى خفض كبیر في زمن التحلیل ،(2001 et al. أدخلت تقنیات .(2001

DNA MS دراسة مرجعیة (وتمكن الآن من تسریع بحوث الطفرات ،لطبیةابنجاح في الدراسات

Gutنشرھا  دام مكتبات التقلیدي غیر المعدل وراثیاً باستخملمورثة المنقولة والجینوامقارنة ).2004

مكن من التمییز السریع بین عینات المواد تیجب أن ،لجینوم الخاصة بالنوع للمواد المرجعیةاقطع 

،دنا القصیرةـتكرارات ال،حللت مؤخراً بنجاح.وعینات المواد غیر المعدلة وراثیاً المعدلة وراثیاً 

Carey)لأغراض الكشف عن الجرائم  MSـباستخدام تقنیة ال and Mitnik على الرغم من .(2002

دنا حالیاً محدود بسبب الحجم الجزیئي للحموض النوویة، فان طرائق الكشف ھذه ـللMSأن تحلیل 

.لأن تطبیقاتھا عالیة المخرجات أصبحت عامة،سوف تزداد أھمیتھا

طرائق المراقبة التكمیلیة بواسطة الفوتونات.١.٣.٤.١.٥.٨

Fluorescenceالمرتبط بالتوھجتقنیة المطیاف الضوئي  correlation spectroscopy (FCS)، المطورة

مبدأ الطریقة ھو .ھي الطریقة المختارة لتحلیل تركیبات النانو الجزیئیة الحیویة،في منتصف السبعینات

بي سي أر ـوقد وصفت التقنیة كطریقة موثقة وسریعة لكشف منتجات ا للتوھج تحلیل تذبذبات كثافة ا

(Bjorling et al. لحراریة لجزيء اتعلى انحلال التذبذباFCSمن حیث المبدأ، تعتمد تقنیة  .(1998

.بتركیز الجزيءاالمرتبط أوتوماتیكیتوھجبقیاس ال)أحد الشركاء یجب أن یكون معلماً بالصبغ(مفرد 

ومن ھنا أصبح ،والجھدبالحساسیة وتوفیر الوقتFCSبي سي أر الكمي المعتمد  على تقنیة ـ یتمیز ا ل

single-moleculeللتشخیص المعتمد على كشف جزيء واحدعلى نحو متزایدھاماً  detection-

based diagnosis (SMDD).الـأن طریقة،، من المرجح جداً أخیراً وFCSفي تنوع مستستخد

Thompsonمرجعیة نشرھا ةدارس(لتطبیقات البیولوجیة اواسع من  بي ـحدیثاً، استخدم ا ل).1991

فیھا تكتلات بین جزیئیة لحموض تفي تجارب الغربلة التي استخدمFCSـسي أر المعتمد على ال

Walter)نوویة ممرضة  et al. فان طریقة ولذلك ، SMDDـعلى أساس البیانات الحدیثة ل.(1996

بي سي أر ـمفرط مسبق بالالكشف ھذه یجب أن تمكن من تحلیل المادة الوراثیة، لكن بدون تضخیم

(Kinjo and Rigler 1995; Kask et al. 1999).
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Surface،الرنین البلازموني السطحي Plasmon Resonance (SPR) ھو تكنولوجیا فوتونیة خالیة من

تمكن ھذه .التعلیم بارزة أخرى مناسبة لمراقبة العلاقات بین الجزیئات في أحجام عینات صغیرة جداً 

refractiveالطریقة البصریة من كشف وتحدید كمي للتغیرات في دلیل الانعكاس  index (RI) في جوار

مما یمكن من كشف أي تفاعل للجزیئات ،ligandsي ثبتت إلیھا المربوطات تسطح رقاقة حساس وال

McDonnellدراسة مرجعیة نشرھا (الحیویة مع المربوطات  بشيء من التفصیل، یغطى أحد ).2001

عندما ).مفرد السلسلة(جوانب موشور زجاجي بطبقة رقیقة جداً من المعدن الذي یلصق بھ مسبار دنا 

الأشعة مع سحابة الالكترونات في الفیلم المعدني، مسببة  تتفاعل طاقة ،یجتاز الشعاع الضوئي الموشور

Alberts))بلازمون(=تذبذب الالكترونات et al. .انعكاس الشعاع یحدث بزاویة رنین معینة.(2002

ً ادنا بالفیلم المعدني للمسبار، یتغیر تركیب المعقد الجزئیي على الـعندما یرتبط  لسطح المعدني مسببا

، یمكن تحدید عدد SPRـباستخدام الو.RIزاویة الانعكاس التي تمیز كدلیل الانعكاس بذلك تغیراً في

بالإضافة إلى استخداماتھا في الكشف عن جزئیات دنا مختلفة بعد .الجزیئات المرتبطة في كل معقد

Kai)بي سي أر  ـالتضخیم بال et al. وراثیاً تستخدم الطریقة بنجاح لكشف المواد المعدلة حیث ، (1999

Feriotto)بي سي أر ـفي عینات الغذاء بعد التضخیم بال et al. 2002, ،یسیة للطریقةئالمیزة الر.(2003

دنا ـھي أنھا یمكن أن تجمع مباشرة مع تكنولوجیا الحساس الحیوي المصغر التي یمكن بھا قیاس ال

.لإعادة لاستعمالوبطریقة تدفق مستمرة قابلة، المراد صنعھ بدون تعلیم مسبق للمسبار

Novelطرائق مراقبة بیولوجیة فریدة .١.٣.٤.١.٥.٩ Biological Monitoring Approaches

دنا على ـلطرائق الفیزیاكیمائیة الموصوفة أعلاه، أدخلت استراتیجیات أخرى لكشف الابالإضافة إلى 

طورت التقنیة التي تستفید من میزة .أساس التأثیرات البیولوجیة للمورثات الغریبة داخل العضویات

دنا متباعدتین لكنھما متماثلتان، وذلك لكشف الأھداف ـتأشیب مماثل یحدث طبیعیاً بین قطعتین من ال

.المھندسة وراثیاً باستخدام موقع مورثة میكروبیة مصطنعة

markerتحریر الواسم/استرداد "حسب ما یسمى  طریقة  rescue"، فان العضویات المحورة

عضویة ،أي(شیر إلى حدث موجب تنمیت وكوثرت على أوساط زراعة والتي لتي عاشت أخیراً ا

Contente))مھندسة وراثیاً  and Dubnau من حیث المبدأ، تقدم السلالات الطافرة .(1979

توي المورثة المرغوبة المماثلة ووسط الانتخاب الذي یمكن أن یعیش فیھ فقط النمط الناقصة التي تح

وبالنتیجة، فان الھدف المعدل وراثیاً یمكن كشفھ بتأشیب المماثل مع .البري المتغیر إلى حالتھ السابقة
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سط الطافر الذي یحتوي محفز وظیفي، وھذا یؤدي بعد التأشیب الناجح إلى نمو البكتریا على الو

استخدمت ھذه التقنیة مؤخراً لكشف مورثات المقاومة للمضادات الحیویة الناشئة من المادة .الانتخابي

de)الوراثیة المعدلة وراثیاً  Vries and Wackernagel الدیمومة طویلة الأجل ةتمت مراقب.(1998

التربة باستخدام ھذه التقنیة الملحوظة لقطع المورثة الوظیفیة الناشئة من الكائنات المعدلة وراثیاً في

(de Vries et al. دنا المعدل وراثیاً من الـالتقنیة لكشف في المستقبل، یمكن أن تقود ھذه.(2003

والتي تلغى ،طریقة مراقبة بیولوجیة مثیرةتطویر المحاصیل المحورة وراثیاً إلى في مصادر مختلفة 

.بي سي أرـفیھا خطوات التضخیم المسبق بال

یمكن أن تستخدم لكشف التعدیل الوراثي "التأثیرات غیر المقصودة"على العكس من ذلك، ما یسمى 

ھذه الفكرة الجدیدة سوف تذھب بعیداً إلى ما وراء ما ھو .مباشرة ضمن الكائنات المعدلة وراثیاً 

Cellini)ثيمحسوب بالأصل تعدیل وراثي للبحث عن التغیرات غیر المتعمدة  في نمط التعبیر الورا et

al. ھذا یعني أن المورثات الغریبة المدخلة ربما تتفاعل من خلال تأثیرات التموضع مع .(2004

ویمكن ،ربما یحدث تغیرات استقلابیة ملحوظة،لذلك.بالعضویةفیزیولوجیا كل مورثة مھندسة وراثیاً 

ھذا یمكن .أن تسجل من خلال القیاسات التفاضلیة لخواص التعبیر العشوائي أو نسخ المورثات الممیزة

بي سي أر المعتمدة على ـ أن ینطبق على طرائق القطاعات التفاضلیة، على سبیل المثال، تقنیة ا ل

DDRT (differential display reverse transcription)رات أنماط الدنا المتمم المستخدمة لكشف تغی

cDNA دنا عالیة القدرات مثل ـتقنیات ال.ینلنبات المعدل وراثیاً بدون ھدف حمض نووي معاداخل

.قید البحثالمدلروسة الدقیقة مناسبة فقط عندما یكون معروفاً الجینوم الكامل للعضویة لمصفوفات ا

ن تلك التحالیل المتكاملة للمواد یھابراثبات عم التغیرات الاستقلابیة والبروتینیة أیضاً سوف تراقب لتد

.المعدلة وراثیاً 

مثل ھذه التفاعلات، على نقیض التفاعلات ةطرائق جدیدة حالیاً قید التطویر لمراقبھناك 

Le)ثیاً إلى العضویة التي تم تحویرھااالفیزیولوجیة التقلیدیة بعد حدوث عملیة نقل المورثة المھندسة ور

Gall et al. قادرة على ،عالیة القدرات،شاملة،طرائق حساسةتطویر وھذا سوف یستدعي .(2003

قود إلى تبصر رھیب بنور التفاعلات البیولوجیة توأن الا وبالتالي لا بد ،كشف صفات خلویة متعددة

(RNA)في الخلیة ،النوویة الریبیة تحلیل الحموض .المتعددة التي یتوسطھا أي تعدیل وراثي مرغوب

بما یكون لھذا السبب وسیلة مھمة لكشف فروق التعبیر التي تشیر إلى تأثیرات التموضع داخل ر

والمورثات النظیرة بالعضویة العضویات المھندسة وراثیاً في )جینوم(التركیب الوراثي 

.)isogeneایزوجین(
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Protein-basedالطرائق المعتمدة على البروتین .١.٣.٤.٢ Methods

الكشف البیولوجي المناعي للكلونات التي تصنع .على كشف البروتیناتقھذه الطرائتعتمد 

تتطلب ھذه .لتي تم فیھا تعبیر تسلسل المورثة المدخلةالحالات ابروتین غریب أیضاً كانت ناجحة في 

ویحضر  طبق ،في ھذه الطریقة، تنمى الخلایا المحورة على طبق أغار.الطرائق مضاد جسمي خاص

لخلایا البكتیریة لتحریر ابعدئذ تحل .مكرر لأن الإجراءات اللاحقة سوف تقتل ھذه المستعمراتأخر 

ببقایا التحلل البكتیري في محلول شرب ینقع فلتر نتروسللوزي الم.المضاد الجسمي من الخلایا الموجبة

لمرتبط بمع المضاد الجسمي ا)أنتي جین(یتحد مولد الضد ).غیر معلم(یحوي المضاد الجسمي 

lgG.ـیزال الفلتر ویعرض لlgG125معلم بl-.  125الآن المركبl-lgG ، یمكن أن یتفاعل مع

لضد عند مواقع غیر تلك الداخلة في الربط الأولي لمولد امولد الضد المرتبط بواسطة محددات مولدات 

تكتشف المستعمرات المتفاعلة ایجابیاً بغسیل الفلتر وعمل صورة .lgGالضد بالفلتر المغطى ب

-125lفي ھذه الأیام، یوجد .المستعمرات المطلوبة یمكن عندئذ أن تسترد من الطبق المكرر.شعاعیة

lgGمثلاً، الفوسفاتاز (والذي یرتبط تشاركیاً بأنزیم یمكن كشف نشاطھ بالتشریح الكیمیائي ،ثانوي

ومن الضروري أن یتعرف المضاد الجسمي يح النجاح ھو في نوعیة المضاد الجسممفتا).القلوي

.بكفاءة على البروتین المتفكك

:تشمل ھذه الطرائق ما یلي

ELISAاختبار الادمصاص المناعي المرتبط بالأنزیم :الالیزا.١.٣.٤.٢.١

من أجل كشف وجود صفة .الوراثيتھدف إلى كشف بروتینات معینة في المحصول كنتیجة للتعدیل 

المقاومة للمبید العشبي، فان الالیزا تكشف بروتین خاص والذي مسك من قبل المضاد الجسمي المشكل 

ویمكن عملھا في أي ،بي سي أرـالالیزا سریعة وأقل كلفة من الطرائق المعتمدة على ال.للبروتین

تستخدم من قبل مخابر الكشف عن المواد ھناك شركات عدیدة تبیع مجموعات خاصة والتي .مخبر

.المعدلة وراثیاً 

شرائط الانسیاب الجانبي/لصاقات:الاختبارات المناعیة.١.٣.٤.٢.٢

یمكن أن تستخدم لكشف العضویات المھندسة )يبجانانسیابطشرائ(على شكل شریطة تغطیس 

ُ في الأوراق والبذور والحبوب سر المضاد أشرائط ورقیة أو مجادیف بلاستیكیة تستخدم لدعم .وراثیا

.تغطس الشریطة أو المجداف في أنبوبة تحتوي محالیل مختلفة.وھذا ھو عندئذ موقع التفاعل،الجسمي

ل النھائي یشمل تغیر اللون في الأنبوبة حیث توضع الشریطة أو التفاع.كل تغطیسة یلیھا خطوة غسیل

حیث تنتقل ،الجانبيالانسیاب وقد أدت التطورات الحدیثة لشكل شریطة التغطیس إلى تقنیات .المجداف
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خطوة واحدة كافیة لانجاز الاختباروالشاھد لأداء .مواد التفاعل من خلال قنوات الغشاء بالقوة الشعریة

المضادات الجسمیة الخاصة بالبروتینات الغریبة بلون )تربط(تقرن .تملة في الاختبارالكواشف مش

الجانبي في كمیة صغیرة الانسیاب عندما توضع شریطة .الجانبيالانسیاب الكاشف وتدمج في شریطة 

من مستخلص مادة نباتیة تحتوي بروتینات غریبة، یحدث ارتباط بین المضاد الجسمي المقترن 

الغشاء .لكن لیس كل المضاد الجسمي الذي یقترن بلون الكاشف،تتشكل ساندویش مع بعض.ینوالبروت

مناطق .والثانیة تأسر الكاشف اللوني،یحتوي منطقتین للأسر، واحدة تأسر البروتین الغریب المرتبط

في مناطق أو الكواشف الملونة غیر المتفاعلة لا تؤسر/الأسر ھذه تظھر لون محمر عندما الساندویش و

یدل وجود بینما،على الغشاء على عینة سلبیة)خط الشاھد(یدل وجود خط واحد .محددة على الغشاء

خذ عینات أبإتباع إجراءات .الجانبي ھي كیفیة وشبھ كمیةالانسیاب تقنیات .على عینة موجبةانخط

دلة وراثیاً بالنسبة مواد مع%0.15أو أقل من %99مناسبة، فانھ ممكن الحصول على مستوى ثقة 

.للمجموعة المختبرة

من الضروري .یزا و شرائط التغطیسـ كیتات اختبارات كل من الایوجد مصادر تجاریة عدیدة ل

وبالتالي لا یمكن أن تعرف الكائن ،الجانبي ھي خاصة بالصفةالانسیاب تذكر أن الالیزا و شرائط 

لذلك، الاختبارات المناعیة .أن تملك نفس الصفة المدمجةحیث أن أصناف عدیدة یمكن ،ًالمعدل وراثیا

لأن نفس البروتین الھدف یمكن أن یتواجد في كائنات معدلة اً ونظر.لا تعتبر كطریقة غربلةعموماً 

على سبیل (مختلفة، فان الاختبارات المعتمدة على المضادات الجسمیة لا یمكن أن تكون ممیزة وراثیاً 

,Bt-176المثال، أصناف الذرة BtIIوMon810  تحتوي نفس البروتین(Cry.

لا تعمل على البروتین المتفكك، ونمط :علاوة على ذلك، الاختبارات المناعیة تبرز  بعض المشاكل

وعلاوة على ذلك، .محدد من البروتین أو الصنف یجب أن یكون معلوماً ویتم التعبیرعنھ عند أخذ العینة

مما یجعل التحدید ،ن أن تتباین في مستویات التعبیر في الأنسجة النباتیة المختلفةالبروتینات الغریبة یمك

الكمي صعباً 

(Lubeck 2003, Holst-Jensen 2001, Querci et al. 2006)

إنھا .ھي طریقة للاختبار الكیفي وشبھ الكمي للبروتینات.Westernوسترنلطخة.١.٣.٤.٢.٣

إنھا تشمل نقل .وھي تستخدم للبروتینات الذوابة بشكل ضعیف.مناسبة أكثر للبحوث منھا للتفتیش

بالمضاد )یعلم(الغشاء غالبا یسبر .جزیئات البروتینات المفصولة بالرحلان الكھربائي إلى الأغشیة

Nicholl).لمقصود بطریقة تماثل الغربلة المناعیة الجسمي لكشف البروتین ا 2002)
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٤٨

الاختبارات الكیماویة التشریحیة /استخدام الركائز المولدة للون .١.٣.٤.٢.٤

The use of chromogenic substrates /histochemical assays

كثر أ.إن استخدام الركائز المولدة للون في طرائق الغربلة الوراثیة ھو جانب مھم لتطور التكنولوجیا

X-galالنظم الشائعة تستخدم المركب (5- bromo-4-chloro - 3- indolyl- B-D-

galactopyranoside) وھو ركیزة بدون لون للبیتا غالاكتوزیدازB-galactosidase. الأنزیم عادة

لكن، التخلیق یمكن أیضا أن یحدث إذا .للاكتوز متاحاً اتصنعھ خلایا الایشریشیا كولاي عندما یصبح 

IPTGاستخدم نظیر اللاكتوز مثل  (iso-propyl-thiogalactoside). وھذا لھ میزة كونھ محرض دون

ك یمكن كشف وبذل،، یتشكل منتج أزرق اللونX-galعند انقسام .بیتاغالاكتوزیدازـكونھ ركیزة ل

LacZتعبیر المورثة  (B-galactosidase)وھذا یمكن أن یستخدم إما كطریقة غربلة للخلایا .بسھولة

.أو للصفیحة أو كطریقة لكشف تعبیر المورثة خاص بالنسیج في النباتات المھندسة وراثیاً 

داً لدراسة نشاط إنھا تستخدم بشكل شائع  ج.المورثات المخبرة وسیلة ھامة في البحوث النباتیة

نشاط .المعززات والانترونات ومنھیات النسخ/فعالیة العناصرالمنظمة مثل المحفزات والمنشطات/

یمكن أن یقاس بسھولة وتحدد كمیتھ بطرائق المطیاف الضوئي )GUS(المورثة بیتاغلوكورونیدیز 

الكیمیائي التشریحي یمكن مشاھدتھ بالاختبارGUSالتموضع في نسیج محدد للمورثة .والفلورومتر

histochemical.

یتم التفاعل الكیمیائي الذي یتیح الكشف الكیمیائي التشریحي في الأنسجة النباتیة لنشاط المورثة 

وتحرر X-Glucتحفز بیتاغلوكورونیدیز حلمھة المادة  :على خطوتین)GUS(بیتاغلوكورونیدیز 

یخضع .عدیم اللونbromo-4-chloro-indoxyl-5اندوكسیل -كلورو-٤-برومو-٥جزيء 

dimerizationلتثاني ایحفز .الاندوكسیل إلى أكسدة ثنائیة والتي تؤدي إلى التلون الأزرق

سیانید مثل مزیج البوتاسیوم فیري،بالأوكسجین الجوي ویمكن تعزیزه باستخدام محفز أكسدة

لأنھ یبطئ انتشار ،التشریحييلكیمیائاالاختبار ھذا المزیج أیضاً ھام في.والبوتاسیوم فیروسیانید

مزیج .الاندوكسیل إلى الخلایا المجاورة والذي یعتبر مصدراً قویا من صنع الإنسان في ھذا الاختبار

وكسیل بتعزیز التثاني دسیانید والبوتاسیوم فیروسیانید یمنع انتشار الانالبوتاسیوم فیري

(Falciatore et al. 2002).
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الاختبارات الحیویة للمبید العشبي.١.٣.٤.٣

الاختبارات الحیویة للمبید العشبي رخیصة ودقیقة جداً في تعریف العضویات المھندسة وراثیاُ لصفة 

اختبار البذور افرادیاً یؤدي إلى التحلیل الكمي لمستوى .محددة في العینات ذات البذور أو الحبوب الحیة

الدقة تعتمد على الإنبات، فكلما كان .بذرة بكل عینة٤٠٠عادة تختبر حوالي الكائن المعدل وراثیاً، 

فقط البذور أو الحبوب الحیة یمكن اختبارھا .الإنبات أعلى كلما كان مستوى الثقة أعلى في الاختبار

یزداد الخطأ المحتمل للدقة كلما نقص .یام لإكمالھأوكل اختبار یتطلب سبعة )لیس منتجات مصنعة(

علاوة على ذلك، الاختبارات الحیویة تتطلب اختبارات منفصلة لكل صفة .توى إنبات العینةمس

لذلك، فان الاختبارات ذات .الاختبارات لا تكشف صفات تحمل غیر المبیدات العشبیةوحالیاً ،مختبرة

على النباتات أو الاختبارالحیوي للمبید العشبي ھو اختبار كفاءة ینجز.قیمة محدودة لسلطات التفتیش

وبعد فترة من زمن ،البذور للمبید العشبي/تعرض النباتات .البذور التي تغربل لتحمل مبید عشبي معین

دنا المرغوب والالیزا تبحث عن الـبي سي أر ینظر لوجود ـ بینما ا ل.النمو تقیم كمتحملة و حساسة

فعالیة المورثة في النبات /تأثیر الفعلي أو نشاطدنا والاختبار الحیوي یحدد الـالبروتین المشفر بذاك ال

،أدوات متخصصة أقل من الاختبارات الوراثیة الأخرىجيذالنمویتطلب الاختبار الحیوي.لحيا

الاختبارات الحیویة القیاسیة للمبیدات قتشمل طرائو.ویمكن إدخالھ بسھولة إلى مخابر البذور التقلیدیة

.امتصاص الركیزة، النقع المسبق أو رش البادرات/تشرب:العشبیة

نباتات المحاصیل المزروعة لتي عدلت لتكون قادرة على العیش :المحاصیل المتحملة للمبیدات العشبیة

بإدماج مورثات معینة من خلال إما الھندسة الوراثیة لك ذولعشبیة اعند رش واحد أو أكثر من المبیدات 

CP4على سبیل المثال، تم إدخال المورثة .دیةأو تقنیات التربیة التقلی EPSPS بالھندسة الوراثیة إلى

.لجعلھا متحملة للمبید العشبي غلیفوسات)مثلاً فول الصویا، الكانولا، القطن، الذرة، الخ(المحاصیل 

سلالات ذرة .لكي تمللك صفة المقاومة للمبید العشبي غلیفوساتPATالذرة أیضاً حورت بالمورثة 

التحمل للمبید العشبي .imidazolinoneھي متحملة للمبید العشبي IRأو ITرى تحمل المورثات  أخ

imidazolinone تم تطویرھا بوساطة تقنیات التربیة التقلیدیة(Adrian et al. 2003, Lubeck 2001).
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٥٠

الاستنتاجات والرؤیا المستقبلیة للكشف عن المواد المعدلة وراثیاً بوساطة تحلیل الـ دنا 

Conclusions and Future Prospects for GMO Detection by DNA Analysis

تم خلال العقد الماضي تطویر مجموعة من الطرائق العامة الشاملة والموثقة بالاعتماد على 

متطلبات .دنا وذلك لغربلة تحدید كمیات المواد المعدلة وراثیاً في الغذاء أو المواد الغذائیةالـكشف بقایا 

في مواد عینات متنوعة حسب ما ھو محدد في اً دنا في المواد المعدلة وراثیالـ واسعة للبحث عن كمیات 

.بي سي أرـئق ا لباستخدام طرارضیة حصریاً مأغلب القوانین أو التنظیمات التشریعیة ھي حالیاً 

ربما ،مع نظائرھا غیر المعدلة وراثیاً افرادیاً تقنیات التوصیف البدیلة لمقارنة المواد المعدلة وراثیاً 

جل تقییم سلامة الأغذیة والأعلاف الناتجة من أوخصوصاً من ،تصبح لذلك مركز النشاط المستقبلي

Kuiper)المواد المعدلة وراثیاً  et al. المثالي لتأسیس ءدنا ھو الجزيالـن الواضح أن انھ م.(2003

والتي تؤدي إلى شھادة موثقة، على الرغم من طرائق عالمیة لغربلة وتحدید كمي للمواد المعدلة وراثیاً 

أن تطویر مثل ھذه التقنیات الكلیة یعوقھا الشك والعدد المتزاید من التعدیلات الوراثیة في المواد المعدلة 

التجاریة من أعلاف التحضیر للتطورات المستقبلیة لمنتجات المواد المعدلة وراثیاً .المحررةوراثیاً 

یجب أیضاً أن تؤخذ بعین الاعتبار عند محاولة إثبات وجود أثار دنا مؤشب ناتج من ،الحیوانات

Einspanier)الأعلاف المھندسة ورثیاً   et al. 2001b; Klotz et al. 2002).

ساس أیجب أن تمكن الأبحاث الجاریة من تطویر تقنیات لكشف أثار المواد المعدلة وراثیا على وأخیراً، 

.دناالـقطرائ

بحیث یتم ،دنا بحساسیتھا العالیة وقوتھا والانجاز السریعالـتتمیز التقنیات المعتمدة على .الملخص

دي النتائج السلبیة الخاطئة أو ااتخاذ الاحتیاطات والشروط المسبقة والتصمیم التجریبي الدقیق لتجنب وتف

بي سي أر بالزمن الحقیقي أفضل وأنسب نظام تم تطویره لمراقبة ـ حالیاً، یبدو أن ا ل.الموجبة الخاطئة

.نوعي وكمي موثوقویقدم كشف سریع ، حساس جداً،الكائنات المعدلة وراثیاً 

مع أن الطرائق ذات العلاقة توضح عملیات إنتاج الغذاء فیما یخص مكونات المواد المعدلة 

في كل مكونات الغذاء الیومي وأي مخاوف للسمیة من الدنا ، فان الدنا الطبیعي موجود عملیاً وراثیاً 

دنا المھندس الـعلى ھذا الأساس، تمت مناقشة عدد من اعتبارات سلامة .الموجود في الغذاء مستبعدة

Jonas)وراثیاً  et al. .تحوز دائما على الاھتمام العلميالتي و(2001

إنما ،المطورة فقط لكشف الدنا المعدل وراثیاً تستخدم طرائق الاختباربالإضافة إلى ذلك، لا

في ھذا السیاق، الانتقال الأفقي .لبیئیة المحتملةاقوتھا البیولوجیة فیما یخص التفاعلات ختبار أیضاً لا

للمورثات من الكائنات المعدلة وراثیاً إلى بكتریا الأمعاء مثلاً لا یزال موضع جدل ومناقشات علمیة 
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نتائج تقییم مخاطر وافیة ،البحوث الأوروبیة التي تعالج ھذا الموضوع بشكل موسعتقدم مشاریع.جاریة

van)ةالشعبیتوعیة لل den Eede et al. سوف تمكن البحوث حول مصیر قطع و.(2004

دنا الجدیدة من تقییم مستدام الـوتأثیراتھا البیولوجیة باستخدام تكنولوجیا مورثات المواد المعدلة وراثیاً 

.لمخاطر الغذاء والأعلاف المھندسة وراثیاً 

دنا المستخدمة لتعریف محتوى الـسرعة وحساسیة طرائق الكشف المعتمدة على أن من المتوقعو

لغربلة لالطریقة المفضلة یتھا واقتصادتھا لمروننظراً صبح تالغذاء من المواد المعدلة ورثیاً سوف 

دنا الخاصة بالمواد الـلانتباه بشكل خاص عند حساب الكمیات المطلقة لأجزاء اویجب .ید الكميوالتحد

على سبیل المثال، تغییر عدد النسخ الطبیعیة بالمورثات الھدف .لمعدلة وراثیاً بما یخص تباین العیناتا

لكمي الروتیني للمواد اید ینجز التحد.في النواة مقارنة بالمورثات في المیتوكوندریا أو الكلوروبلاست

باستخدام ،بشكل موثوق فقط في المخابر المتخصصةثیاً في الغذاء أو المواد الغذائیة حالیاً االمعدلة ور

دنا ھذه لا تزال الـطرائق الاختبارات المعتمدة على /أنظمة.إجراءات قیاسیة ومضبوطة بشكل كبیر

طرائق تطویر إلى مستقبلیةربما تقود التطورات الكن، ل.وتتطلب أجھزة مخبریة معقدة للتشغیل،مكلفة

وخصوصاً على خلفیة التوفر ،دنا حسب احتیاجات ومتطلبات السوقالـبسیطة وأقل كلفة لغربلة 

وھذا ربما یتطلب استخدام كیتات .التجاري لأعداد متزایدة بشكل كبیر من المواد المختلفة المعدلة وراثیاً 

میزانیة الحكومیة العلى خفف العبء والتي ست،راءات الغربلة الأولیةشرائط اختبار سریعة لإج

دنا لكشف المواد الـأخیراً، المیزة الأكثر اقناعاً للطرائق المعتمدة على .مراقبة الغذاءلالمحدودة نوعاً ما 

تمالیة تضخیم مع احالعینة العدیدة، معاً مدنا في إجراءات تحطیـتبقى الطبیعة القویة للثیاً االمعدلة ور

.في العینة المختبرةاً دنا موجودالـالشارة الكبیر خلال زمن قصیر عندما یكون 

وبالجمع ،دنا في التطورالـ في المستقبل، سوف یستمر تحلیل المواد المعدلة ورثیاً باستخدام تكنولوجیا 

تمكن من تحلیل سریع ، سوف نانوـأنظمة المكرو وال،على سبیل المثال،ىأخرجدیدة مع تقنیات 

.للمتطلبات الضخمة لمراقبة الغذاءمرضيو
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Good(نظام الممارسات المخبریة الجیدة ،یطبق في المخابر كافةً  Laboratory Practices GLP(

:التالي

.المخبریین التعلیمات اللازمة عن الإجراءات المتبعة في المخابریجب إعطاء .١

.بل یجب استعمال الممص،عدم المص المباشر بواسطة الفم للسوائل السامة أو الخامجة.٢

.عدم نفخ السوائل المعدیة خارج الممص.٣

.عدم خلط مزیج من المواد المعدیة بصنع فقاعات بواسطة نفخ الھواء بالممص.٤

.المحاقن قدر الإمكانتجنب استعمال.٥

.تعقیم الممص والمحاقن المستعملة في نفس الوعاء الذي استخدمت فیھ بعد الاستعمال الأول.٦

.یجب فحص أنابیب التثفیل قبل عملیة التثفیل خوفاً من وجود شقوق أو كسور فیھا.٧

.استعمال أنابیب تثفیل ذات أغطیة محكمة الإغلاق.٨

ل، وإذا كان ذلك ضروریاً، یجب مسح حافة الأنبوب بسائل تجنب صب السائل من أنابیب التثفی.٩

.حیث تصبح الحواف ملوثة بمحتویات الأنبوب،تجنب ملء أنابیب التثفیل إلى الحافة.معقم

.الملوثة قبل التخلص منھاتعقیم كل المواد .١٠

.تعقیم أسطح العمل باستعمال الصابون والكحول بعد نھایة كل یوم عمل.١١

.الأیدي بعیدة عن الأنف، العین والوجھ لمنع العدوى الشخصیةالمحافظة على .١٢

وجوب غسل الأیدي عندما یكون ھناك شك بالتلوث عند التعامل مع مواد حیة وقبل مغادرة .١٣

.المخبر، یجب توفر مغسلة واحدة على الأقل خاصة بالأیدي

التجمیل في تجنب الأكل والشرب ومضغ العلكة وتخزین الطعام والتدخین ووضع مستحضرات .١٤

.المخبر

.القیام بتدابیر وقائیة خاصة في حال تلوث المجاري الفمویة أو التنفسیة بمواد معدیة.١٥

.ویجب أن تخلع عند الخروج من المخبر،ارتداء المعاطف المخبریة إلزامي.١٦

.ارتداء الملابس المخبریة النظیفة فقط في حجرة الطعام والمكتبة والمناطق غیر المخبریة.١٧

).بالأوتوكلاف(عقیم المھملات بالحرق أو بالتعقیم الحراري یتوجب ت.١٨

قواعد الأمان الحیوي المخبریة-١-٢
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ویتم إحراق القفازات ،تجنب التماس مع الأحیاء المحورة وراثیاً والعوامل البیولوجیة الخارجیة.١٩

.المستعملة

.یجب أن یكون باب المخبر مغلقاً طوال الوقت.٢٠

.الھواءیجب أن یتم التعامل مع الكیماویات المنتجة للأبخرة تحت ساحبة.٢١

.تعلق لافتات التحذیر ضد الخطورة الحیویة في المخبر وبشكل إلزامي.٢٢

.یتوجب نقل المواد المتوجب حرقھا أو تعقیمھا بالحرارة داخل حاویات غیر نفوذة.٢٣

یتوجب توفر المعقمات الفعالة من أجل التعقیم الروتیني والاستعمال الآني عند حدوث انسكاب .٢٤

.للمواد

.ن كل مخبر لمتابعة تنفیذ إجراءات الممارسات الجیدة والتقید بھایسمى مسؤول عن أما.٢٥
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.من كل الخطواتلاتبدأ أي تجربة ما لم تكن متأكداً .كن صبوراً أثناء العمل.١

إذا .استخدم الأجھزة بالشكل المناسب.الاستخداملة ما لم تكن متأكدا من كیفیة آلا تستخدم أي .٢

.أل الأخرینكنت لا تعرف كیفیة الاستخدام، عد إلى دلیل نشرة الاستخدام أو اس

.لا تلمس أو تضع أي جھاز بكفوف ملوثة.٣

إذا سكبت أو لوثت بأي مادة سامة أو مسرطنة أو مضاد حیوي، طھر المنطقة الملوثة أو الجھاز .٤

تطھرھا، أسأل الأخرین أو انظر في صفحة بیانات /إذا كنت لا تعرف كیف تنظفھا.فوراُ الملوث 

Material(MSDS)السلامة الخاصة بالمادة safety Data sheet

مثل ایثیدیوم (البس كفوف بلاستیكیة ومعطف مخبري أثناء التعامل مع مواد سامة أو مسرطنة .٥

).الخ...برومید، فینول، كلورید السیزیوم

مثل ایثیدیوم (البس كفوف بلاستیكیة ومعطف مخبري أثناء التعامل مع مواد سامة أو مسرطنة .٦

).الخ...برومید، فینول،

.البس واقي للعین أو للوجھ عند استخدام أشعة فوق بنفسجیة.٧

إذا تلوث الجسم أو الملابس بالمواد الكیماویة أو المضادات الحیویة أو المسرطنة، مباشرة اخلع .٨

التطرشات .ة واغسل التطرشات الصغیرة تحت الماء لمدة خمس دقائق على الأقلالملابس الملوث

.لا تتردد باستخدام الدوش في المخبر عند التطرش كثیراً .على الأرجل یمكن غسلھا في المغسلة

.لا تغسل الجلد الملوث بالكحول

.أعدھا إلى مكانھا، ...بعد استخدامك لأي مادة كیمیائیة أو أنزیم أو مادة مذیبة.٩

.قبل أن تستخدم البقایا الأخیرة من أي مادة، اطلب شراء المادة الضروریة.١٠

احسب الكمیة التي تریدھا وخذھا حسب .م°٢٠-احفظھا في .معظم الأنزیمات غالیة الثمن.١١

.الحجم المناسب لك من المجمدة

.استخدم رأس ماصة جدید لإزالة الكمیة الضروریة من الأنزیم.١٢

).جھاز الطرد المركزي(وأحیانا خطرة ،الأجھزة المخبریة أیضا غالیة الثمن.١٣

.لا تستخدم أي جھاز لا تعرفھ ما لم تسأل الآخرین.١٤

ویجب أن یستخدم  بلبس الكفوف ،أن یسبب السرطانلمن المحتم.الایثیدیوم برومید سام جداً .١٥

ما دوھو یتبخر عن.قة مخصصةویجب أن یحصر استخدامھ في منط.البلاستیكیة  على الدوام

في المخابروتعلیمات السلامة الحیویةممارسات ال
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وعلى الأخص لیس (لا یسمح باستخدامھ في المطبخ ).مثلاً عند صب ھلامة الاغاروز(یسخن 

، ولا یسمح باستخدامھ في مخبر الأنسجة النباتیة ولا في مخبر البیولوجیا )في المیكروویف

.الجزیئیة خارج ساحبة الغازات السامة

البس نظارات واقیة خاصة لذلك على –ومؤذیة للعیون والجلد ةالأشعة فوق البنفسجیة ضار.١٦

الدوام عند استخدامك مصدر أشعة فوق بنفسجیة

.بالطبع، یجب غسل الأیدي بعد أي عمل في المخبر وخصوصا قبل أكل الطعام.١٧

یجب على كل العاملین أن یعرفوا إجراءات الاستجابة للطوارئ.١٨

ومن .والبس معطف ذو كم طویل،ستعمل لمرة واحدةالبس نظارات وقفازات واقیة والتي ت.١٩

.إنما نظارات،الأفضل عدم لبس عدسات لاصقة

البس نظارات واقیة عندما تتعامل مع الآزوت السائل.٢٠

والزوار والطلاب أن یعرفوا أماكن النافورة المقلوبة لغسل العین یجب على كل العاملین.٢١

.ودوش الطوارئ 

ومخالفة ذلك سوف تعرض المخالف للعقوبة  ،التدخین في المخابرلا یسمح بالأكل والشرب أو .٢٢

.الشدیدة والفوریة

.یجب على النساء الحوامل أن تخبر الشخص المسؤول في حال وجود الحمل .٢٣

:یجب إتباع التعلیمات العامة التالیة،في حالات الطوارئ المستلزمة معالجة طبیة.٢٤

.ابق ھادئاً -

.الإجراءات المنقذة للحیاة إذا لزم الأمر/إجراء الإسعافات الأولیة -

.الإسعاف فوراً /اطلب الطوارئ -

.لا تنقل الشخص المصاب ما لم یكن ھناك ضرورة ملحة جداً من استمرار الضرر-

.حافظ على الشخص المصاب دافئاً -

المستخدمة في المخابر التخطیط المسبق لإجراءات الأمان وحجم المادة الخطرة یتطلب مدى .٢٥

.اللازمة الخاصة بالتعرض للمواد الكیماویة

سوف )جھاز العزل الجرثومي(التعرض للمواد البیولوجیة خارج حجرة الأمان البیولوجي .٢٦

.والذي یمكن أن ینتشر في كامل جو المخبر،ایروسول/یولد نوع من الضباب 

.قیة والتي تستعمل لمرة واحدةالبس قفازات وا.٢٧

.قیاً بمادة مطھرة وامسح المنطقة الملوثة ربلل مندیلاً و.٢٨
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.ضع المندیل الورقي الذي مسحت بھ في الكیس البلاستیكي المخصص للنفایات .٢٩

ثم جفف المكان بمندیل ،نظف المنطقة الملوثة بمندیل نظیف مبلل بمادة مطھرة مرة أخرى.٣٠

.آخر

لاولذلك ،الكائنات الحیة المھندسة وراثیاً یجب ألا تتلامس مع البیئة أبداً انتبھ واعلم أن .٣١

.تسكبھا في المغسلة قبل التعقیم بالأتوغلاف

:بعض القواعد العامة والھامة.٣٢

.لا تركض في المخبر-

.افتح الأبواب بھدوء-

.المذیبات الكیماویة العضویة في سلة /احمل المواد -

.نظف مكان العمل بعد الانتھاء من عملك-

یمكن أن یسبب ضرراً ویخرب عمل سلالات البكتیریا أو المواد الكیماویة ، اتلاف الزجاجیات-

:كل الأشخاص في المخبر لأسابیع طویلة حتى یكشف السبب لذلك

.لا تضع أي بقایا في أداة الوزن ثانیة في وعائھا بل ارمھا،عندما تزن أي مادة كیماویة-أ

.نظف الزجاجیات المستعملة بشكل جید بعد الاستعمال-ب

وملعقة الوزنقضبان التحریك المغناطیسیة ، یجب أن تنظف أجھزة الرحلان الكھربائي-ت

أولاً یجب تنظیفھا بمسحوق تنظیف ، مباشرة بعد الانتھاء منھا من قبل الشخص المستخدم

.ثم بالماء المقطر،ثم بالماء الجاري

للعمل تحت شروط مستوى الأمان الأول، فإنھ یجب اتخاذ واتباع تعلیمات الأمان الحیوي .٣٣

:التالیة

لكي تعمل بالعضویات المھندسة وراثیاً فإنھ یسمح فقط بالعمل في المنطقة المخصصة والتي .١

.علیھا إشارة مخبر

.حافظ على الأبواب مغلقة.٢

ولا تستخدم السحب ،من أجل سحب المواد الكیماویة السائلة استخدم المساعدات المناسبة.٣

.بواسطة الفم

.اغسل وطھر یدیك بعد الانتھاء من العمل.٤

.حافظ على المخبر مرتباً .٥

.المخبرالتدخین أو الأكل أو الشرب غیر مسموح بھ في .٦
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 الجزیئاتاللازمة لتحمیلالمحالیل:

%.١٠٠كحول ایثیلي مطلق -

.معقموماء مقطر -

-DNA: یخفف الـDNA الـ في محلولTE(10 mM Tris-HCl; 1 mM EDTA, pH 8.0)

.میكرولیتر/میكروغرام1تركیز نھائي للحصول على 

.)مول٢.٥(CaCl2كلورید الكالسیوم -

حرارةدرجة یخزن على ثم ، یعقم المحلول بالفلترةماء مقطرمل ١٠٠غ في ٣٦.٧٦تحل كمیة 

.م°٢٠-

)میكرومولر١٠٠(Spermidineسبیرمیدین-

میكرولیتر ماء مقطر معقم، ٩٨٦+میكرولیتر سبیرمیدین أساس حر ١٤یحضر بإضافة 

.قصىكحد أأشھر٣لمدة م°٢٠-حرارة درجة المحلول على خزن ی

الـ تحمیلDNA جزیئات التنغستین على

DNA Coating of Tungsten Particles (Maliga Lab, Rutgers University, NJ)

بین أبعاده ما تتراوح (تتمیز جزیئات التنغستین بأنھا غیر منتظمة في الشكل وغیر متجانسة في الحجم 

أنھا رخیصة جداً بالتنغستین تتمیز جزیئات .وتتداخل أحجامھا بشكل كبیر)میكرومتر٢–٠.٥

وتمثل كل مجموعة من ھذه الحجوم مجالاً واسعاً من أقطار الجزیئات التي ومتوفرة بأحجام عدیدة، 

السمیة المحتملة التي یمكن أن تسببھا لبعض أنواع أما عیوبھا فھي .DNAیمكن تحمیلھا بسھولة بالـ 

علیھا، بحیث یقل ھذا الارتباط مع DNAالخلایا، وإمكانیة تأكسد أسطحھا مما یؤثر على ارتباط الـ 

لوقت، كما أنھا تعد غیر متجانسة الشكل والحجم وبالتالي من الصعب ضبط الحجم المناسب مرور ا

.لنوع معین من الخلایا

القصف الحیوي /المدفع الجینیيوساطة التحویر الوراثي للقمح ب.٢.٢
Biolistic transformation system of wheat
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طلقة20لـتحضیر كمیة من جزیئات التنغستین تكفي 

مغ من مسحوق التنغستین ١٠توزن كمیة.(Bio-Rad Tungsten M-17)

 جدیدةعبوةفتح یفضل (%١٠٠مل ایثانول مطلق 1تضاف كمیة.(

مئویة لمدة ساعتینم °٩٥حرارة ن على درجة یسخالت.

 ثواني١٠لمدة على السرعة القصوى في جھاز الطرد المركزي التثفیل.

 ١٠٠مل ایثانول مطلق 1ویضاف مرة أخرى كمیة)الكحول(التخلص من الرائق%.

ض للأمواج فوق الصوتیة یعرالتsonication تفید (ثلاث مرات العملیةقائق، تكررد5لمدة

).الأكسدة السطحیةفي إزالةالغلي والتعریض للأمواج فوق الصوتیة عملیة 

 في ھذه یمكن التخزین .ثواني١٠لمدة على السرعة القصوى في جھاز الطرد المركزي التثفیل

.م°٢٠-طوال اللیل بدرجة المرحلة 

التثفیل .معقمومل ماء مقطر 1في كمیة التخلص من الكحول الایثیلي وإعادة تعلیق الراسب

.ثواني10لمدة 

 بقایا زالة كلإمن الضروري .الغسیل ثلاث مرات أخرىتكرار عملیةالماء والتخلص من

.الماء لتجنب تكتل بالجزیئاتبةالغسیل المتكررعملیات أثناء الكحول الاثیلي

معقمومیكرولیتر ماء مقطر ٢٠٠كمیةد تعلیق الراسب النھائي في یعا.

طلقات5تكفي لـ DNAتحمیل جزیئات التنغستین بكمیة من الـ 

:توضع الأنابیب في الثلج وتضاف الكمیات التالیة على التوالي-

.تنغستینالمن معلق جزیئاتمیكرولیتر ٥٠

تركیز (TEالتي حضرت سابقاً في محلول الـDNAمیكروغرام ١٠

).میكرولیتر/میكروغرام1

.)میكرومولر١٠٠تركیز (میكرولیتر سبیرمیدین ٢٠

.غرفة باردةفي vortexدقیقة على الرجاج ٣٠تخلط المكونات لمدة -

.میكرولیتر كحول ایثیلي٢٠٠تضاف كمیة -

.ثواني١٠لمدة على السرعة القصوى في جھاز الطرد المركزي التثفیل -

.لتعلیق الراسب%١٠٠مطلق میكرولیتر كحول ایثیلي٢٠٠میةالتخلص من الرائق وإضافة ك-

.تأكد من تفریق كل التكتلاتیتم في ھذه المرحلة ال
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.بالكحول ایثیلي مع الترسیب لثلاث مراتالغسیل عملیة كرر ت-

.كحول ایثیليمیكرولیتر٣٠یعلق الراسب بعد مرحلة الغسیل الأخیرة في كمیة -

.واحدةالطلقة الفيمیكرولیتر ٥تستخدم كمیة -

على جزیئات الذھبDNAتحمیل الـ 

دائریة واكثر تجانساً في تتمیز بانھا ، لكنھا ھاأحجامحیث تتوفر جزیئات الذھب في مجال محدود من 

مما )مقارنة بجزیئات التنغستین(المیزة الریئسیة لجزیئات الذھب ھي تماثلھا .الحجم مقارنة بالتنغستین

والأھم .المراد استخدامھ في التحویر الوراثيالمناسب منھا تبعاً لنوع النسیج النباتي الحجم بضبطیسمح 

لكن یؤخذ على .ولا یسبب سمیة للخلایا النباتیة المستھدفةمن ذلك ھو أن الذھب خامل بیولوجیاً 

مرور الزمن تشتت جزیئات الذھب لیس ثابتاً في المعلقات المائیة ومع .الثمنةغالیاأنھجزیئات الذھب ب

تحضر الجزیئات التي ستستخدم في الإطلاق في لذلك یجب أن ،تتكتل الجزئیات بشكل غیر عكوس

Rasco-Gaunt)نفس الیوم ولا تخزن لاستخدامھا في وقت لاحق et al., 1999)

.Bio-Radن شركة یتم الحصول على ھذه الجزیئات م

طلقة١٦تحضیر كمیة تكفي للقیام بـ 

.)یكرومترم٠.٦أقطارھا (ذھب الجزیئات من مغ 1كمیة زن تو-

یفید ذلك في تطھیرھا بقتل (میكرولیتر كجول ایثیلي مطلق ١٠٠جزیئات الذھب في كمیة علقت-

.)الجراثیم المحمولة سطحیاً كما یشحنھا بشحنة موجبة

.قصیرةلمدة التثفیل على السرعة القصوى -

.التخلص من الرائق-

.للتخلص من الكحولمعقم ومل ماء مقطر ١كمیة في ب الذھغسل جزیئات -

.تثفیل سریع-

.التخلص من الرائق-

.میكرولیتر ماء معقم٥٠ق الجزیئات في یعلت-

بالماصة للأعلى یتم السحب .)ري موللمیل٢.٥(میكرولیتر كلورید الكالسیوم ٥٠كمیةفاضت-

.والأسفل حتى تمزج جیداً 

بالماصة یتم السحب اسحب .)ري موللمیل١٠٠(میكرولیتر سبیرمیدین ٢٠كمیة ف اضت-

.للأعلى والأسفل حتى تمزج جیداً 
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سحب بالماصة للأعلى والأسفل یتم ال).میكرولیتر٥عادة (DNAمیكروغرام ٥إضافة كمیة-

.حتى تمزج جیداً 

.على سرعة معتدلةقائقد١٠لمدة Vortexتخلط على الرجاج -

.على أخفض سرعة ممكنةدقائق٥لمدة جھاز الطرد المركزي التثفیل في -

.التخلص من الرائق-

.%١٠٠كحول ایثیليمیكرولیتر ١٠٠كمیةغسل الراسب ب-

)في حال تشكل عكارة من الراسب یمكن التثفیل على أخفض سرعة ممكنة(التخلص من الرائق-

%.١٠٠مطلق كحول ایثیليمیكرولیتر ٨٥یعلق الراسب في كمیة -

ثواني مباشرة قبل توزیعھا على ١٠لمدة Sonicationض للأمواج فوق الصوتیةیعرالت-

.macrocarrierالأقراص الحاملة 

.میكرولیتر لكل طلقة٥م ااستخد-

النباتیةتحضیر العینات 

المراد تحویره وراثیاً وكذلك على وسط النباتي یعتمد الجزء النباتي المراد استخدامھ على النوع 

shoot(SIM)عموماً، استخدم وسط تحریض تشكل النموات الخضریة .الزراعة induction

mediumأما بالنسبة للنباتات أحادیة الفلقة، فالأجزاء النباتیة المختارة ھي .للنباتات ثنائیات الفلقة

وھي على علیھا ما یطلق وغالباً )الكنب(أو معلقات الكالوس )ما الناضجة أو غیر الناضجةإ(الأجنة 

callus(CIM)تحریض الكالوس وسط induction medium.

:السطحيلتطھیرجمع سنابل القمح وا

زھار، یمكن فتح بضعة بذور عند وقت الجمع لتحدید حجم بعد الإماً یو١٦-١٢بعد اً مع السنابل تقریبتج

.مم وشفافة المظھر١.٥-٠.٨بین ما وبنیة الأجنة والتي یجب أن تكون بطول 

في قیقةد١٥ثم لمدة واحدة، لمدة دقیقة %٧٠الایثیلي تركیز كحول الالغسیل في بسطحیاً تطھر البذور 

ثلاث مرات على لمعقم والمقطر الماء البتغسل بعدھا .مع التحریك الخفیف(Clorox)محلول منظف 

.الأقل

علي أي سنبلة یمكن أن السنیبلاتفقط نصف أو ثلثي فإن ، للسنبلةلاحظ، بسبب التطور غیر المتزامن

عادة ما تحوي السنیبلات الموجودة في قاعدة السنبلة أو القریبة من حامل .مناسبالتحتوي الطور

.صغر عمراً وحجماً وفي طور غیر مناسب للاستخدامعلى الأجنة الأالسنبلة
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.عزل الأجنة غیر الناضجة

)داخل حجرة العزل(في جو معقم binocularتحت المكبرة ورمن البذغیر الناضجة عزل الأجنة ت

.معقممشرط حادباستخدام

ونحتفظ بالجزء المتبقي الذي سیحرض منھ الكالوس ویسمى محور الجنین أولاً ثم التخلص من

).تركیب بذرة القمح١یوضح الشكل (scutellumالسكوتیلم 

مكان الجنین للأسفل والسكوتیلم (یوضع السكوتیلم بوضع مقلوب بالنسبة لوضعھ الطبیعي في البذرة 

في كل جنیناً ٥٠ل حوالي مم وبمعد٥٥ھاعلى وسط العدوى باللقاح في أطباق بتري قطر)للأعلى

.طبق

تشریح بذرة القمح.١الشكل 

تحضیر الأطباق للإطلاق-

لى إ)تمت إزالتھالذي (الجنین محور مكان بحیث یكون )لمالـسكوتی(توضع الأجنة غیر الناضجة 

مم، ٩٠شبھ الصلب في أطباق بتري بقطر (CIM)الأسفل بالتماس مع وسط تحریض تشكل الكالوس 

٥٠ضع یو.DNAھو الجزء المعرض لعملیة الإطلاق بالجزیئات المحملة بالـ یكون السكوتیلموبذلك 

بواسطة الأطباقتغلق.معاملةفي كلأطباق بتري ٥-٣، ویستخدم عادةكل طبقمركزفيجنیناً 

الثقیام بعملیة ساعة قبل ٢٤م تقریباً لمدة حوالي ٢٦ºحرارة درجة على حضن في الظلام تالبارافیلم و

geneالإطلاق بواسطة قاصف المورثات  gun. في الیوم التالي تتم عملیة الإطلاق ولمرة واحدة على

.كل طبق ثم تغلق بالبرافیلم وتحضن في الظلام

histochemicalیمكن إجراء عملیة التقییم الكیمیائي للأنسجة  assayن عملیة بعد یومین م

.الإطلاق
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من أجل الحصول على نموات خضریة من الأجنة التي تمت علیھا عملیة الإطلاق ضمن شروط معینة 

بزراعتھا على وسط تحریض )السكوتیلم(تم ضبطھا مسبقا؛ً یتم أولاً تحریض الكالوس من ھذه الأجنة 

بعد مضي ثلاثة أسابیع ینقل الكالوس إلى وسط التجدید.أجنة في كل طبق١٠الكالوس بمعدل 

regeneration medium (RZM) 2,4لیتر من الھرمون /مغ٠.١الذي یحوي على-D ٥، وعلى

.ساعة١٢وفترة إضاءة س٢٦ºالأطباق على درجة حرارة تحضن ..zeatinلیتر من الھرمون /مغ

.زراعتھا على وسط التجدیدسابیع من أ٣بعد تمایزت إلى أنسجة خضراءیتم تسجیل عدد الكالوس التي 

ر الجهاز لعملیة الإطلاقتحضی-

ruptureنحتاج في كل عملیة إطلاق إلى رقاقة تمزق - disc) ٩٠٠تتحمل مجال ضغط–

، وإلى رقاقة حاملة للجزیئات وإلى شبك معدني لإیقاف )psiباوند على البوصة المربعة ١١٠٠

.الرقاقة الحاملة للجزیئات

ruptureحامل رقاقة التمزق (قبل القیام بعملیة الإطلاق نقوم بتعقیم كل الأجزاء المعدنیة -

disc holderالشبك المعدني ،stopping screens حامل الرقاقات الحاملة ،

macrocarrierللجزیئات holder( في الأوتوكلافautoclave.

ruptureالتمزق رقاقات (تعقم الأجزاء المرنة المصنوعة من اللدائن - discs والرقاقات

٣٠لمدة %٧٠بغمرھا في أطباق بتري بالكحول الایثیلي تركیز )fliersالحاملة للجزیئات 

.دقیقة أو أكثر

تترك رقاقات التمزق في الكحول الایثیلي مع تغطیة الأطباق لمنع تطایر الكحول، بینما تزال -

.عد إنقضاء الفترة اللازمة للتطھیرالرقاقات الحاملة للجزیئات وتجفف بشكل كامل ب

)macrocarrierحامل الرقاقات (یتم وضع الرقاقات الحاملة للجزیئات في مكانھا المخصص -

میكرولیتر من خلیط ٥عادة كمیة (DNAتوضع الكمیة المناسبة من الـ .باستخدام ملقط معقم

.على الرقاقة وتترك لتجف تماماً )مع جزیئات الذھبDNAالـ 

%.٧٠ح الأجزاء الداخلیة الثابتة من جھاز قاصف المورثات بالكحول تركیز تمس-

مجمع عملیة القذف، حامل طبق (أیضاً تمسح باقي الأجزاء المتحركة الموجودة داخل الجھاز -

%.٧٠بواسطة الكحول تركیز )البتري، الغطاء المعدني

%.٧١غسل الیدین والقفازات بالحول الایثیلي تركیز -

مل الآن مع الأجزاء المختلفة أثناء التحمیل باستخدام ملاقط معقمة بشكل جید وتحت یتم التعا-

).یتم العمل داخل حجرة العزل(ظروف معقمة أیضاً 
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یوضع الشبك المعدني في مكانھ، ثم الرقاقة الحاملة :یتم تركیب مجمع القذف على النحو التالي-

.ھذه الأجزاء مع بعضھاللجزیئات بوضع مقلوب، ثم یركب الغطاء الذي یثبت

توضع رقاقة التمزق في حاملھا ثم یثبت ھذا الأخیر على مكانھ داخل حجرة الإطلاق ویثبت -

).٢الشكل (بواسطة مفتاح شد خاص 

:عملیة الإطلاق

.یوضع مجمع القذف في مكانھ داخل حجرة الإطلاق-

.طلاقالحاوي على الأجنة داخل حجرة الإ)بعد رفع غطائھ(یوضع طبق البتري -

.یغلق باب الحجرة-

إنش زئبقي٢٨حتى تصل قیمة التفریغ داخل الحجرة إلى vaccumتشغل مضخة التفریغ -

)in.Hg.(

.للمحافظة على وضع التفریغ داخل الحجرة)holdالوضع السفلي (یضغط على الزر الوسطي -

.حتى سماع صوت حدوث الإطلاقFireالضغط بشكل مستمر على زر الإطلاق -

حتى یعود )ventilationالوضع الوسط (تحریر زر الإطلاق ثم الضغط على الزر الوسطي -

إنش ٠الضغط إلى وضعھ الطبیعي داخل الحجرة وعودة المؤشر على مقیاس الضغط إلى 

.زئبقي

.یفتح باب الحجرة ثم یؤخذ الطبق ویوضع علیھ الغطاء ویغلق بالبارافیلم-

للقیام بعملیة إطلاق اخرى

أخذ مجمع القذف وفكھ واستبدال الشبك المعني والتخلص من الرقاقة الحاملة، ثم تحضیر یتم -

.رقاقة أخرى كما مر سابقاً 

.فك حامل رقاقة التمزق والتخلص من الرقاقة الممزقة بأخرى جدیدة ثم إعادة تركیبھ في مكانھ-

تحضن في الظلام تحت عند الانتھاء من عملیات الإطلاق تغلق الأطباق بواسطة البارافیلم، ثم-

.ظروف مناسبة من الحرارة

التي تم DNAتتم عملیة الانتخاب بنقل الكالوس إلى وسط انتخاب مناسب تبعاً للبلازمید أو قطعة الـ 

selectableتحمیلھا الجزیئات الذھب أو بالتحدید تبعاً لمورثة الانتخاب في النبات  marker gene

in plant.
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-Biolistic©-PDSقاصف المورثات من نوع /مخطط یبین إعداد المدفع الجیني.٢شكل 
1000/Heوإجراء القذف للتحویر الوراثي للعینات النباتیة

المقبض  /الممسك الىأدخل قرص التمزیق 

الصاعق /القذیفة 

رقاقات التمزق/التمزیققرص 

التمزق حامل قرص 

الإطلاق  /القذفمجمع 

الحامل الكبیر الشبك المعدني في ضع 
الإطلاق  لمجمع 

التجمیع من أجل القذف    

أدخل الحامل الكبیر لمجمع 
في حجرة التفریغالإطلاق  

وحدة /ضع مقبض الحامل الكبیر 
على عقب في المجمع  الإطلاق رأساً 

دور بالفتل قرص التمزیق على 
أنبوب تسارع الغاز داخل حجرة 

ضع العینة على صحن لعینات التفریغ  

حامل الرقاقات الحاملة للجزیئات

Biolistic©-PDS-1000/Heقاصف المورثات من نوع /جهاز المدفع الجیني .٢الشكل 
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 الأوساط المستخدمة في زراعة الأنسجة النباتیة

یمكن تحضیر الأوساط المغذیة اللازمة لزراعة الأنسجة بتحضیر مخزون لهذه المحالیل بتركیز مضاعف 

gellingحتى نستطیع أن نضیف لها حجم مماثل من عامل تصلب الوسط )١الجدول( agent) یستخدم

ووسط RZMمع وسط التجدید agargelمع وسط تحریض الكالوس، والآجار phytagelالفیتاجل 

١٠لیتر فیتاجل و /غ٤(أیضاً یحضر عامل تصلب الأوساط المغذیة بتركیز مضاعف ).RMالتجذیر 

.دقیقة٢٠م لمدة ١٢١ºتعقم على درجة حرارة ثم)لیتر آجار/غ

كل التراكیز المذكورة أدناه هي .مكونات أوساط الزراعة المحضرة بتراكیز مضاعفة.١الجدول 

ضعف تركیز المطلوب لوسط الزراعة ماعدا المكونات التي تضاف بعد ضبط درجة الحموضة 

pHفقد ذكرت بتراكیزها النهائیة.

Component Inoculation (/L) CIM (/L) RZM (/L) RPPT (/L)

المكونات وسط العدوى وسط تحریض الكالوس وسط تجدید النموات  وسط التجدید 

نتخابوالا

MS macro salts (x10) 200 ml 200 ml 200 ml 200 ml

L7 micro salts (x1000) 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml

FeNaEDTA (x100) 20 ml 20 ml 20 ml 20 ml

MS vitamins (x1000) 2 ml 2 ml - -

Vitamins/Inositol (x200) - - 10 ml 10 ml

Inositol 200 mg 200 mg 200 mg 200 mg

Glutamine 1 g 1g - -

Casein hydrolysate 200 mg 200 mg - -

MES 3.9 g 3.9 g - -

Maltose 80 g 80 g 60 g 60 g

pH adjusted to 5.8 then autoclaved pH adjusted to 5.7 then

filter sterilized

2,4-D 2 mg 0.5 mg 0.1 mg -

Picloram 2.0 mg 2.0 mg - -

Acetosyringone 200 µM - - -

Timentin - 160 mg 160 mg 160 mg

Zeatin - - 5 mg -

PPT - - - 2-4 mg

Inoculation :وسط العدوى / CIM: وسط تحریض الكالوس/

RZM: وسط التجدید  / RPPT :وسط التجدید والانتخاب



وراثياً والأمان الحيوي في الأغذية والزراعةحول الكشف عن المواد المعدلةالإقـليمية  الدورة التدريبية

٢٠١٠حزيران  ٢٤-١٩-سورية-حلب-ايكاردا

٦٧

المحالیل المستخدمة في تحضیر الأوساط المغذیة مخزون

Stock solutions for basal culture media
 MS Macrosalts (x10)

16.5 g/l NH4NO3 نترات الأمونیوم           

19.0 g/l KNO3               نترات البوتاسیوم

1.7 g/l KH2PO4 فوسفات البوتاسیوم

3.7 g/l MgSO4 . 7H2O كبریتات المغنیزیوم

4.4 g/l CaCl2 . 2H2O       كلورید الكالسیوم

، ثم یعفم المزیج في بالماء المقطر قبل خلطها مع بعضها البعضمادة على حدة تذاب كل :١ملاحظة

.م٤ºویحفظ في البراد على درجة حرارة دقیقة٢٠م لمدة ١٢١ºعلى درجة حرارة الأوتوكلیف 

 L7 Microsalts (x1000)

15.0 g/l MnSO4 كبریتات المنغنیز

5.0 g/l H3BO3 حمض البوریك 

7.5 g/l ZnSO4 . 7H2O كبریتات التوتیاء

0.75 g/l KI یودید البوتاسیوم

0.25 g/l Na2MoO4 .2H2O مولبیدات الصودیوم

0.025 g/l CuSO4 .5H2O كبریتات النحاس 

0.025 g/l CoCl2 .6H2O كلورید الكوبالت

بشكل مستجضرات مختلفة من حیث عدد ذرات الماء المنغنیز كبریتاتیمكن أن توجد :٢ملاحظة

MnSO4مثلاً بالنسبة للمركب.الاعتبارالداخلة في تركیبها ولذلك یجب أخذ ذلك بعین  .H2Oف اضی

MnSO4ل وبالنسبة لـ /غ١٧.٠٥ .4H2Oل، وبالنسبة لـ /غ٢٣.٢٢یضافMnSO4 .7H2Oف یضا

.ل/غ27.95
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ویعقم بالفلترة في المرة الواحدةالمخزون المركزمل من ١٠٠كمیة حضر ت ،filter sterilization

.م٤ºثم یخزن في البراد على درجة حرارة 

 MS Vitamins (-Glycine) (x1000):

0.1 g/l Thiamine HCl                الثیامین

0.5 g/l Pyridoxine HCl        البیریدوكسین

0.5 g/l Nicotinic acid         حمض النیكوتین

ویعقم بالفلترة واحدةفي المرة الالمخزون المركزمل من ١٠٠كمیة حضر ت ،filter sterilization

.م٤ºثم یخزن في البراد على درجة حرارة 

 Vitamins/Inositol (x200):

40.0 g/l Myo-Inositol               مییواینوزیتول

2.0 g/l Thiamine HCl                       الثیامین

0.2 g/l Pyridoxine HCl              البیرودیكسین

0.2 g/l Nicotinic acid              حمض النیكوتین

0.2 g/l Ca-Pantothenate     بانتوثینات الكالسیوم

0.2 g/l Ascorbic acid           حمض الأسكوربیك

ویعقم بالفلترة في المرة الواحدةالمخزون المركزمل من ١٠٠كمیة حضر ت ،filter sterilization

.م٤ºثم یخزن في البراد على درجة حرارة 

المواد المضافة

 الزیاتینZeatin)یذاب المسحوق في كمیة قلیلة من محلول حمض كلور الماء ):مل/مغ١٠

HCl)ثم یكمل الحجم بالماء المقطر والمعقم، یخلط المزیج على الرجاج ثم یعقم بالفلترة )مولر١

.م٢٠º-یحفظ على درجة حرارة .مل١ویوزع على أنابیب بمعدل 

 بیكلورامPicloram)تحل كمیة مناسبة منه في الماء، یعقم بالفلترة ویوزع على ):مل/مغ١

.م٢٠º-ى درجة حرارة مل، ثم یحفظ عل٢انابیب سعة 

 الفوسفینوثریسینPhosphinothricin (PPT)تحل كمیة مناسبة منه في :أو أمونات الغلوفوسینات

یحفظ على .مل١یخلط المزیج على الرجاج ثم یعقم بالفلترة ویوزع على أنابیب بمعدل الماء،

.م٢٠º-درجة حرارة 
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Agrobacteriumتتم عملیة التحویر الوراثي للحمص بوساطة بكتریا التدرن التاجي  tumefaciens وفق

:الجدول الزمني التالي

البذورتعقیم ١الیوم 

زراعة البكتریا

)العدوى بالبكتریا(التحویر الوراثي تنفیذ ٢الیوم 

الزراعة المشتركة

)الأجزاء النباتیة التي أعدیت بالبكتریا(explantsالنبیتات غسیل ٦الیوم 

١الزراعة التجدید على وسط 

٢الزراعةعلى وسطالتجدید والانتخاب الأولي ١٣/١٤الیوم 

٣الزراعةالانتخاب على وسط 35الیوم 

٤الزراعةالانتخاب على وسط ٤٩الیوم 

٥الزراعةالانتخاب على وسط 63الیوم 

٦الزراعةالانتخاب على وسط 77الیوم 

٧الزراعةالانتخاب على وسط ٩١الیوم

٨الزراعةالانتخاب الأولي على وسط ١٠٥الیوم

٩الزراعةالانتخاب على وسط ١١٩الیوم

١٠الانتخاب الأولي على وسط ١٣٣الیوم

أو التطعیم HRالتجذیر على وسط ١٤٧الیوم

)أغروباكتریا(للحمص بوساطة بكتریا التدرن التاجي التحویر الوراثي .٢.٣
Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation system of chickpea
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 الاجراءاتProcedures

البكتریاسطحیاً وتنمیةالبذور تطهیر:١الیوم 

.البذورتوزن كمیة معینة من.١

.الصنبوربماء مرتینتوضع البذور في حوجلة وتغسل .٢

ثم تغلق فوهة الحوجلة بقطعة من ورق %)٧٠(الكحول الایثیلي تغمر البذور بكمیة كافیة من.٣

.دقیقة١لمدة وتحرك البذور في الكحولالألمنیوم بشكل جید

مع التحریك %)٥٠(chloroxالتخلص من الكحول وغمر البذور بكمیة كافیة من الكلوركس .٤

).دورة في الدقیقة١٥٠یجب ألا تزید سرعة الدوران عن(دقیقة٢٠لمدة shakerعلى الهزاز 

لیتر من ١في على الأقل، ثم تنقع طوال اللیل المعقم ثلاث مرات و بالماء المقطر تغسل البذور .٥

.)رمول٢تركیز (مل من محلول كلورید الكالسیوم ١٠أضیف لهالمعقم و الماء المقطر 

400ضافة إفي وسط سائل بالبكتریاتنمى.٦ µl مخزون الغلیسیرول  منglycerol stock وتضاف

المضاد الحیوي اللازم لانتخاب (مناسب مع مضاد حیويالسائل MGوسط من مل ٢٥لى إ

.)البلازمید في البكتریا

في دورة١٥٠مع التحریك على سرعة م٢٩º-٢٧التحضین في حمام مائي على درجة حرارة.٧

opticalمتصاصإحصل على كثافة نحتى (ساعة ٢٤-١٢لمدة الدقیقة density ١أكثر من

OD600))نانومتر٦٠٠على طول موجة  >1 ).

التحویر الوراثي والزراعة المشتركة :٢الیوم 

ودرجة ٤٥٠٠gسرعة دقائق على ١٠لمدة جهاز الطرد المركزي ترسب البكتریا بالتثفیل في .١

السائل وسط التلقیح من مل ٢٠س، ثم نتخلص من الرائق ونعلق الراسب في كمیة٤ºحرارة 

.acetosyringoneأسیتوسیرنغونمیكرومولر ٢٠٠الحاوي على )وسط العدوى(

هذه جمع وتبعنایة، عن الفلقات الأجنة بواسطة مشرط معقم ثم تفصلفي منتصفهاقطع البذورت.٢

.ومعقمماء مقطرطبق بتري یحوي في الأجنة 

١مم من القمة النامیة وحوالي ٢-١یوضع المعلق البكتیري في طبق بتري صغیر، ثم یقطع .٣

تنقل الأجنة .مم من نهایة الجذیر وذلك بواسطة مشرط حاد معقم تم تلویثه بالمعلق البكتیري

المشرط مرطباً نصل یراعى المجافظة على (بعد قطع قممها النامیة إلى المعلق البكتیري 

)جنیناً ٦٠كتیري اثناء عملیة القطع واستبداله عن قطع حوالي علق البمبال
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decapitatedالتي قطعت قممها النامیة حضن الأجنة ت.٤ embryos ٢لمدة المعلق البكتیريفي-

.في الظلام وعلى درجة حرارة الغرفةساعات٤

راعة وسط الز یسحب المعلق البكتیري، ثم تنقل الأجنة إلى ورقة ترشیح معقمة وضعت فوق.٥

chickpeaالمشتركة  co-cultivation medium(CCCP). جنیناً في كل طبق ٢٠یوضع حوالي

.یامأ٤لمدة س٢١ºحرارةدرجةعلى حضن الأطباق في الظلام توتغلق بالبارافیلم، ثم

:١التجدید على وسط الزراعة :٦الیوم 

الى تنقل الأجنةالجنین ثم جذیر وف من ققطع الجزء المعیالزراعة المشتركة، انقضاء فترةبعد .١

Falconأنبوب فالكون  tubeمل٥٠سعة معقم.

.معقم ثلاث مراتو مل ماء مقطر ٣٥غسل الأجنة في ت.٢

ticarcillinتیكارسیللینمن المضاد الحیوي ل /غم١٥٠یحويغمر الأجنة في محلولتبعد ذلك، .٣

لقتل البكتریا )مل ماء٢٥لكل )مل/مغ١٠٠تركیز (میكرولیتر تیكارسیللین٣٧.٥كمیةأضف(

.قیقةد٦٠-٢٠لمدة وتترك على درجة حرارة الغرفة 

١ثم تزرع على وسط الزراعة )للتخلص من المحلول الزائد(تجفف الأجنة على ورق فلتر معقم .٤

.م٢٥º-٢١أیام بدرجة ٩-٧تحت الاضاءة لمدة 

:٢على وسط الزراعة والانتخاب الأولي التجدید :١٣/١٤الیوم 

تحت نفس الشروط اً یوم٢١حضن لمدة ثم ت، ٢وسط الزراعة إلى)النبیتات(قل الأجنة تن

.السابقة

:٤و ٣ط الزراعة اوسأعلى الانتخاب:٣٥الیوم 

التي تشكلت على الجزء القاعدي من الأنسجة المیتة أو الأنسجة بنیة اللون التخلص من.١

.النبیتات

جزء للأفرع الخضریة التي تطورت من القمة النامیة للجنین وجزءان (أجزاء ٣لى إالنبیتاتقسم ت.٢

في نبیتات١٠-٩لا تضع أكثر من .وتوضع في حقل واحد)الناشئة من البراعم الفلقیةللأفرع 

.كل طبق بتري

.تحت نفس الشروط السابقةتحضن الأطباق لمدة أسبوعین.٣
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:١٠وحتى ٤على وسط الزراعةالانتخاب:٤٩الیوم 

وسط انتخاب قبل أي عملیة نقل ثم تزرع النبیتات الحیة على المیتة یتم التخلص من الأنسجة 

.في كل مرةفاصل أسبوعین بو ١٠مرحلة الانتخاب حتى جدید

:HRلتجذیرعلى وسط التجذیر ا:١٤٧الیوم 

putativeتنقل النبیتات التي اجتازت كل مراحل الانتخاب .١ transgenic explants على وسط

.سابیعأ٣لمدة في أطباق بتري  HRالتجذیر 

softتنقل النبیتات التي تشكلت علیها الجذور إلى وسط آجار طري .٢ agar. عند تشكل مجموع

.من أجل الأقلمةجذري جید،تنقل النباتات إلى بیتموس معقم في الأصص 

micro-graftingالخضریةللنموات الدقیقتطعیم ال of shoots(Krishnamurthy et al., 2000)

، النباتیةالهرمونات باستخدام الحمص على نبیتات التجذیر عملیة من الصعب تحریض غالباً یكون 

:لذلك نلجأ لعملیة التطعیم الدقیق على أصل غیر محور وراثیاً، ویتم ذلك على النحو التالي

على درجة حرارة في الظلام ، وتحضن MS½سطحیاً ثم تزرع على وسط الحمص بذورتطهر .١

٢٥ºأیام٥لمدة م.

، ثم یتم عمل سم فوق العقدة الفلقیة١.٥-١عرضیاًعلى مسافةلبادرةلقطع السویقة الجنینیة ت.٢

.شق طولي في السویقة

ثم تدخل في الشق الطولاني Vالجزء القاعدي من النبیتة المحورة وراثیاً على شكل حرف شذب ی.٣

.السویقةالذي أحدث في 

من البادرة غیر للأصل لفلقیة البراعم اوات الثانویة التي تنشأ من ل كل النماز ، تخلال الأیام التالیة.٤

.حورةالم

.لأقلمتهاالتربةتنقل النباتات بعد شهر إلى.٥



وراثياً والأمان الحيوي في الأغذية والزراعةحول الكشف عن المواد المعدلةالإقـليمية  الدورة التدريبية

٢٠١٠حزيران  ٢٤-١٩-سورية-حلب-ايكاردا

٧٣

أوساط زراعة الأنسجة النباتیة للحمصMedia for plant tissue culture

solutionالأساسیةمكونات مخزون المحالیل.١ stocks

 DKW-C Stock I (x 10)

Chemical Formula mg/ L media g/L
Calciumchloride CaCl2 149 1.49
Magnesium sulfate MgSO4.7H2O 740 7.4
Potassium sulfate K2SO4 1559 15.59
Ammonium nitrate NH4NO3 1416 14.16
Potassium phosphate KH2PO4 265 2.65
Calcium nitrate Ca(NO3)2.4H2O 1968 19.68

 DKW-C Stock II (x 100)

Iron stock Fe-Na-EDTA 44.63 4.46
Manganese sulphate MnSO4.H2O 33.5 3.35
Zinc sulphate ZnSO4.7H2O 9.22 0.922
Boric acid H3BO3 4.8 0.48
Sodium molybdate Na2MoO4.2H2O 0.39 0.039
Cupper sulphate CuSO4.5H2O 0.25 0.025

 DKW-C stock III (x 100)

Myo-inositol 100 10
Nicotinic acid 1 0.1
Glycine 2 0.2
Thiamine 2 0.2

 Microsalts solution (x 100)

Manganese sulphate MnSO4.H2O 1.69
Iron stock Fe-Na-EDTA 4
Zinc sulphate ZnSO4.7H2O 0.86
Boric acid H3BO3 0.63
Sodium molybdate Na2MoO4.2H2O 0.025
Cupper sulphate CuSO4.5H2O 0.0025
Cobalt chloride CoCl2.6H2O 0.0025
Potassium Iodide KI 0.083
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componentsمكونات أوساط الزراعة .٢ of media culture

Item Agorsuspension CCCP Sub1 Sub2 Sub 3+4 HR

MS salts 500 ml package - - - - -

DKW-C stock I - 100 ml 100 ml 100
ml

100 ml 100 ml

DKW-C stock II - 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml

DKW-C stock III - 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml

MS microsalts 1.5 ml 3 ml - - - -

B5 vitamins 5 ml 10 ml - - - -

Sucrose 7.5 g 15 g 30 g 30 g 30 g 20 g

Glucose 7.5 gr 15 g - - - -

Aceosyringone 5 ml - - - - -

TDZ (0.5 mg/ml) 110 µl 22 µl - - - -

BAP - - - 2 ml 2 ml -

IBA - - - 10 µl 10 µl 2.5 ml

MES - - - 1 g 1 g 1 g

PVP - - - - - -

Phytagel - 0.2 % 0.3% 0.3% 0.3% 0.8 %

Agar - - - - - -

pH 5.7 5.8

Ticarcillin - - 150 mg 150 mg 150 mg -

PPT - - - - 5-10 mg -
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:المستخدمةالعینات.٢.٤.١
من أجل اختبارات )١لجدول ا(مجھولة مواد غذائیة وعلفیة خلال الدورة التدریبیة عینات استخدم 

مواد إلىبالإضافة، التقلیدي وال بي سي أر بالزمن الحقیقي، )بي سي أر(التفاعل التسلسلي للبولیمراز 
من أجل ا ل)%٢و %١، %٠.٥، %٠.١، ٠(معروفة تحوي نسب تعدیل وراثي قیاسیة مرجعیة 

یستخدم شاهد سلبي .من المخبر المرجعي الأوروبي للمفوضیة الأوروبیةبي سي أر بالزمن الحقیقي

وشاهد ایجابي أثناء الاستخلاص، لا یوضع دنا في الشاهد ویتم اختبار شاهد سالب وشاهد موجب في 

.تفاعلي ا لـ بي سي أر العادي وال بي سي ار بالزمن الحقیقي

قائمة العینات الموزعة للمشاركین في الدورة.٢جدول

نوع العینة Sample Type الرمز Code
المجموعةرقم 

Group

Feed sample     عینة علف S1

1

Soya feed 1, Argentina من الأرجنتین١علف صویا A5

Soya feed 2, Argentina من الأرجنتین٢علف صویا  A4

Imported soya, oil factory مستوردة  ، من معمل صویا 

زیت
A6

Feed sample عینة علف S2

2

Soya seeds 1, Agri Research Center, Aleppo
من مركز البحوث الزراعیة في حلب١بذور صویا 

Sb-321

Soya seeds 2, Agri Research Center, Aleppo
من مركز البحوث الزراعیة في حلب٢بذور صویا 

Sb-330

Cultivated soya, Agri Research Center, Aleppo
الزراعیة في حلبمن مركز البحوث مزروع صویا صنف 

Sb-304

Maize, Argentina حبوب ذرة مستوردة من الأرجنتین M16

3

Feed soya 1 (poultry), Kefernabel
كفرنبل)دواجن(١علف صویا 

S3

Feed soya 2 (poultry), Kefernabel
كفرنبل)دواجن(٢علف صویا 

S4

Maize sample ذرة M0

Canned Food, Soumar )لا سومرمرتدی(غذاء معلب  C1 1

Canned Food, Hana ( ھنامرتدیللا (غذاء معلب  C2 2

Canned Food, Zeina )زینةمرتدیللا (غذاء معلب  C3 3

بالطرائق المعتمدة على كشف الـ دنا المأشوبالكشف عن المواد المعدلة وراثیاً .٢.٤
GMO detection DNA- based methods
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:الأجھزة والأدوات

 بورسلانشفرات جراحیة معقمة أو ھاوننصل أدوات لتصغیر الحجم مثل.
 أداة تسخینأوحمام مائي
 میكروفیوج(صغیرجھاز طرد مركزي(
 ماصات
ھزاز(جھاز مزج فورتكس(
 مل١.٥أنابیب بلاستیكیة سعة.
 ملعقة مبسطة
 غ0.01میزان حساس دقة.
 حلقةLoop
حامل للأنابیب
 ملوقSpatulas/ ستیل ملعقة
دناـمجفف بالتفریغ لتجفیف بیلیت ال:خیاري.

.إزالتھادنا یجب ـأثار من الأن تكون معقمة وأي بقایا أوبكل الأدوات المستخدمة یج:ملاحظة

/،ایروسولذات فلتر للحمایة من أیة غازاتن أجل تجنب التلوث، استخدم رؤوس ماصاتم

.سوائل

والكواشفالمواد الكیماویة

 تري میثیل أمونیوم برومید سیتیلCTAB
كلوروفورم
ایزوبروبانول
 شیلات الحدیدNa2EDTA
ایثانول
كلور الصودیوم
  أنزیم بروتیناز كProteinase K
رنا ـالأنزیم المفكك للRNase A
 أمینوایثان ھیدروكلورید )ھیدروكسي میثیل(تریس(Tris-HCl)
ماء مقطر منزوع الأیونات معقم

:ملاحظات ھامة

بدرجة نقاوة مواد البیولوجیا مصنفة كل المواد الكیماویة المستخدمة یجب أن تكون نقیة -

.الجزیئیة

)CTABبروتوكول (طریقة استخلاص الـ دنا من عینات الغذاء وعینات العلف .٢.٤.٢
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.الاستخدامعقم بالاتوغلاف قبلتالماء منزوع الشوارد والمحالیل الواقیة یجب أن -

.دناـدنا ومن الأنزیمات المفككة للـتكون خالیة من الأنكل المواد الكیمیاویة المستخدمة یجب -

CTAB/CTAB-bufferمحلول  

20 g/l CTAB 20 g

1.4 M NaCl 16.4 g

0.1 M Tris-HCl 3.15 g

20 mM Na2EDTA 1.5 g

 مل ماء مقطر منزوع الأیونات معقم١٠٠أضف

 نظامي١بھیدروكسید الصودیوم 8.0إلىةالحموضعدل

 مل وعقم بالأتوغلاف ٢٠٠إلىأكمل الحجم

CTABCTAB-precipitationـمحلول ترسیب ال solution

5 g/l CTAB 5 g

0.04M NaCl 0.5 g

 الماء المؤین المعقممل من١٠٠أضف

نظامي١بھیدروكسید الصودیوم 8.0إلى ةعدل الحموض

 مل وعقم بالأتوغلاف ٢٠٠أكمل الحجم إلى

 أشھر٦لمدة قصوى م°٤خزن المحلول بدرجة.

NaCl 1.2 M مول١.٢كلور الصودیوم

 مل ماء منزوع الأیونات ١٠٠غ من كلور الصودیوم في ٧أذب

الغرفةعقم وخزن بدرجة حرارة.

 ٧٠محلول الایثانول) )حجم/حجم%

 مل  ماء منزوع الأیونات معقم٣٠مل ایثانول مطلق مع ٧٠امزج

RNaseAم°٢٠-مل ، خزن بدرجة /ملغ١٠.

Proteinase Kم°٢٠-مل ، خزن بدرجة /ملغ١٠.
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:الكليDNAاستخلاص الـ طریقة 

یمكن تجنب التلوث أثناء تحضیر العینات باستخدام أدوات .اتباع شروط معقمةالإجراءاتتتطلب 

.تعقیم وبتجنب تشكل الغبار/تستخدم لمرة واحدة، ومحالیل تنظیف 

:وفیما یلي الخطوات المتبعة

٢معقم في أنبوب سعة ماء منزوع الأیوناتمیكرو لیتر ٣٠٠ـملغ من العینة ب٢٠٠رطب .١

.مل

.التجانسإلىامزج بحلقة معقمة حتى الوصول .٢

على اً المسخن مسبقCTABمیكرولیتر من محلول الاستخلاص ٧٠٠أضف لكل أنبوب .٣

.امزج باستخدام الحلقة.م°٦٥درجة 

،م°٦٥بدرجةامزج بھدوء وحضن .)مل/ملغ٢٠(میكرولیتر من بروتیناز ك ١٠أضف .٤

.د٣٠لمدة 

X(سرعة وب)دقائق ١٠(لمدة ثفل .٥ gم°٤(وبدرجة حرارة )١٢٠٠٠.(

500مل یحوي ٢أنبوب إلىانقل الطور السائل .٦ µl ثانیة٣٠كلوروفورم، رج لمدة.

X(وبسرعة .)د١٥(لمدة ثفل .٧ gحتى یتشكل طوران )م°٤(وبدرجة حرارة )١٢٠٠٠

).صلبوسائل(

500مل یحوي ٢أنبوب جدید سعة إلىانقل الطبقة العلویة .٨ µl ٣٠كلوروفورم، رج لمدة

.ثانیة

X(وبسرعة .)د٥(لمدة ثفل .٩ g١٢٠٠٠.(

.مل٢أنبوب جدید سعة إلىانقل الطبقة العلویة .١٠

.، امزج بالماصةCTABأضف ضعفي الحجم من محلول ترسیب ال .١١

.بدرجة حرارة الغرفة.د٦٠حضن لمدة .١٢

X(وبسرعة .)د٥(لمدة ثفل .١٣ gئل والاحتفاظ تخلص من الطور السا).١٣٠٠٠

.الراسب(بالطور الصلب  (

350في )الراسب(أذب الرشاحة .١٤ µl مول١.٢(كلور الصودیوم.(

350أضف .١٥ µl ثانیة٣٠كلوروفورم ورج لمدة.

X(وبسرعة .)د١٠(لمدة ثفل .١٦ gحتى الحصول على طورین منفصلین)١٢٠٠٠.
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.مل١.٥أنبوب جدید سعة إلىانقل الطبقة العلویة .١٧

، رأساً على عقب عدة مراتم ایزوبروبانول، رج، امزج بھدوء بالقلبحج٠.٦أضف .١٨

.د٢٠حضن بدرجة حرارة الغرفة لمدة 

X(وبسرعة .)د١٠(لمدة ثفل .١٩ gالسائل(تخلص من الطور الطافي ).١٢٠٠٠.(

500أضف .٢٠ µl ورج بھدوء%٧٠ایثانول.

X(وبسرعة .)د١٠(لمدة ثفل .٢١ gبحذر )السائل(تخلص من الطور الطافي ).١٢٠٠٠

.یمكن أن تنفصل البیلیت عند قاع الأنبوب في ھذا الطورھلأن

مع ترك الأنابیب مفتوحة أثناء )دقیقة٣٠(یجفف الراسب  بدرجة حرارة الغرفة لمدة .٢٢

.عملیة التجفیف

من الماء )یترمیكرول١٠٠(بعد انتھاء عملیة التجفیف، تتم الإذابة بإضافة حوالي .٢٣

.DNAحتى تمام عملیة ذوبان الـ TEالمقطر المعقم لكل أنبوب أو محلول 

دنا في البراد العادي لمدة أسبوعین كحد أقصى، أو یخزن في المجمدة ـخزن محلول الی.٢٤

.لفترات أطول إلى حین الاستخدام )م°٢٠-(بدرجة حرارة 
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٨٠

عینات النباتیة من الDNAعزل الـ طریقة 

.م ˚٦٠شغل الحمام المائي على درجة .١

.ثم ضعھا في أنبوب في الحمام المائي،CTABمل من ١احسب عدد العینات واحسب لكل عینة .٢

.وارمھا في الآزوت السائلتثفیل ضع في أنبوب ،ملغ من الأوراق١٥٠اجمع .٣

.انقلھا إلى جفنة مبردة واطحنھا مع الآزوت السائل.٤

.العینة المطحونة بسرعة إلى أنبوب جدیدانقل .٥

.وامزج جیداً CTABمل من ١لكل .Ethمیكرولیتر٢أضف .٦

.مل من المزیج السابق لكل عینة١ضع .٧

.دقیقة٦٠م لمدة حوالي ˚٦٠خزن في الحمام المائي بدرجة .٨

.دقائق٥ضع في الثلج لمدة .٩

Clمل ١أضف .١٠ Mix ،امزج جیداً بالقلب بھدوء.

.د/دورة ٤٠٠٠دقیقة بسرعة ١٥ثفل لـ.١١

).میكرولیتر٦٠٠حوالي (انقل الطبقة العلویة إلى أنبوب جدید .١٢

.م ˚٢٠-ایزوبروبانول بارد مخزن على درجة )میكرولیتر٤٠٠(الحجم ⅔ أضف .١٣

.امزج جیداً بالقلب بھدوء.١٤

.DNAدقیقة حتى یترسب الـ ٣٠-١٠لمدة ˚٢٠-خزن في البراد على .١٥

.د/دورة١٢٠٠٠دقائق بسرعة ١٠ثفل لمدة .١٦

.belletاسكب المحلول الطافي بھدوء مع الانتباه لعدم سكب الـ .١٧

تسبح البیلیت /وحرك واضرب على الأنبوب،)WB(میكرولیتر من محلول الغسیل ٢٠٠ضع .١٨

.د/ألف دورة ١٢على سرعة دقائق ٥ثفل لمدة و

TEمیكرولیتر ٢٠٠اسكب محلول الغسیل وأضف .١٩ buffer+RNase وخزن بدرجة

.دقیقة ٣٠م لمدة ˚٣٧

.میكرولیتر ایتانول مطلق بارد، امزج جیداً بلطف٧٥٠+میكرو لیتر أمونیوم أستیت١٠٠أضف .٢٠

١٢٠٠٠rpmبسرعة دقائق ١٠لمدة ثفل .٢١

-٤لمدة ˚٣٧دقیقة أو بدرجة ٢٠وجفف بدرجة حرارة الغرفة لمدة )الرائق(اسكب المحلول الطافي .٢٢

TEمیكرولیتر ١٠٠دقائق وأضف ٥ buffer ،الإذابة(أو ماء مقطر معقم مع الرج والتحریك.(

.م˚٤خزن بدرجة .٢٣
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نانومتر والذي یتیح ٢٦٠رنا، تؤخذ القراءات على أطوال موجات /دنا ـمن أجل تحدید كمیة ال

٥٠تعادل حوالي ١الكثافة الضوئیة /الامتصاصیة نا.حساب تراكیز الحموض النوویة في العینة

٢٠و رنا مفرد السلسلة ومل دنا/میكروغرام٤٠دنا ثنائي السلسلة وـمل بالنسبة لل/میكروغرام

نانومتر ٢٦٠/٢٨٠نسبة القراءة بین .مل أولیغونیوكلیوتیدات مفردة السلسلة/میكروغرام

OD260/OD280)(رنا ـدنا والـالنقیة من المكافئات ال.تعطي تقییم لنقاوة الحمض النووي

عندما یكون ھناك تلوث بالبروتینات أو .على التوالي٢و ١.٨قیمة یكون لھا OD260/OD280للنسبة

الي فان القیاس ت، وبالهستكون مختلفة بشكل كبیر عن القیم المبینة أعلاOD260/OD280الفینول، فان 

Sambrock)الكمي الدقیق لكمیة الحموض النوویة غیر ممكن  et al. 1989).

:الطریقة/الإجراءات

 20أضفl 1980إلىمن عینة دنا l من محلولTEیة، امزج جیداً واقرأ الامتصاص

)OD(مطیاف الضوئي لبجھاز ا)نانومتر٢٦٠على طول موجة )سبكتروفوتومتر.

دنا في المحلول حسب المعادلة التالیةالـأحسب تركیز:

X[50)معامل التخفیف(٢٦٠X١٠٠على یةالامتصاص[=(g/l)دنا ـلاتركیز  g/ml/

١٠٠٠

DNA conc. (g/l) = [OD260 x 100 (dilution factor) x 50 g/ml] / 1000

قراءات السبكتروفوتومتر

Sample
no.

رقم العینة

absorbance (OD)
الامتصاص الضوئي

OD 260/OD280
/نانومتر٢٦٠نسبة الامتصاص 

٢٨٠

DNA Conc.(g/l)
دنا ـتركیز ال

)میكرولتر/میكروغرام(
260 nm 280 nm

نانومتر 

1
2
3

باستخدام المستخلص وتقدیر تركیزهDNAاختبار نوعیة الـ  .٢.٤.٣

سبكتروفوتومیتر/المطیاف الضوئي
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وتحدید درجة تكسره بواسطة الرحلان الكھربائي باستخدام DNAیجرى فحص نوعیة الـ .مقدمة

gel(أغاروز  ةھلام agarose(، دنا ذو الوزن الجزیئي حیث تظھر جزیئات الحمض النووي

بینما تبدو الأشكال المكسرة .بأعلى الھلامةواضحةكحزمة /على ھلامة الاغاروز كعصابات الضخم 

تعتمد نسبة الاغاروز على حجم جزیئات الـ دنا المراد .جزئیاً كلطخة مشوھة بأحجام طویلة وصغیرة

log10حیث تتناسب سرعة ھجرة قطع الـ دنا ضمن الھلامة عكسیاً مع اللوغاریتم العشري فصلھا 

حیث یوجد .زیئة الـ دنا المراد تمریرھا  ضمن ھلامة الأجاروزلعدد الأشفاع النیوكلیوتیدیة المكونة لج

علاقة خطیة بین لوغاریتم قابلیة حركة جزیئات الـ دنا ضمن الرحلان الكھربائي وتركیز الھلامة 

).٢الجدول (

(%)مجال الفصل الفعال في ھلامة تحتوي كمیات مختلفة من الأغاروز .٢جدول 

)تركیز ھلامة الأغاروز(كمیة الاغاروز في الھلامة
V)/(W%حجم /وزن

مجال الفصل  الفعال لجزیئات الـ دنا الخیطیة 
kbpمقدرة بـ ألف شفع أساسي 

0.530 - 1
0.712 - 0.8
1.010 - 0.5
1.27 - 0.4
1.53 - 0.2

العصابات بوساطة الأشعة /باظھار الحزم تتم دنا في مثل ھذه العیناتـق السریعة لتقدیر كمیة الائالطر

فوق البنفسجیة وبمعاملة الھلامة ببرومید الایثیدیوم الذي یرتبط مع الـ دنا والـ رنا مشكلا معقداً یتوھج اثر 

تعرضھ للأشعة فوق البنفسجیة حیث تتناسب شدة التوھج مع كمیة الـ دنا أو الـ رنا المحملة على ھلامة 

دنا في العینة ـفان نوعیة الوبالتالي، دنا، ـللالإجمالیةمتناسبة مع الكمیة شعاعالإلأن كمیة الأغاروز، 

مثلدنا قیاسي ذو وزن جزیئي معروف، سلسلة منإشعاعالعینة مع إشعاعیمكن تقدیرھا بمقارنة نتیجة 

lambda DNA، كل الجراثیم لامبدا آوھو عبارة عن دنا مستخلص من.

دنا المعزول یمكن أن یكون ملوث بشكل كبیر بمواد أخرى والتي تمتص الأشعة فوق ـأحیاناً ال

.وبذلك تعیق التحلیل الدقیق،البنفسجیة

الرحلان الكھربائي بالأغاروز.٢.٤.٤
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Solutions:ةالمستخدمالمحالیل 

1X TAE buffer 40 mM Tris-Actate

1mM EDTA, pH 8.0

Loading buffer (10X) 0.25% Bromophenol blue

50% Glycerol

60mM EDTA, pH 8.0

:الطریقة

تحضیر ھلامة الاغاروز الصغیرة

باغلاقھا من الجانبین ، قم مخصصة لتحضیر الھلامة سكب الاغاروز ال)قالب(صفیحة استخدم .١

لوضع )جیوب(لتشكیل حفر )حسب عدد العینات(بشریط ورقي لاصق ووضع مشط مناسب 

.العینات المراد فصلھا أو دراسة جودتھا

1Xمل من محلول ٦٠إلىغرام أغاروز 0.42، أضف %0.7حضر ھلامة أغاروز  .٢ TAE.

.م˚٦٠درجة إلىثم برده ،أغل المزیج السابق لفترة وجیزة لتذویب الاغاروز.٣

.بھدوء وأزل الفقاعات الھوائیة باستخدام رأس ماصة معقمفیحة اسكب الھلامة في الص.٤

الصفیحة في معالمشط وتوضع ھلامة الأغاروز واللاصق الشریط یزال الھلامة تماماً، بعد تصلب .٥

1Xمحلول منظم مل٥٠٠والي بحثم یملأ حوض الرحلان ،جھاز الرحلان الكھربائي TAE حتى

.سم٢-١الھلامة بشكل كامل على ارتفاع حیغطي سط

دنا في الھلامة ـتحمیل عینات ال

loadingدنا من محلول التحمیل ـحجم عینة ال١/١٠أضف حوالي عشر .١ buffer) تحمیل ما

میكرولتر من الماء المقطر ٩میكروغرام من الـ دنا المذاب بعد أن یكمل الحجم الى ١یعادل 

10Xمیكرولتر من سائل التحمیل ١المعقم ویضاف لھا  loading buffer مع ضرورة تجنب

بالنقر امزج جیداً .)الجیوب/أثناء تحمیل العینات في الحفرسیلان العینات الى الحفر المجاورة

:محلول التحمیل لھ دوران ھما.ثانیة بالمیكروفیوج٣-٢ودورھا لمدة فالخفی
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1Xن محلول منظراً لأنھ یحتوي غلیسرول فانھ یجعل العینات أكثف ).١( TAE ویحفظ

.الحفردنا في ـعینات ال

.دناـیمكن تتبع انتقال وحركة عینات ال،)رقأز(نظرأً لأنھ ذو لون ).٢(

تحمیل إدخالتأكد من .المجاورةالآبار/الحفرإلىدنا بعنایة وتجنب التطریش ـحمل عینات ال.٢

نانوغرام من  ٢٥٠استخدم (للإشارة لمواقع وحجم الحزم الآبارعینة مؤشر قیاسي في أحد 

phage DNA المحدد بالأنزیممقطوعHind .(

غطاء جھاز الرحلان الكھربائي، صل الالكترودات، وتأكد من وصل الالكترود السالب ضع.٣

.فولت٣٠شغل جھاز الطاقة الكھربائیة على .في مكانھ في الجھاز)الأزرق(

سم من النھایة ٢حوالي إلىجھاز الطاقة الكھربائیة عندما تصل صبغة محلول التحمیل أطفئ.٤

.الموجبة

الصبغ والتظھیر

0.5g/ml)أزل الھلامة من جھاز الرحلان واغمره في محلول صبغ الایثیدیوم برومید .١ 1X

TAE) مع الرج الخفیف.د٣٠لمدة.

وصور الھلامة بكامیرا بولاروید أو )UV(شاھد الھلامة باستخدام الأشعة فوق البنفسجیة .٢

.از توثیق الھلامةھبج

:اتتحذیر

بدون استخدام كفوف اً ویجب ألا تتعامل معھا أبدالایثیدیوم برومید مادة مسرطنة -١

.بلاستیكیة

البس واقیات للعیون في كل الأوقات .تؤذي العیون والجلد)UV(فوق البنفسجیة الأشعة-٢

).UV(التي تستخدم فیھا مصدر الأشعة فوق البنفسجیة 
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بي سي أرـالشروط العامة لل.٢.٤.٥.١

تحضیر المزیج الأساسي لتفاعل الـ بي سي أر

میكرولتر في أنابیب بي سي أر ٢٥، بحجم تفاعل PCRللبولیمیرازيالتفاعل التسلسلیستخدم جھاز

2مللتر تحوي 0.2بحجم   μl مكونات تفاعل من الـ دنا  وكلPCRحیث تتكون)٣جدول (دورة ٣٥و ،

.DNAـ  كل دورة من ثلاث مراحل تؤدي إلى تصنیع سلاسل جدیدة من ال

PCRمراحل عمل )٤(، بینما یبین الجدول PCRمكونات تفاعل )٣(یبین الجدول 

PCRالمزیج الأساسي للـمكونات تفاعل.٣جدول 

التركیز النھائي

Final concentration

Reagent

الكواشف/اللازمةالمادة

1X10x PCR buffer محلول واقي بي سي أر

1.5 – 2.5 mM25 mM MgCl2 مولمیلي٢٥كلورید المغنزیوم

0.2 mM2 mM dNTPs ( الأربعة(دناـنیوكلیوتیدات ال

0.1 - 1µM10 µmol primer (F) (الصاعد  بالاتجاه بادئ  )اتجاه المجرى+

0.1 - 1µM10 µmol primer (R) بالاتجاه المعاكس–بادئ 

2 - 2.5 UTaq DNA polymerase 5 unit/µLأنزیم دنا تاغ بولیمراز

100 µlTotal إجمالي الحجم

بي سي أرـبرنامج ا ل

مراحل عمل التفاعل التسلسلي البولیمرازي /بي سي أر العام ـ برنامج ا ل٤یبین الجدول 

.المستخدم مع اختلاف درجات الالتحام حسب البادئ المستخدم في التفاعل

عدلة المللذرة والصویا النوعي/لكشف الكیفيالطرائق العملیة ل.٢.٤.٥
العاديسلسلي للبولیمرازتباستخدام التفاعل ال
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تفاعل الزمن ودرجة حرارة وعدد الدورات المستخدمة في /بي سي أر ـبرنامج ا ل.٤جدول 

Temperature/ °C

درجة حرارة

Time /min.

دقیقة/زمن

Initial denaturation دنا الثنائیةـالفك الأولي لسلسلة ال 94 5

Denaturation دنا الثنائیةـفك سلسلة ال 94 1

Annealing temperature درجة حرارة التحام البادئ *

Extension دناـتركیب سلسلة ال 72 1

Number of cycles عدد الدورات 35

Final extension 72 5

4 ∞

).٥جدول (تختلف درجة حرارة الالتحام حسب البادئ المستخدم *

بي سي أرـ تحلیل نواتج ا ل.٢.٤.٥.٢
الرحلان الكھربائي في الأغاروزAgarose Gel Electrophoresis

25إلى 0.1حجام من أدنا بـیمكن فصل أجزاء ال،غاروز القیاسیةلأباستخدام ھلامة ا kb) من

حسب )زوج نیوكلیوتیدي/شفع(ر یكیلو بیزب٢٠٠٠-١٠من أجل فصل أجزاء دنا أكبر حجماً 

الكھربائي في حقل كھربائي ن، ینصح استخدام الرحلا)٢انظر جدول (حجم ال دنا المراد فصلھ 

).نبضي

في الأغاروز ھو طریقة بسیطة وفعالة جداً من أجل فصل وتحدید وتنقیة الرحلان الكھربائيو

تعتمد النسبة المئویة للأغاروز في الھلامة على حجم جزیئات الـ دنا .أجزاء الـ دنا بأحجام مختلفة

جزیئة الـ دنا الخیطیة ذات الشریط المضاعف ضمن )ترحل(تھاجر حیث .المراد فصلھا

الرحلان من القطب السالب الى )قطبي(ھربائي المطبق بین الكترودي الھلامة بفعل الحقل الك

وتتناسب سرعة ھجرة قطع الـ دنا ضمن الھلامة عكسیاً مع اللوغاریتم .القطب الموجب

لعدد الأشفاع النیوكلیوتیدیة المكونة لجزیئة الـ دنا المراد تمریرھا  ضمن ھلامة log10العشري 

ث یوجد علاقة خطیة بین لوغاریتم قابلیة حركة جزیئات الـ دنا ضمن الرحلان حی.الأجاروز

).علاهأ٢انظر الجدول(الكھربائي وتركیز الھلامة 
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ةــلیـربة العمــالتج.٢.٤.٥.٣

مقدمة.٢.٤.٥.٣.١
باستخدام المحفز  (غربلة المواد المعدلة وراثیاً "بي سي أر"تتیح الطرائق التالیة المعتمدة على ا ل 

35S والمنھيnos( ًفي المواد الخام والمصنعة بالمقارنة مع عینات مماثلة غیر معدلة وراثیا) صویا

دنا المستھدف في ـوجود أو غیاب تسلسل محدد للإلىبالإشارةتعطي فقط نتیجة كیفیة فھي ).وذرة

.العینة

:الأدوات.٢.٤.٥.٣.٢

دقیقةقیاسیة ماصات -

"بي سي أر"جھاز تدویر حراري -

)للأنابیب الصغیرة/جھاز طرد مركزي صغیر/مثفلة(میكروفیوج -

ھزاز/مازج فورتكس-

حامل لأنابیب التفاعل-

.مل0.2أنابیب تفاعل بي سي أر -

.مل1.5سعة  تثفیل أنابیب -

.غرفة معقمة منفصلة مزودة بجھاز أشعة فوق بنفسجیة -

:ملاحظة

.أن تعقم قبل الاستخدامبالإمكانودنا ـكل الأدوات یجب أن تكون خالیة من ال-

.الایروسول/لتجنب التلوث، یجب استخدام رؤوس ماصات مفلترة للحمایة من تشكل الرذاذ -

Reagents:الكواشف /المواد اللازمة.٢.٤.٥.٣.٣

dNTPsنیوكلیوزیدات

 10بي سي أر ـواقي  لل/منظم محلولx PCR buffe

)عادة یقدم من نفس الشركة المزودة للأنزیم ( Taq DNA polymerase)

5 mM MgCl2

Taq DNA polymerase (5 U/µl)

 الصاعد والعكسيبالاتجاھین متخصصة أولیغو نیوكلیوتیدات /مرئسات/بادئات

Upstream and downstream oligonucleotides
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 بي سي أر بدون غطاء ساخنـ ضروري عندما یكون جھاز ا ل(زیت معدني(

 أنزیمات بكتیریة تفكك الـ دنا أوالـ رنا(النیوكلیز/المحلل النووي ماء خالي من(

4من نیوكلیوزیدات تخلیق الـ دنا الـ محلول أم m M dNTPs

ـالdNTPs تحويمسبقاً یمكن أن تقدم كمحالیل مركزة ممزوجة:dATP, dCTP, dGTP,

Dttp

Adenosineادینوزین ثلاثي الفوسفات - triphosphate (ATP)

Cytidineثلاثي الفوسفات -٥'سیتیدین - 5'- triphosphate

Guanosineثلاثي الفوسفات -٥'غوانوزین - 5'- triphosphate

deoxythymidineثلاثي الفوسفات -٥'دیوكسي ثیامیدین - 5'- triphosphate

أذبوفي ھذه الحالة، ،بتراكیز متساویة أو تكون منفصلة في محالیل مركزة كل على حدا

sdNTPـمیلي مول من ال٤نھائي لتحصل على تركیز محلول ماء مقطر منزوع الأیوناتكل منھا في 

 حیث أنھا ثابتة لبضعة ،م˚٢٠-وخزنھا بدرجة في أنابیب عدة أجزاء متساویة إلىقسمھا

.أشھر

20بیكومول ٢٠بتركیز /المرئسات/البادئات محلول  pM primer solution

٢٠تركیزنھائي إلىتخفف أنقدم اولیغونیوكلیوتید البادئ بشكل مجفف بالتبرید ویجب ی،عموماً 

.بیكومول

 حسب تعلیمات الشركة المصنعةبیكومول٢٠حضر محلول بادئ.

-pM=1 pmol/ µl 20أي pM=pmol/µl20

-Xnmol 10+بادئX µl 100=ماء مقطر معقم pmol/ µl=100 pM

میكرولیتر أي/pmolبیكو مول ١=pMبیكو مول-

.میكرولیتر/بیكومول٢٠=بیكومول٢٠-

Xنانومولnmol ١٠+من البادئةX بیكو مول١٠٠=ماء معقمpM/میكرولیتر

م°65أخرى على درجة .د٣، رج ثم حضن لمدة م˚65على درجة .د٥حضن لمدة -

400أنبوب میكروسنتریفیوج مع ١حضر (1:5خفف - µl 100ماء معقم وأضف µl

100)من محلول البادئ  pM)،20:التركیز النھائي ھو pM(
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 م˚٢٠-وخزنھا على درجة في أنابیب صغیرة قسام أإلىقسم محلول البادئ.

البادئات بینما أشھر، ةثابتة على الأقل لمدة ستتكون م˚٢٠-جزاء المخزنة بدرجة الأ

.سنوات٣ثابتة لمدة حتى م˚٢٠-المجففة بالتبرید المخزنة بدرجة 

10xبي سي أر منظم للـ محلول 

 بي سي أر منظم لتفاعل الـ عادة یقدم محلول  10x ::المكونات التالیةالذي یحوي

-500 mM KCI

-100 mM Tris-HCI (pH 9.0 at 25°C)

-1% Triton X-100

أنزیم البلمرة مع  Taq DNA polymerase یجب أن یمزج .ویكون جاھز للاستخدام

.لفترة وجیزة قبل كل استخدامثفل المحلول الواقي جیداً وی

 تحافظ على خواصھا وھي ثابتة ، م˚٢٠-المتساویة منھ على درجة الأجزاءتخزن

.لبضعة أشھر

25محلول mM MgC12

Taqأنزیم البلمرةبي سي ار  معـیقدم محلول كلورید المغنزیوم عالي النقاوة لل،عموماً  DNA

polymerase،قبل كل استعمال )فورتكس(یمزج المحلول أنیجب .ویكون جاھز للاستخدام

التركیز والذي یمكن أن ینشأ في حال الحفظ لفترة خربتی(لفترة وجیزة )یثفل(مثفلة ویوضع بال

.م˚٢٠-خزنھ على درجة ).طویلة

وع زمقطر منالتحضر أقسام متساویة من الماء .أنزیم تحطیم الـ دنا/لیزماء مقطر خالي من النیوك

.دناالـومن أجل تخفیف ،Mastermixالمزیج الأساسي للتفاعل الأیونات خالي من النیوكلیز من أجل 

).التحالیل(یستخدم أنبوب جدید منھ لكل سلسلة جدیدة من الاختبارات 

وھي )٥(مة في  الدورة ھي في الجدول دالبادئات المستخ:المستخدمةالبادئات .١.٤.٥.٣.٤

Eurofinsمصنعة لدى شركة  MWG GmbH وتم الحصول علیھا بشكل مجفف بالتبرید ،لمانیاأفي

10قبل الاستخدام للحصول على تركیز نھائي TEمنظم وتم حلھا في محلول pmol/μl.
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٩٠

المستخدمة في الكشف عن بعض مكونات المواد البادئات قلیلة النیوكلیوتیدات أزواجتسلسل .٥جدول

.المتوقع"الأمبلیكون"وحجم والعنصر المستھدفالمعدلة وراثیاً 

:كونترول/الشاھد .٢.٤.٥.٣.٥

:ویوضع.من الضروري إجراء تجربة شاھد في كل تفاعل بي سي أر

بي سي ـ دنا القالب لاختبار ما إذا مكونات تفاعل ا لـالشاھد السلبي الذي یوضع فیھ الماء بدل ال-

.دناـأر ملوثة بال

.بي سي أرـ وتخصصیة ا لالشاھد الایجابي أیضاً ضروري لتحدید كفاءة -

ة كشاھد موجبمالبلاسمیدات المستخدتركیب .٦جدول 

plasmid construct

تركیب البلاسمید

The plasmid

اسم البلاسمید

35 S pro+ tnos+ bar gene+ g2PS1 genePGIIMH35-2PS

npt II + bar gene + cryA( b)TOP10 PGII35S CRYA(b)

npt II + bar gene + cryA ©TOP10 PGII35S CRYA©

npt II + gusA genepBI-121

35S pro+ gusA gene+ tnospBI-221

Annealing
temperature *
درجة حرارة الالتحام

Amplicon
size( bp)
حجم الجزء 

المضخم
)أمبلیكون(

bp

Target gene

المورث 

المستھدف

Sequences

التسلسل
Primer

البادئ

63118Lectin geneGCCCTCTACTCCACCCCCATCC
GCCCATCTGCAAGCCTTTTTGTG

GMO3
GMO4

60277Zein geneAGTGCGACCCATATTCCAG
GACATTGTGGCATCATCATTT

ZEIN3
ZEIN4

6212335S promoterCCACGTCTTCAAAGCAAGTGG
TCCTCTCCAAATGAAATGAACTTCC

P35s-cf3
P35s-cf4

62118
Nos

terminator
GCATGACGTTATTTATGAGATGGG
GACACCGCGCGCGATAATTTATCC

HA-nos118F
HA-nos118R

60447EPSPS geneCCACTGACGTAAGGGATGACG
CATGAAGGACCGGTGGGAGAT

GMO5
GMO9

60169EPSPS geneATCCCACTATCCTTCGCAAGA
TGGGGTTTATGGAAATTGGAA

GMO7
GMO8
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lectinللاكتینةعد المورثة المشفر ت gene من المورثات النوعیة الممیزة لنبات فول الصویا، ویهدف

GMO3/GMO4)Meyerبادئات المورثة باستخدام الهالكشف عن هذ et al., التأكد من الى)1996

كما یفید في التأكد من عدم KPCRالمستخرج من فول الصویا لإجراء تفاعل الـ DNAصلاحیة الـ 

، بالاضافة الى استخدامها كمورثة مرجعیة لتحدید نسبة العینات المستخلصةDNAحدوث تلوث في 

یتم تحدید دنا الصویا باستھداف مورثة لذلك .التعدیل الوراثي في أي عینة أخرى تحوي فول صویا

.اللكتین

ول جد(GMO3/GMO4٠:ه ھيذللكشف عن مورثة اللكتین ھبي سي أر المستخدمةـ ادئات ا لب

.الممكن تضخیمھ موجود في العینةصویا تحدد عندما یكون دنا الوالتي ).٥

GMO4و GMO3خواص البادئات 

GMO3

Sequence لتسلسل     ا GCCCTCTACTCCACCCCCATCC

Length (bp) الطول 22

Mol.Weight (g/mol) )مول/غ(لوزن الجزیئي ا 6471.6

Melting point * (G/C) الذوبان/درجة الانصھار  65.1

GMO4

Sequence لتسلسلا GCCCATCTGCAAGCCTTTTTGTG

Length (bp) الطول 23

Mol.Weight (g/mol) )مول/غ(لوزن الجزیئي ا 6981.1

Melting point * (G/C) الذوبان/درجة الانصھار  59.6

*based on a [Na] of 50 mM

50حسب الصودیوم بتركیز * mM

بي سي أر متخصص لكشف مورثة لكتین في فول  الصویا.٢.٤.٥.٣.٦
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كونترول/الشاھد

ویوضع الشاھد السلبي الذي .من الضروري إجراء تجربة شاھد في كل تفاعل بي سي أر

.دناـبي سي أر ملوثة بالدنا القالب لاختبار ما إذا مكونات تفاعل ا لـلایوضع فیھ الماء بدل 

.بي سي أرـ أیضاً ضروري لتحدید كفاءة وتخصصیة ا لالشاھد الایجابي

:بي سي أر وھيـ یجب أن تدخل البلاسمیدات التالیة في تحلیل ا ل

 دنا نقي، معزول من صویا تقلیدیة غیر محورة:الشاھد الموجب.

حتوي على مورثة اللكتینتدنا نقي معزول من أنواع أخرى لا :الشاھد السلبي.

دنا ـلاشاھد سلبي من المزیج الأم یضاف لھ الماء بدل :دون دنا

تحضیر المزیج الأساسي للتفاعل

بما فیھا الشاھد السلبي والموجب و (عینات ١٠تمزج المواد الكیماویة الضروریة لسلسلة من 

.)٧الجدول (حسب ما ھو مبین في )بدون دنا قالب

48ینطبق الإجراء التالي على عینة تحتوي على  pl من المزیج الأمGMO3/GMO4 2و pl

.حضیر المزیج الأمتخزن كل المحالیل على الثلج أثناء ت.من محلول دنا

GMO3.المزیج الأم.٧جدول  / GMO4

Final

concentration

التركیز النھائي

Mastermix

for one sample

المزیج الأم لكل عینة 

(μl)

Mastermix

for 10 samples

اتعین١٠ـالمزیج الأم ل

(μl)

Sterile, deionised water lx 32.75 µl 327.5 µl

10x PCR Buffer 2.5 mM 5 µl 50 µl

25 mM MgCl2 0.2 mM 5 µl 50 µl

4 mM dNTPs 0.2 mM 2.5 µl 25 µl

20 µM primer GMO3 0.5 µM 1.25 µl 12.5 µl

20 µM primer GMO4 0.5 µM 1.25 µl 12.5 µl

Taq DNA polymerase 0.025 U/ µl 0.25 µl 2.5 µl

TOTAL 48 µl 480 µl
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برنامج ا لـ بي سي أر.٨جدول 

Temperature Time

Initial denaturation 95°C 3 min

Denaturation 95°C 30 sec

Annealing 63°C 30 sec

Extension 72°C 30 sec

Number of cycles (40)

Final extension 72°C 3 min

4°C ∞

.وضع على الثلجتثم ،لفترة وجیزة)جھاز الطرد المركزي(المثفلة وضع العینة في تبعد انتھاء التضخیم، 

تحلیل نواتج ا لـ بي سي أر

بي سي أر من خلال الرحلان الكھربائي ـدنا المستھدف، تحلل نتائج ا لالـبعد تضخیم تسلسل 

8یمزج  .غاروز بوجود الایثیدیوم برومیدلأبا pl2بي سي أر مع  ـمن ناتج تفاعل ا ل pl من محلول

15ویحمل  ، (%1.5)غاروز لأالتحمیل ثم تحمل العینات على ھلامة ا pl شفع ١٠٠من مؤشر دنا بحجم

یجرى .بي سي أرـفي بئر مجاور للعینات المختبرة من أجل التحدید الدقیق لحجم نواتج ا لنیوكلیوتیدي

دنا في الھلامة باستخدام ـدة البعد انتھاء الرحلان، یمكن مشاھ.فولت لمدة ساعة١٠٠الرحلان على 

.یتم تصویر الھلامة للحصول على تسجیل دائم لنتیجة التجربة.الأشعة فوق البنفسجیة

تفسیر النتائج

لكشف مورثة اللكتین الأساسیة الخاصة بفول الصویا GMO3/GMO4یستخدم زوج البادئات 

118قداره م)شریطة(ن وجود حجم حزمة أكطریقة اختبار للشاھد، حیث  bp زوج نیوكلیوتیدي یؤكد أن

.بي سي أرـالدنا المستخلص ھو ذو نوعیة مناسبة للتضخیم بال

118الشاھد الموجب سوف یعطي حزمة بحجم  bp. الشاھد السلبي والشاھد الذي لا یحوي دنا قالب أما

السلبي والموجب النتائج إذا لم یعط الشاھد و.یجب ألا یعطي أي حزمة مرئیة)دناـیحوي ماء بدل ال(

.غیر واقعیة/المتوقعة، فان نتائج أل بي سي أر للعینات المدروسة غیر صحیحة

118النتائج المتوقعة والعینات لم تظھر حزمة بحجم الموجب إذا أعطى الشاھد  bp فھذا یعني أنھ لا ،

روتوكول وبروتوكولات یجب ملاحظة أن ھذا الب.یوجد في العینات المختبرة دنا صویا ممكن تضخیمھ

.أخرى ھي كیفیة وبالتالي فھي تعطي فقط نتیجة یوجد أو لا یوجد

Source: M. Qurci et al. 2006 , http://gmotraining.jrc.it
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Zeinمورثة عد الت geneهالنوعیة الممیزة لنبات الذرة، ویهدف الكشف عن هذمورثات من ال

,ZEIN3المرئسات /المورثة باستخدام البادئات  ZEIN4)Studer et al.,1997( التأكد من

، كما یفید في التأكد من عدم حدوث PCRالمستخرج من الذرة لإجراء تفاعل الـ DNAصلاحیة الـ 

هذا بالاضافة الى استخدامها كمورثة مرجعیة لتحدید نسبة العینات المستخلصة، DNAتلوث في 

.zeinزینباستھداف مورثةذرةدنا الیتم تحدید لذلك .التعدیل الوراثي في أي عینة أخرى تحوي ذرة

تحدد عندما یكون دنا الذرة والتي ZEIN3/ZEIN4:ھيبي سي أر المستخدمة ـ بادئات ا ل

.الممكن تضخیمھ موجود في العینة

ZEIN3/ZEIN4خواص البادئات 

ZEIN3

Sequence AGTGCGACCCATATTCCAG

Length (bp) 19

Mol.Weight (g/mol) 5772.3

Melting point * (G/C) 55.2

ZEIN4

Sequence GACATTGTGGCATCATCATTT

Length (bp) 21

Mol.Weight (g/mol) 6410.9

Melting point * (G/C) 51.7

50حسب الصودیوم بتركیز * mM

في الذرةزین بي سي أر متخصص بكشف مورث .٢.٤.٥.٣.٧
 Maize specific PCR: maize-zein
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كونترول/الشواھد

 دنا نقي، معزول من ذرة  تقلیدیة غیر محورة:الشاھد الموجب.

دنا نقي معزول من أنواع أخرى لا یحتوي على مورثة زین:الشاھد السلبي.

 دنا الـشاھد سلبي من المزیج الأم یضاف لھ الماء بدل :دون دناشاھد

 تحضیر المزیج الأم

بما فیھا الشاھد السلبي والموجب و (عینات ١٠تمزج المواد الكیماویة الضروریة لسلسلة من 

.أدناه)٩الجدول(حسب ما ھو مبین في )بدون دنا قالب

48ینطبق الإجراء التالي على عینة تحتوي على  μl من المزیج الأمZEIN3/ZEIN42و μl

.تخزن كل المحالیل على الثلج أثناء تحضیر المزیج الأم.دناـلامن محلول 

ZEIN3/ZEIN4المزیج الأم .٩جدول 

Final

concentration

التركیز النھائي

Mastermix

for one sample

المزیج الأم لكل عینة  (μl)

Mastermix

for 10 samples

عینات ١٠المزیج الأم لـ

(μl

Sterile, deionised water 1x 32.75 µl 327.5 µl

10x PCR Buffer 2.5 mM 5 µl 50 µl

25 mM MgCl2 0.2 mM 5 µl 50 µl

4 mM dNTPs 0.2 mM 2.5 µl 25 µl

20 µM primer ZEIN3 0.5 µM 1.25 µl 12.5 µl

20 µM primer ZEIN4 0.5 µM 1.25 µl 12.5 µl

Taq DNA polymerase 0.025 U/ µl 0.25 µl 2.5 µl

TOTAL 48 µl 480 µl
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مل 1.5ب تثفیل سعة  حضر أنابی.

 أعلاه(2أضف المواد حسب التسلسل المبین في الجدول(

 اخلط بھدوء المزیجZEIN3/ZEIN4بالماصة مع تثفیل لفترة وجیزة.

 48قسم المزیج الأم إلى أجزاء متساویة قدر pl مل0.2في أنابیب بي سي أر سعة.

 2أضف plمن محلول الـ دنا لكل واحد من المزائج السابقة.

رج بھدوء مع تثفیل لفترة وجیزة.

١٠جدول (ویر الحراريضع أنابیب تفاعل ا ل بي سي أر في جھاز التد.(

ZEIN3)بي سي أرـبرنامج ا ل).١٠جدول ( / ZEIN4)

درجة الحرارة

Temperature

الزمن Time

Initial denaturation فك سلسلتي الـ دنا 95°C 3 min

Denaturation فك سلسلتي الـ دنا 96°C 1 min

Annealing الالتحام مع البادئ 60°C 1 min

Number of cycles (40) 40 عدد الدورات

Final extension 72°C 3 min

4°C ∞

.بعد انتھاء التضخیم، توضع العینة في جھاز المثفلة لفترة وجیزة ثم توضع على الثلج

تحلیل نواتج ا لـ  بي سي أر

بي سي أر من خلال الرحلان الكھربائي ـدنا المستھدف، تحلل نتائج ا لـلابعد تضخیم تسلسل 

8یمزج  .بالاغاروز بوجود الایثیدیوم برومید pl 2بي سي أر مع  ـا لمن ناتج تفاعل pl من محلول

15ویحمل  (%1.5)ثم تحمل العینات على ھلامة الاغاروز ،التحمیل pl من مؤشر دنا بحجمbp١٠٠

یجرى الرحلان على .بي سي أرـفي بئر مجاور للعینات المختبرة من أجل التحدید الدقیق لحجم نواتج ا ل

دنا في الھلامة باستخدام الأشعة فوق ـلابعد انتھاء الرحلان، یمكن مشاھدة .فولت لمدة ساعة١٠٠

.یتم تصویر الھلامة للحصول على تسجیل دائم لنتیجة التجربة.البنفسجیة
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٩٧

تفسیر النتائج

/ZEIN3یستخدم زوج البادئات  ZEIN4 لكشف مورثة زینZEIN الأساسیة الخاصة بالذرة

زوج نیوكلیوتیدي /شفعbp277مقداره )شریطة(كطریقة اختبار للشاھد، حیث إن وجود حجم حزمة 

.بي سي أرـیؤكد أن الدنا المستخلص ھو ذو نوعیة مناسبة للتضخیم بال

277الشاھد الموجب سوف یعطي حزمة بحجم  bp.

.یجب ألا یعطي أي حزمة مرئیة)دناـلایحوي ماء بدل (قالب الشاھد السلبي والشاھد الذي لا یحوي دنا

ل بي سي أر للعینات المدروسة غیر اإذا لم یعط الشاھد السلبي والموجب النتائج المتوقعة، فان نتائج 

.غیر واقعیة/صحیحة

277إذا أعطى الشاھد النتائج المتوقعة والعینات لم تظھر حزمة بحجم  bp یوجد في ، فھذا یعني أنھ لا

.العینات المختبرة دنا ذرة ممكن تضخیمھ

http://gmotraining.jrc.it,2006et al.M. QurciSource:
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٩٨

أكثر التسلسلات المستخدمة بشكل واسع لتنظیم .تكون المورثات تحت تحكم المحفزات والمنھیات

والمنھي )الزھرة/والذي مصدره فیروس موزاییك القرنبیط(35Sالمورثات المھندسة وراثیاً ھو المحفز 

nos) تعریف واحد من ھذه التسلسلات /ان تحدید).وباكتریاأغر(بكتریا التدرن التاجي والذي مصدره

المنظمة للمورثات في الصویا والذرة المحتویة على العینات المختبرة یشیر إلى وجود تعدیل وراثي في 

.ھذه العینات

Roundupفي فول الصویا المعدل وراثیاً  Ready®  35، تحدید وجود كل من المحفزS والمنھيnos

.MON810وBt-176في سلالات الذرة المھندسة وراثیاً 35Sالمحفز  فقط ممكن، حیث یوجد 

p35S-cf3المستخدمةمواصفات البادئات and p35S-cr4

p35S-cf3
Sequence CCACGTCTTCAAAGCAAGTGG

Length (bp) 21

Mol.Weight (g/mol) 6414.5

Melting point * (G/C) 57.4

p355-cr4
Sequence TCCTCTCCAAATGAAATGAACTTCC

Length (bp) 25

Mol.Weight (g/mol) 7544.2

Melting point * (G/C) 56.3

50حسب الصودیوم بتركیز * mM

35Sكشف وجود المحفز  .٢.٤.٣.٥.١.٨

nosالمنھي وجود و35Sوجود المحفز  طرائق الغربلة لكشف.٢.٤.٥.٣.٨
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٩٩

كونترول/الشواهد

 نسبة تعدیل وراثي%0.5ذرة تحوي (دنا من مادة مرجعیة :الشاهد الموجب.(

نسبة تعدیل وراثي%٠ذرة تحوي (دنا من مادة مرجعیة :الشاهد السلبي.(

 دنا ـلاشاهد سلبي من المزیج الأم یضاف له الماء بدل :دون دناشاهد

ساسي تحضیر المزیج الأ

بما فیها الشاهد السلبي والموجب و (عینات ١٠تمزج المواد الكیماویة الضروریة لسلسلة من 

.أدناه)١١الجدول(حسب ما هو مبین في )بدون دنا قالب

48التالي على عینة تحتوي على الإجراءینطبق  μlمن المزیج الأمp35S-cf3/p35S-

cr4 2و μl تخزن كل المحالیل على الثلج أثناء تحضیر المزیج الأم.دناـلامن محلول.

p35S-cf3/p35S-cr4المزیج الأم.١١جدول 

Final

concentration

التركیز النھائي

Mastermix

for one sample

المزیج الأم لكل عینة 
(μl)

Mastermix

for 10 samples

عینات ١٠المزیج الأم لـ

(μl)

Sterile, deionised water 1x 32.75 µl 327.5 µl

10x PCR Buffer 2.5 mM 5 µl 50 µl

25 mM MgCl2 0.2 mM 5 µl 50 µl

4 mM dNTPs 0.2 mM 2.5 µl 25 µl

20 µM primer p35S-cf 0.5 µM 1.25 µl 12.5 µl

20 µM primer p35S-cr4 0.5 µM 1.25 µl 12.5 µl

Taq DNA polymerase 0.025 U/ µl 0.25 µl 2.5 µl

TOTAL 48 µl 480 µl

  مل 1.5حضر أنابیب تثفیل سعة.

  أعلاه(أضف المواد حسب التسلسل المبین في الجدول(

اخلط بھدوء المزیجp355-cf3/p35S-cr4الماصة مع تثفیل لفترة وجیزةب.

قسم المزیج الأم إلى أجزاء متساویة قدرμl48 مل0.2في أنابیب بي سي آر سعة.

أضفμl2من محلول الـ دنا لكل واحد من المزائج السابقة.

رج بھدوء مع تثفیل لفترة وجیزة.

١٢جدول ("بي سي أر"ویر الحراريبي سي أر في جھاز التدضع أنابیب تفاعل ا لـ.(
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١٠٠

cf3/p35S-(p35S-(cr4رـ بي سي آبرنامج ا ل).١٢جدول (

Temperature Time
Initial denaturation 95°C 3 min

Denaturation 95°C 25 sec

Annealing 62°C 30 sec

Extension 72°C 45 sec

Number of cycles (50)

Final extension 72°C 7 min

4°C ∞

تحلیل نواتج ا لـ بي سي أر

غاروز لأبي سي أر من خلال الرحلان الكھربائي باـدنا المستھدف، تحلل نتائج ا لـلابعد تضخیم تسلسل 

8یمزج  .بوجود الایثیدیوم برومید pl2بي سي أر مع  ـمن ناتج تفاعل ا ل plثم ،من محلول التحمیل

15ویحمل  ، (%2.5)غاروز لأتحمل العینات على ھلامة ا pl من مؤشر دنا بحجمbpفي بئر ١٠٠

١٠٠یجرى الرحلان على .بي سي أرـمجاور للعینات المختبرة من أجل التحدید الدقیق لحجم نواتج ا ل

.دنا في الھلامة باستخدام الأشعة فوق البنفسجیةـلابعد انتھاء الرحلان، یمكن مشاھدة .فولت لمدة ساعة

.لامة للحصول على تسجیل دائم لنتیجة التجربةیتم تصویر الھ

تفسیر النتائج

pairیستخدم زوج البادئات p355-cf3/p35S-cr4حفز ملكشف الCaMV 35S والذي یعطي

123حزمة بحجم  bpتعبیر المورثة في الكثیر من النباتات ھذا المحفز ینظم.زوج نیوكلیوتیدي/شفع

Roundupالمھندسة وراثیاً مثل الصویا  Ready® وسلالة الذرةBt-176

123الشاھد الموجب سوف یعطي حزمة بحجم  bp

.یجب ألا یعطي أي حزمة مرئیة)دناـلایحوي ماء بدل (الشاھد السلبي والشاھد الذي لا یحوي دنا 

بي سي أر للعینات المدروسة غیر ـلاإذا لم یعط الشاھد السلبي والموجب النتائج المتوقعة، فان نتائج 

123أظھرت العینات حزمة بحجم إذا أعطى الشاھد النتائج المتوقعة و.غیر واقعیة/صحیحة bp فھذا ،

.یعني أنھ في ھذه العینة  یوجد دنا معدل وراثیاً 
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١٠١

r-nosمواصفات البادئات 118-f and HA-nos 118-HA

HA-nos 118-f

Sequence GCATGACGTTATTTATGAGATGGG

Length (bp) 24

Mol.Weight (g/mol) 7462.8

Melting point * (G/C) 56.2

HA-nos 118-r

Sequence GACACCGCGCGCGATAATTTATCC

Length (bp) 24

Mol.Weight (g/mol) 7296.9

Melting point * (G/C) 61.2

50حسب الصودیوم بتركیز * mM

HA-nos118-f/HA-nos118-rالمزیج الأم.١٣جدول 

Final

concentration

التركیز النھائي

Mastermix

for one sample

المزیج الأم لكل عینة 

(μl)

Mastermix

for 10 samples

عینات ١٠المزیج الأم لـ

(μl)

Sterile, deionised water lx 32.75 µl 327.5 µl

10x PCR Buffer 2.5 mM 5 µl 50 µl

25 mM MgCl2 0.2 mM 5 µl 50 µl

4 mM dNTPs 0.2 mM 2.5 µl 25 µl

20 µM primer 0.5 µM 1.25 µl 12.5 µl

20 µM primer p35S-cr4 0.5 µM 1.25 µl 12.5 µl

Taq DNA polymerase 0.025 U/ µl 0.25 µl 2.5 µl

TOTAL 48 µl 480 µl

nosكشف وجود المنھي .٢.٤.٣.٥.٢.٨
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١٠٢

  مل 1.5حضر أنابیب تثفیل سعة.

 أعلاه(4أضف المواد حسب التسلسل المبین في الجدول(

اخلط بھدوء المزیجHA-nos118-f/HA-nos118-rبالماصة مع تثفیل لفترة وجیزة.

 48قسم المزیج الأم إلى أجزاء متساویة قدر μl مل0.2في أنابیب بي سي أر سعة.

 2أضف μlمن محلول الـ دنا لكل واحد من المزائج السابقة.

رج بھدوء مع تثفیل لفترة وجیزة.

 ١٤جدول ("بي سي أر"ویر الحراريالتدضع أنابیب تفاعل ا ل بي سي آر في جھاز.(

(HA-nos118-f/HA-nos118-r)بي سي أرـبرنامج ا ل).١٤جدول (

Temperature Time

Initial denaturation 95°C 3 min

Denaturation 95°C 25 sec

Annealing 62°C 30 sec

Extension 72°C 45 sec

Number of cycles (50)

Final extension 72°C 7 min

4°C ∞

.بعد انتھاء التضخیم، توضع العینة في جھاز المثفلة لفترة وجیزة ثم توضع على الثلج

تحلیل نواتج ا لـ بي سي أر

بي سي أر من خلال الرحلان الكھربائي بالاغاروز ـدنا المستھدف، تحلل نتائج ا لـلابعد تضخیم تسلسل 

8یمزج  .بوجود الایثیدیوم برومید pl2بي سي أر مع  ـمن ناتج تفاعل ا ل plثم ،من محلول التحمیل

15ویحمل  ،(%2.5)تحمل العینات على ھلامة الاغاروز  pl من مؤشر دنا بحجمbpفي بئر ١٠٠

١٠٠یجرى الرحلان على .بي سي أرـمجاور للعینات المختبرة من أجل التحدید الدقیق لحجم نواتج ا ل

.دنا في الھلامة باستخدام الأشعة فوق البنفسجیةـلابعد انتھاء الرحلان، یمكن مشاھدة .فولت لمدة ساعة

.ةیتم تصویر الھلامة للحصول على تسجیل دائم لنتیجة التجرب
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١٠٣

تفسیر النتائج

معطیة قطعة دنا nosلكشف مورثة المنھي  HA-nos118-f/HA-nos118-rیستخدم زوج البادئات

Roundupھذا المنھي موجود في الصویا bp.118بحجم   Ready® وسلالات أخرى من النباتات

).Bt-11مثل سلالة الذرة  (المھندسة وراثیاً 

118الشاھد الموجب سوف یعطي حزمة بحجم  bp.

.یجب ألا یعطي أي حزمة مرئیة)یحوي ماء بدل الـ دنا(الشاھد السلبي والشاھد الذي لا یحوي قالب دنا 

إذا لم یعط الشاھد السلبي والموجب النتائج المتوقعة، فان نتائج الـ بي سي أر للعینات المدروسة غیر 

.غیر واقعیة/صحیحة 

118عطى الشاھد النتائج المتوقعة وأظھرت العینات حزمة بحجم إذا أ bp  فھذا یعني أنھ في ھذه العینة ،

.یوجد دنا معدل وراثیاً 

Source: M. Qurci et al. 2006 , http://gmotraining.jrc.it
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١٠٤

العناصر المستھدفة ھي المحفز .MON810طریقة الكشف التالیة ھي مخصصة لكشف الذرة 

CaMV 35S  ومنطقة المورثةhsp70 exonl/intron، وھي تسلسلات منظمة بنیویة دائمة التعبیر ومورثة

.بروتین الصدمة الحراریة من أجل زیادة مستوى النسخ على التوالي

,mgtالبادئات  مواصفات  mg2, mg3, mg4

mg 1

Sequence TATCTCCACTGACGTAAGGGATGAC

Length (bp) 25

Mol.Weight (g/mol) 7665.1

Melting point * (G/C) 59.6

mg 2

Sequence TGCCCTATAACACCAACATGTGCTT

Length (bp) 25

Mol.Weight (g/mol) 7560.2

Melting point * (G/C) 57.9

mg 3

Sequence ACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTC

Length (bp) 25

Mol.Weight (g/mol) 7472.2

Melting point * (G/C) 61.2

mg 4

Sequence GCATTCAGAGAAACGTGGCAGTAAC

Length (bp) 25

Mol.Weight (g/mol) 7722.9

Melting point * (G/C) 59.6

50حسب الصودیوم بتركیز * mM

MON810كشــــف الــذرة .٢.٤.٦.١

Roundupوالصویا MON810الكشف المتخصص بالــذرة .٢.٤.٦ Ready®
المعشش/بي سي أر المتداخلnestedباستخدام  الـ 
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١٠٥

كونترول/الشواهد

دنا من مادة مرجعیة :الشاهد الموجب(MON810/ 0.1%)

نسبة تعدیل وراثي%0ذرة تحوي  (دنا من مادة مرجعیة :الشاهد السلبي.(

 دنا الـشاهد سلبي من المزیج الأم یضاف له الماء بدل :دون دناشاهد

١ساسي رقم تحضیر المزیج الأ

بما فیها الشاهد السلبي والموجب وبدون (عینات ١٠تمزج المواد الكیماویة الضروریة لسلسلة من 

.أدناه)١٥الجدول(حسب ما هو مبین في )دنا قالب

48التالي على عینة تحتوي على الإجراءینطبق  pl من المزیج الأمmg1/mg2 2و pl من

.أثناء تحضیر المزیج الأمتخزن كل المحالیل على الثلج.دناالـمحلول 

mg1ساسيالمزیج الأ.١٥جدول / mg2

Final
concentration
التركیز النھائي

Mastermix for
one sample

المزیج الأم لكل عینة 
(μl)

Mastermix for 10
samples

عینات ١٠المزیج الأم لـ
(μl)

Sterile, deionised water 32.75 µl 327.5 µl

10x PCR Buffer 1x 5 µl 50 µl

25 mM MgCl2 2.5 mM 5 µl 50 µl

4 mM dNTPs 0.2 mM 2.5 µl 25 µl

20 µM oligonucleotide mg1 0.5 µM 1.25 µl 12.5 µl

20 µM oligonucleotide mg2 0.5 µM 1.25 µl 12.5 µl

Taq DNA polymerase 0.025 U/µl 0.25 µl 2.5 µl

Total 48 µl 480 µl
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١٠٦

  مل 1.5حضر أنابیب میكروفیوج سعة.

 أعلاه(٦أضف المواد حسب التسلسل المبین في الجدول(

اخلط بھدوء المزیجmg1/mg2بالماصة مع تثفیل لفترة وجیزة.

 48قسم المزیج الأم إلى أجزاء متساویة قدر μl مل0.2في أنابیب بي سي أر سعة.

 2أضف μlمن محلول الـ دنا لكل واحد من المزائج السابقة.

رج بھدوء مع تثفیل لفترة وجیزة.

١٦جدول ("بي سي أر"ویر الحراريضع أنابیب تفاعل ا لـ بي سي أر في جھاز التد.(

(mg1/mg2)للبادئاتبي سي أرـبرنامج ا ل).١٦جدول (

Temperature Time

Initial denaturation 95°C 3 min

Denaturation 95°C 45 sec

Annealing 60°C 50 sec

Extension 72°C 50 sec

Number of cycles (35)

Final extension 72°C 3 min

4°C ∞

.بعد انتھاء التضخیم، توضع العینة في جھاز المثفلة لفترة وجیزة ثم توضع على الثلج

٢ساسيتحضیر المزیج الأ

بما فیها الشاهد السلبي والموجب (عینات ١٠المواد الكیماویة الضروریة لسلسلة من تمزج 

.أدناه)١٧الجدول (حسب ما هو مبین في )بدون دنا قالبالشاهدو 

48التالي على عینة تحتوي على الإجراءینطبق  μlمن المزیج الأمmg3/mg4 وμlمن ١

تخزن كل المحالیل على الثلج أثناء .بي سي أر الأولـالمضخم مسبقاً من ناتج ا لدناالـمحلول 

.تحضیر المزیج الأم
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٢٠١٠حزيران  ٢٤-١٩-سورية-حلب-ايكاردا

١٠٧

mgساسي المزیج الأ.١٧جدول 3/mg 4.

Final
concentration
لتركیز النھائي

Mastermix for
one sample

المزیج الأم لكل عینة 
(μl)

Mastermix for 10
samples

عینات ١٠المزیج الأم لـ (μl)

Sterile, deionised water 33.75 µl 337.5 µl
10x PCR Buffer 1x 5 µl 50 µl

25 mM MgCl2 2.5 mM 5 µl 50 µl

4 mM dNTPs 0.2 mM 2.5 µl 25 µl

20 µM oligonucleotide mg3 0.5 µM 1.25 µl 12.5 µl

20 µM oligonucleotide mg4 0.5 µM 1.25 µl 12.5 µl

Taq DNA polymerase 0.025 U/µl 0.25 µl 2.5 µl

Total 49 µl 490 µl

  مل 1.5حضر أنابیب تثفیل سعة.

أضف المواد حسب التسلسل المبین في الجدول أعلاه.

اخلط بھدوء المزیجmg3/mg4بالماصة مع تثفیل لفترة وجیزة.

 48قسم المزیج الأساسي إلى أجزاء متساویة قدر µl مل0.2في أنابیب بي سي أر سعة.

 2أضف µlمن محلول الـ دنا لكل واحد من المزائج السابقة.

رج بھدوء مع تثفیل لفترة وجیزة.

١٨جدول ("بي سي أر"ویر الحراريبي سي أر في جھاز التدـضع أنابیب تفاعل ا ل.(
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٢٠١٠حزيران  ٢٤-١٩-سورية-حلب-ايكاردا

١٠٨

(mg3-mg4)بي سي أرnestedـبرنامج ا ل).١٨جدول (
Temperature Time

Initial denaturation 95°C 3 min

Denaturation 95°C 45 sec

Annealing 60°C 50 sec

Extension 72°C 50 sec

Number of cycles 40

Final extension 72°C 3 min

4°C ∞

.بعد انتھاء التضخیم، توضع العینة في المثفلة لفترة وجیزة ثم توضع على الثلج

تحلیل نواتج ا لـ بي سي أر

بي سي أر من خلال الرحلان الكھربائي ـدنا المستھدف، تحلل نتائج ا لـلابعد تضخیم تسلسل 

8یمزج  .غاروز بوجود الایثیدیوم برومیدلأبا pl2بي سي أر مع  ـمن ناتج تفاعل ا ل pl سائل من

15ویحمل  (%2.5)التحمیل ثم تحمل العینات على ھلامة الاغاروز  pl من مؤشر دنا بحجمbp١٠٠

یجرى .)أمبلیكون(بي سي أرـفي بئر مجاور للعینات المختبرة من أجل التحدید الدقیق لحجم نواتج ا ل

دنا في الھلامة باستخدام ـبعد انتھاء الرحلان، یمكن مشاھدة ال.فولت لمدة ساعة١٠٠الرحلان على 

.تصویر الھلامة للحصول على تسجیل دائم لنتیجة التجربةیتم.الأشعة فوق البنفسجیة

تفسیر النتائج

للكشف التخصصي للسلالة المھندسة وراثیاً mg3/mg4و mg1/mg2صمم زوج البادئات

MON810ـبوساطة الnested149المعشش معطیة قطعة بحجم  /المتداخلبي سي أر bp.

و المورثة 355-التخصصیة ناشئة من حقیقة أن البادئات مصممة على المنطقة الممتدة من المحفز 

hsp70 exon/intron.

149الشاھد الموجب سوف یعطي حزمة بحجم  bp.

.یجب ألا یعطي أي حزمة مرئیة)دناـیحوي ماء بدل ال(الشاھد السلبي والشاھد الذي لا یحوي دنا قالب 

بي سي أر للعینات المدروسة غیر ـالشاھد السلبي والموجب النتائج المتوقعة، فان نتائج الإذا لم یعط

149أظھرت العینات حزمة بحجم إذا أعطى الشاھد النتائج المتوقعة و.غیر واقعیة/صحیحة bp فھذا ،

Querci.المعدل وراثیاً MON810یعني أنھ في ھذه العینة  یوجد دنا الذرة سلالة   et al. 2006)(

http://gmotraining.jrc.it
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٢٠١٠حزيران  ٢٤-١٩-سورية-حلب-ايكاردا

١٠٩

CP4الھدف ھو المورثة  EPSPS والتي تضفي صفة تحمل مبید الأعشابRoundup®

,GMO5مواصفات البادئات   GMO9, GMO7 and GMO8

GMO5

Sequence CCACTGACGTAAGGGATGACG

Length (bp) 21

Mol.Weight (g/mol) 6479.4

Melting point * (G/C) 59.5

GMO9

Sequence CATGAAGGACCGGTGGGAGAT

Length (bp) 21

Mol.Weight (g/mol) 6559.4

Melting point * (G/C) 59.5

GMO7

Sequence ATCCCACTATCCTTCGCAAGA

Length (bp) 21

Mol.Weight (g/mol) 6309.6

Melting point * (G/C) 55.8

GMO8

Sequence TGGGGTTTATGGAAATTGGAA

Length (bp) 21

Mol.Weight (g/mol) 6579.8

Melting point * (G/C) 51.7

50حسب الصودیوم بتركیز * mM

كونترول/الشواهد

بنسبة صویا معدلة وراثیاً (ةمرجعیدنا من مادة :الشاهد الموجبRRS 0.1%(.

اً نسبة تعدیل وراثی%0تحوي  صویا (دنا من مادة مرجعیة :الشاهد السلبي.(

 دناالـشاهد سلبي من المزیج الأم یضاف له الماء بدل :دون دناشاهد.

Roundupكشف الصویا .٢.٦.٤.٢ Ready®
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٢٠١٠حزيران  ٢٤-١٩-سورية-حلب-ايكاردا

١١٠

١الأم /الأساسيتحضیر المزیج 

بما فیها الشاهد السلبي والموجب وبدون (عینات ١٠تمزج المواد الكیماویة الضروریة لسلسلة من 

.أدناه)١٩الجدول (حسب ما هو مبین في )دنا قالب

48التالي على عینة تحتوي على الإجراءینطبق  μlمن المزیج الأمGMO5/GMO9 2و μl

.تخزن كل المحالیل على الثلج أثناء تحضیر المزیج الأم.دناالـمن محلول 

GMO5/GMO9ساسي المزیج الأ.١٩جدول

Final
concentration

التركیز النھائي

Mastermix
for one
sample

المزیج الأم لكل 
عینة  (μl)

Mastermix
for 10

samples
١٠المزیج الأم لـ

عینات  (μl)

Sterile, deionised water 33.75 µl 337.5 µl

10x PCR Buffer 1x 5 µl 50 µl

25 mM MgCl2 2.5 mM 5 µl 50 µl

4 mM dNTPs 0.2 mM 2.5 µl 25 µl

20 pM oligonucleotide GMO5 0.5 pM 1.25 µl 12.5 µl

20 pM oligonucleotide GMO9 0.5 pM 1.25 µl 12.5 µl

Taq DNA polymerase 0.025 U/µl 0.25 µl 2.5 µl

Total 49 µl 490 µl

 مل 1.5سعة  تثفیل حضر أنابیب.

 أعلاه١٩أضف المواد حسب التسلسل المبین في الجدول

اخلط بھدوء المزیجGMO5/GMO9 لفترة وجیزةتثفیل بالماصة مع.

48إلى أجزاء متساویة قدر ساسي قسم المزیج الأ µl مل0.2في أنابیب بي سي أر سعة.

 2أضف µlدنا لكل واحد من المزائج السابقةـمن محلول ال.

 لفترة وجیزةتثفیل رج بھدوء مع.

٢٠جدول ("بي سي أر"ویر الحراريبي سي أر في جھاز التدـضع أنابیب تفاعل ا ل.(
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٢٠١٠حزيران  ٢٤-١٩-سورية-حلب-ايكاردا

١١١

(GMO5/GMO9)بي سي أرـبرنامج ا ل).٢٠جدول (
Temperature Time

Initial denaturation 95°C 3 min

Denaturation 95°C 30 sec

Annealing 60°C 30 sec

Extension 72°C 40 sec

Number of cycles (25)

Final extension 72°C 3 min

4°C ∞

.بعد انتھاء التضخیم، توضع العینة في المثفلة لفترة وجیزة ثم توضع على الثلج

٢ساسي رقمتحضیر المزیج الأ

بما فیها الشاهد السلبي والموجب (عینات ١٠تمزج المواد الكیماویة الضروریة لسلسلة من 

.أدناه)٢١الجدول(حسب ما هو مبین في )بدون دنا قالبالشاهد و 

48التالي على عینة تحتوي على الإجراءینطبق  μlمن المزیج الأمGMO7/GMO81و μl

تخزن كل المحالیل على الثلج .المضخم مسبقاً من ناتج ا لـ بي سي أر الأولدناـمن محلول ال

.أثناء تحضیر المزیج الأم

GMO7/GMO8المزیج الأم٢١جدول

Final
concentration

النھائيالتركیز 

Mastermix
for one
sample

المزیج الأم لكل 
عینة  (μl)

Mastermix
for 10

samples
١٠المزیج الأم لـ

عینات  (μl)

10x PCR Buffer 1x 5 µl 50 µl

25 mM MgCl2 2.5 mM 5 µl 50 µl

4 mM dNTPs 0.2 mM 2.5 µl 25 µl

20 pM oligonucleotide GMO7 0.5 pM 1.25 µl 12.5 µl

20 pM oligonucleotide GMO8 0.5 pM 1.25 µl 12.5 µl

Taq DNA polymerase 0.025 U/µl 0.25 µl 2.5 µl

Total 49 µl 490 µl

 مل 1.5سعة  تثفیل حضر أنابیب.
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٢٠١٠حزيران  ٢٤-١٩-سورية-حلب-ايكاردا

١١٢

أعلاه٢١أضف المواد حسب التسلسل المبین في الجدول.

اخلط بھدوء المزیجGM07/GM08 لفترة وجیزةتثفیلبالماصة مع.

49إلى أجزاء متساویة قدر ساسيقسم المزیج الأ μl مل0.2في أنابیب بي سي أر سعة.

 1أضف μlدنا لكل واحد من المزائج السابقةـمن محلول ال.

 لفترة وجیزةتثفیلرج بھدوء مع.

٢٢جدول ("ي أربي س"ویر الحراريبي سي أر في جھاز التدـضع أنابیب تفاعل ا ل.(

(GMO7/GMO8)المعشش /المتداخلبي سي أرـبرنامج ا ل).٢٢جدول (

Temperature Time

Initial denaturation 95°C 3 min

Denaturation 95°C 30 sec

Annealing 60°C 30 sec

Extension 72°C 40 sec

Number of cycles (35)

Final extension 72°C 3 min

4°C ∞

.بعد انتھاء التضخیم، توضع العینة في المثفلة لفترة وجیزة ثم توضع على الثلج

تحلیل نواتج ا لـ بي سي أر

غاروز لأبي سي أر من خلال الرحلان الكھربائي باـدنا المستھدف، تحلل نتائج ا لـبعد تضخیم تسلسل ال

8یمزج  .بوجود الایثیدیوم برومید μl2بي سي أر مع  ـتفاعل ا لمن ناتج μl ثم ،التحمیلسائلمن

15ویحمل  ،(%2.5)غاروز لأتحمل العینات على ھلامة ا μl من مؤشر دنا بحجمbpفي بئر ١٠٠

١٠٠یجرى الرحلان على .مجاور للعینات المختبرة من أجل التحدید الدقیق لحجم نواتج ا ل بي سي أر

.دنا في الھلامة باستخدام الأشعة فوق البنفسجیةـلابعد انتھاء الرحلان، یمكن مشاھدة .فولت لمدة ساعة

.یتم تصویر الھلامة للحصول على تسجیل دائم لنتیجة التجربة
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٢٠١٠حزيران  ٢٤-١٩-سورية-حلب-ايكاردا

١١٣

تفسیر النتائج

للكشف التخصصي لمورثة في مركب GM07/GM08و GM05/GM09صمم زوج البادئات

Roundupالصویا المھندسة وراثیاً الدنا المأشوب الخاص في سلالة Ready® ـلابوساطةnested

169معطیة قطعة داخلیة بحجم  تداخل المبي سي أر bp. البادئاتGMO5وGMO7 ھي تكمیلیة

CaMVللمحفز   35S  یتھجن البادئ ،GMO9 مع المورثةCP4 EPSPS في سلالة الأغروباكتریا

CP4وGMO8 یتھجن مع المورثةCTP EPSPS.

169الشاھد الموجب سوف یعطي حزمة بحجم  bp.

.یجب ألا یعطي أي حزمة مرئیة)دناـلایحوي ماء بدل (الشاھد السلبي والشاھد الذي لا یحوي دنا قالب 

بي سي أر للعینات المدروسة غیر ـلاإذا لم یعط الشاھد السلبي والموجب النتائج المتوقعة، فان نتائج 

.عیةغیر واق/صحیحة

169أظھرت العینات حزمة بحجم إذا أعطى الشاھد النتائج المتوقعة و bp  فھذا یعني أنھ في ھذه العینة ،

Roundupیوجد دنا صویا سلالة   Ready® ًالمعدل وراثیا.

http://gmotraining.jrc.it,2006et al.M. QurciSource:



والزراعةوراثياً والأمان الحيوي في الأغذية  الإقـليمية حول الكشف عن المواد المعدلةالدورة التدريبية

٢٠١٠حزيران  ٢٤-١٩-سورية-حلب-ايكاردا

١١٤

:ةــدمـــمق

بي سي أر بالزمن الحقیقي لتحدید ـالبروتوكولات التالیة ھي طرائق معتمدة على ا ل/الطرائق

Roundup(النسب الكمیة للتعدیل الوراثي في سلالة فو ل الصویا المعدلة وراثیاً  Ready®( في

ز التدویر ابي سي أر بالزمن الحقیقي باستخدام جھـنفذ التحدید الكمي بال.الخام والمصنعةالمادة

الناتج عن fluorescenceلتوھج الكشف التضخیم بالزمن الحقیقي بقیاس المجھزالحراري 

ABIھوالمستخدم الجھاز.التفاعل PRISM® 7500 SDS شركةمنApplied Biosystems.

تضخیم تسلسل دنا مستھدف أساسي ھو جزء من /لماثرة بي سي أر بالزمن الحقیقي ـیستخدم ا ل

یوجد فقط فيدنا المستھدف والذي ـتسلسل الإلىبالإضافة، )لفول الصویافقط وھو ممیز (النبات 

Roundup(الصویا المعدلة وراثیاً  Ready®(. یتضمن نظامي بي سي أر الاختبارینكلا

معلم بالصبغتوھج دنا المستھدف ومسبار ـباستخدام بادئات متخصصة بالیتم كلاھما ختلفین،م

dye-labelled probes.دنا المستھدف الخاص ـبي سي أر تسلسل الالتفاعل الأول للـ یكشف

endogenousالمورثة التي من أصل الجینوم یكشف التفاعل الثاني وبالكائنات المعدلة وراثیاً، 

.وغیر المعدلةجع كمي یكشف الصویا المعدلة وراثیاً مصمم لیخدم كمروھو 

البروتوكولات المذكورة ھنا اختیرت لأغراض تعلیمیة ویجب أن تعتبر كأمثلة أساسیة :ملاحظة

ننصح بمراجعة .بي سي أر بالزمن الحقیقيـ باستخدام ا لللتحدید الكمي للمواد المعدلة وراثیاً 

الصلة للحصول على المعلومات الأحدث عن البروتوكولات دوریة للمصادر والمراجع ذات 

ملاحظة أن ھذه البروتوكولات اختیرت حسب الأجھزة ى، یرجأیضاً .الموثقة والمطورة حدیثاً 

مركز البحوث المشتركة للاتحاد نوعموماً، ھذا لا یعني ولا بأي شكل أ.المتوفرة في مخابرنا

تدعم أي شركة أو أي نوع بي الدورة ھذهات المنظمة لوالجھالأوروبي ومنظمة الصحة العالمیة 

.سي أر

Roundupالتحدید الكمي عن فول الصویا المعدلة وراثیاً  /الكشف .٢.٤.٧ Ready®

المتعدد بالزمن الحقیقي"بي سي أر"التفاعل السلسلي البولیمیرازيبوساطة الـ

Quantitative of Roundup Ready® Soybean by Multiplex Real-time PCR
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٢٠١٠حزيران  ٢٤-١٩-سورية-حلب-ايكاردا

١١٥

oالمصطلحات المستخدمةTerms for Prism7500

Relativeالتقییم النسبي .١ quantification: یحدد التغیرات في تعبیرexpression العینةtarget

sample الهف بالنسبة لعینة الشاهدcontrol sample) مثال عینة غیر معاملة بالمقارنة مع

یستخدم هذا التقییم عادة لمقارنة ).٠المعاملة أو تغیر التعبیر مع الوقت بالمقارنة مع الزمن 

wildمستویات التعبیر لمورثة ما في الأنسجة المختلفة  في النمط البري  type بالمقارنة مع

.mutantالطافرة 

Absoluteالتقییم غیر النسبي أو المطلق .٢ quantification: یحدد بواسطته كامل الكمیة لهدف

باستخدام التفاعل السلسلي البولیمیرازي بالوقت الحقیقي نقوم برصد .وحید في عینة مجهولة

التقدم الذي یحدث في مراحل التفاعل وجمع البیانات في كل مرحلة من هذه المراحل ولیس في 

إذا أردنا رسم خط بیاني عندها یستخدم التقییم .لعادياPCRنهایة التفاعل كما یحدث في الـ 

.المطلق

یتمیز التفاعل السلسلي البولیمیرازي بالوقت الحقیقي بأنه یعتمد خلال عملیة التدویر على الزمن .٣

في الدلالة على حدوث عملیة التضاعف منذ بدایة الكشف عن السلسلة المستهدفة، ولا یحتاج 

.العاديPCRإلى تراكم ناتج هذا التضاعف في نهایة التفاعل كما في الـ 

Reporterالدال الصباغ.٤ dye: 5الذي تم ربطه إلى النهایة )مولد التوهج(هو عبارة عن الصباغ'

TaqManفي سلسلة المسبر تاك مان  probe.

:Detectorالكاشف .٥

التي یحدث فیها تغیرات طفیفة PCRعبارة عن الدورات الابتدائیة للـ :Baselineالخط الأساس .٦

.في إشارة التوهج

٧.NTC: شاهد بدونDNAب قالNo Template Control وهي عینة لا تحتوي علىDNA قالب

.تستخدم في تأكید نوعیة التفاعل

Real-time PCR using the ABI PRISM® 7500

ABIبي سي أر بالزمن الحقیقي باستخدام جھاز  PRISM® 7500
المعدلة وراثیاً RRلكشف فول الصویا 
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١١٦

.عینة معلومة الكمیة تستخدم لرسم المنحنى القیاسي:Standardقیاسي .٨

Passiveالمرجع السلبي .٩ reference: وهو عبارة عن صباغdye یعطي توهج داخلي یفید في

المرجع السلبي شائع الاستخدام .لصباغ الدال خلال تحلیل النتائجمعادلة الإشارة الناتجة عن ا

TaqManویوجد عادة في المزیج الأساسي تاك مان ROXهو  Master mix.

Normalizedتعادل الدال .١٠ reporter (Rn): وهو عبارة عن النسبة بین كثافة انبعاث التوهج

reporterمن الصباغ الدال  dye إلى كثافة انبعاث التوهج من المرجع السلبيpassive

reference.

باستخدام جھازبي سي أر بالزمن الحقیقيـبالالمعدلة وراثیاً RRبروتوكول لكشف فول الصویا 

ABI PRISM® 7500:

الكمي والتحدید /تتألف ھذه الطریقة من تضخیم.ثنائیة أزواج البادئاتالمتزامن طریقة بي سي أر 

RRالمرجعیة وھي اللكتین وجزء من البلاسمید المركب المدخل في الصویا  /للمورثة الأساسیة

Onori))تفاعلي بي سي أر في نفس الأنبوب(باستخدام اختبار بي سي أر ثنائي زوج البادئات  et

al., submitted). مورثة اللكتینTaqMan ومسابر الصویاRR معلمة بالصبغVIC والصبغ

FAMالصبغة .كشف التضخیم لأكثر من ھدف في نفس الأنبوبإمكانیةمما یتیح ،على التوالي

.العظمىإشعاعاتھابسبب اختلاف أطوال موجات VICیمكن تمییزھا عن الصبغة FAMالمخبرة 

ABIالجھاز  PRISM® 7700 SDS إشعاعأطوال موجات ذواتصبغقادر على كشف

المكتشفة VICتجعل مطابقة لسویة معینة في صبغة RRفي الصویا FAMكمیة صبغة.متمایزة

تقارن ھذه القیم مع .والتي ھي متوسط لمكررات العیناتACTوھذا ینتج قیمة .في كل عینة

لاطریقة (RRالصویا لتراكیز قیاسیة معروفة منACTمعیاري ناتج من قیم /منحنى مقیاسي

CT لاأوAACTالنسبیة.(

علف، شراب :مثل(ھذه الطریقة بنجاح لمواد خام ومكونات مواد وأغذیة تحوي صویا طبقت 

).لیستین، وغیرھا،طحین،)لبن(صویا، یوغورت 

و،®FAPAS:مثل(تمت مراقبة الأداء التحلیلي للطریقة من خلال عدة مخططات اختبارات كفاءة 

GIPSA.(
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١١٧

الأدوات والكیماویات

ABIجھاز السلسلة - ® Appliedشركة (7500 Biosystems.(

MicroAmpبئر/حفرة ٩٦ذات تفاعل ضوئیة أطباق - Optical(Cat No. N801-

0560)

MicroAmpضوئیة للأطباق أغطیة - Optical(Cat No. N801-0935)

TaqMan®(Catبي سي أر عام ـلل)×٢(التفاعل الأساسي بقوة مضاعفة مزیج - No.

4304437)2X یحوي:

TaqMan)×٢(محلول منظم للتفاعل  Buffer،

AmpliTaqأنزیم البلمرة  Gold® DNA Polymerase (5U/µ1) ،

AmpErase® UNG (1U/m1) ،

، dUTPمع dNTPsمیكرومولر نیوكلیوزیدات ٢٠٠

Passiveمرجع سلبي  Reference

مل1.5روسنتریفیوج سعة میكتثفیل أنابیب -

مل15فالكون سعة   /مخروطیة ھاز طرد مركزي مبرد لأنابیب ج/مثفلة-

دقیقةقیاسیة ماصات -

مازج فورتكس-

حامل لأنابیب التفاعل-

مل15سنتریفیوج بولي بروبیللین مخروطیة الشكل سعة   تثفیلأنابیب -

ماء مقطر خالي من النوكلیز-

Le-F))الأساسیة(المرجعیة بادئات متخصصة بالمورثة - and Le-R)

(Le-Probe)والمسبار

RR-F)بادئات متخصصة بالمورثة المھندسة وراثیا - and RR-R)

(RR-Probe)والمسبار
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١١٨

والمسبار للمورثة المرجعیةمواصفات البادئات  

Le- F

Sequence TCC ACC CCC ATC CAC ATT T
Length (bp) 19
Mol. weight 5586.0

Le-R

Sequence GGC ATA GAA GGT GAA GTT GAA GGA
Length (bp) 24
Mol. Weight 7532

Le-Probe

Sequence 5'-(VIC)-AAC CGG TAG CGT TGC CAG CTT
CG-(TAM RA)-3'

Length (bp) 23
Mol. weight 7019.0

المھندسة وراثیاً والمسبار للمورثةالبادئات  واصفات م

RRF
Sequence GCC ATG TTG TTA ATT TGT GCC AT
Length (bp) 23
Mol. Weight 7014

RR-R

Sequence GAA GTT CAT TTC ATT TGG AGA GGA C
Length (bp) 25
Mol. Weight 7712

RR-Probe

Sequence 5'-(FAM)-CTT GAA AGA TCT GCT AGA GTC
AGC TTG TCA GCG-(TAMRA)-3'

Length (bp) 33
Mol. Weight 10137
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١١٩

ساسيتحضیر المزیج الأ

.احفظ الكمیات المذابة على الثلج.أذب، امزج مع تثفیل خفیف للكمیات المطلوبة للتفاعل-

ما عدا الـ ()٢٣جدول (لتحضیر المزیج الأم، أضف المكونات التالیة حسب التسلسل المذكور -

یحلل كل دنا تم استخلاصه في .مل محفوظ على الثلج15في أنبوب تثفیل سنتریفیوج سعة )دنا

(ثلاث مكررات .)٢٣جدول.

یرجى ملاحظة أن یتم إعداد أربعة مزائج إضافیة للمساعدة في حساب الأخطاء الناجمة عن 

لزوجة المحلول /استخدام الماصات بسبب كثافة

ثنائي البادئاتتحضیر المزیج الأم لطبق واحد باختبار ا لـ بي سي أر .٢٣جدول

Concentration
in PCR
بي ـالتركیز في ا ل

سي أر

Mastermix for
one reaction

vessel (µl)

لأنبوب واحد المزیج الأم 

(µl)

Mastermix for
one sample

(3 repititions)

لعینة واحدة لمزیج الأم ا

)مكررات٣(

Mastermix for
one plate

(32+4 samples)

لطبق واحد المزیج الأم

)عینة٤+٣٢(

Sterile, deionised

water
18.3 54.9 1976.4

TaqMan Universal

Mastermix (2x) lx 25 75 2700

Primer Le-F

(20 µM)
40 nM 0.1 0.3 10.8

Primer Le-R

(20 µM)
40 nM 0.1 0.3 10.8

Primer RR-F

(20 µM)
100 nM 0.25 0.75 27

Primer RR-R

(20 µM)
100 nM 0.25 0.75 27

Le-Probe (10

µM)
100 nM 0.5 1.5 54

RR-Probe

(10 µM)
100 nM 0.5 1.5 54

DNA 50-250 ng 5 15

TOTAL 50 150
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١٢٠

لفترة وجیزةثفل امزج بلطف و.

 عینات المنحنى :مل لكل عینة دنا مراد اختباره1.5میكروفیوج سعة  تثفیل حضر أنابیب

,0.1(%5بتراكیزRRمواد مرجعیة موثقة من الصویا  (القیاسي  0.5, 1, عینات مجھولة ،),2

%0صویا (وعینات الشاھد  RR دنا من الصویا ،RR ، ماء بدل دنا(وشاھد من دول دنا قالب.(

 135(مكررات ٣ـوالضروریة لأضف إلى كل أنبوب الكمیة المحددة من المزیج الأم µl من

15أي (مكررات ٣ـدنا لـأضف لكل أنبوب الكمیة المطلوبة من ال).المزیج الأم µlامزج ).دنا

،ھذه الخطوة ذات أھمیة خاصة.ثواني١٠مرات لمدة حوالي ٣بالفورتكس كل أنبوب على الأقل 

.ربعة لكل عینةلأنھا تساعد في التقلیل من التباین بین المكررات الأ

حفرة في المركز ثم وزع في كل /بئر٩٦ضع الطبق ذو الـ .تثفیل لفترة وجیزة بالمیكروسنتریفیوج

50بئر  µlبعد إضافة المزیج الأم إلى كل صف عمودي من الآبار، .الیسار إلى الیمیننأفقیاً م

.غط الآبار بالأغطیة الشفافة باستخدام أداة تثبیت الغطاء

:ھامةاتملاحظ

لا تكتب على الطبق الشفاف ولا تلمس الغطاء.

تأكد من أن المزیج الأم الموزع موجود في قعر الآبار وبدون تطریش أو فقاعات على

.الجوانب أو في الأغطیة

 ضع الطبق في جھاز الـABI PRISM® في برنامج (، افتح نافذة 7700

ھو مترافق مع IPCنوع العینة :للطبق الجدید لتعیین نوع العینة بكل بئر)الكومبیوتر

.FAMعلى طبقة صبغة UNKNو الـ VICالصبغة  

شغل جھاز ا لـ بي سي أر بالزمن الحقیقي حسب برنامج الدورات الموصوفة في

).٢٤الجدول(

ABIثنائي البادئات في جھاز RRأر لاختبار الصویا  برنامج ا لـ بي سي .٢٤جدول PRISM® 7700 SDS في
تفاعل بي سي أر بالزمن الحقیقي

Step Stage T°C Time Acquisition Cycles

1 U NG 50°C 120 sec no lx

2 Initial denaturation 95°C 60 sec no lx

3 Amplification Denaturation 95°C 15 sec no 45x

4 Annealing & 60°C 60 sec Measure

Extension
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١٢١

oإعداد الجهاز للتشغیل عند استخدام مسبر موسوم

تجهیز عینات التفاعل .١

تثبیت الغطاء بقوة.٢

)غالباً زر التشغیل أقصى الیمین(Prism7500ABIتشغیل جهاز التدویر .٣

)الزر الثاني من الیمین لونه رمادي غامق وهو منخفض(یضغط زر فتح الباب .٤

تتم موازنة الأنابیب في الصینیة وبذلك فإن .توضع أنابیب التفاعل في الصینیة السوداء.٥

یضغط على .الغطاء الساخن الذي سیغطي العینات لن یستند على جهاز التدویر الحراري

لباب للأمام حتى یغلق، ولن یغلق الباب عند الضغط الزر الرمادي المنخفض مع دفع ا

.على أي مكان آخر

o التشغیل

یشغل الحاسوب.١

7500فتح برنامج التشغیل .٢ System SDSبالضغط على اختصاره على سطح المكتب

جدید/اختیار ملف.٣

:تظهر قائمة بعدة خیارات.٤

a(هنا إلى أن البیانات المتحصل تجدر الإشارة .اختیار التقییم النسبي أو غیر النسبي.التقییم

نختار التقییم غیر النسبي أو المطلق إذا .علیها من أحد هذه التقییمات لا یفید مع الآخر

relativeاختر طبق نسبي.كان الهدف هو الحصول على منحنى قیاسي plate ولیس دراسة

relativeنسبیة  studyتستخدم الدراسة النسبیة لتحلیل عدة أطباق ،.

b( الحاویةcontainer: ٧٥٠٠یوجد خیار واحد في الجهازABI Prism ٩٦وهو أطباق سعة

بئراً 

c( القالبTemplate. فارغblank. یمكن أن تختارtemplate إذا كنت قد قمت بإنشائه

.لتجربتك بشكل مسبق

d( المشغلoperator:یمكن أن تضع اسمك إذا أردت.

e(ترغب بها خاصة بهذا الاختباریمكن أن تضع أیة معلومات :التعلیقات.

f(سمِ الطبق بحیث یمكن أن تجده لاحقاً :اسم الطبق.

اختر التالي  .٥
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١٢٢

plateلإضافتها إلى مستند الطبق detectorsاختر الكواشف .٦ document. الكواشف هي تلك التي

بار یعني اختیار الكواشف بأنها ستظهر عند فتح مراقب الآ.وسمت بها المسابر التي تستخدمها

well inspector هناك زر في واجهة تطبیق مراقب الآبار یمكن استخدامه أیضاً لإضافة ،

.الكواشف إذا نسیت إضافتها في هذه المرحلة

a(قم بتفعیل الكاشف الذي تحتاجه

b(انظر في الأسفل من أجل التعلیمات الخاصة بإضافة كاشف جدید لقائمتك

c( اضغط على إضافة

d( إنهاءfinish ولیس التالي ،next. من السهل تسمیة كل بئر عند العرض على كامل

.الشاشة والذي نحصل علیه عند الضغط على زر الإنهاء

لایمكن تخزین الطبق بدون .یعتمد إنشاء مستند الطبق على إعداد حقول الجدول والطبق المختار.٧

.ي البئرتسمیة العینات إما باستخدام مراقب الآبار أو الكتابة مباشرة ف

:حدد الكاشف ومهمته في كل بئر.٨

a( افتح مراقب الآبارwell inspector ؛ التعلیمةVeiw/Well inspector ؛CTRL أو استخدم 1

).مربع علیه رمز مكبرة(زر مراقب الآبار 

b(انقر على البئر أو اسحب الدالة على رقم البئر.

c( تفقد الحقول بأنه تم اختیار الكاشف للآبار المختارة) یأتي هذا من الكواشف التي تم

یظهر .یمكن اختیار أكثر من كاشف إذا كان ذلك قابل للتطبیق)٦اختیارها في الخطوة رقم 

.لونان في البئر

d(اختیار .انقر تحت عمود المهام لتحدید مهمة الكاشفUnknownلغیر الموجود

e( قیاسيstandard. إذا أردنا عمل مؤشر قیاسي نختار قیاسيSTDمن عمود المهام.

لا تستخدم واحدات .لا یمكن تدوین ملاحظات علمیة.هنا یجب أن نكتب في عمود الكمیة

.٠.٠٠١والذي بعده ٠.٠١وفي التالي ١حتى لو كانت نسبیة، مثلاً في بئر 

f(یمكن تحدید مجموعة من الآبار وكتابة اسم فیها تحت بند اسم .یمكنك تسمیة العینات

إذا أردت أن تضع واحدات أو تفاصیل أكثر .هر الاسم في كل واحد منهاالعینة وعنده سیظ

أیضاً یمكن النقر على حقل البئر وكتابة الاسم .للعینات القیاسیة یمكن أن تفعل ذلك هنا

.دون الذهاب إلى تعلیمة مراقب الآبار
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١٢٣

تند أضفه إلى مس.إذا نسیت أحد الكواشف، اختر إضافة كاشف، حدد الكاشف الذي تریده.٩

.doneانقر على الزر تم .الطبق

.أغلق نافذة مراقب العینات عند تسمیة كل العینات.١٠

.یمكن التغییر بالعودة إلى مراقب الآبار.تأكد من صحة تسمیة العینات والكواشف.١١

یمكنك تغییر أي من المتغیرات تبعاً لحاجتك وذلك بتحدید ماترید .instrumentاختر زر أداة .١٢

.فیهتغییره ثم اكتب 

a(لحذف خطوة، انقر نقرة مزدوجة على تلك الخطوة أو انقر بالدالة واسحب نحو تلك الخطوة.

ثم حذف

b( إضافة مرحلة بتحریك العمود الأسود الغلیظ إلى یمین الخطوة لتضیف بعدها) انقر بالفارة

خطوة أو )كرر خطوة المراحل إلى یمین الخط الأسود(اختر إضافة دورة ).على الخط لتحریكه

)أضف خطوة واحدة للمرحلة(

c(تغییر حجم العینة إلى الحجم المستخدم في التفاعل

d( یبطئ معدل الانحدار.٩٦٠٠تفقد محاكاة

e( أضف مرحلة الفصلdissociation إذا كنت تستخدم طریقةSYBR Green.

f(یمكن تحدید مرحلة أخرى لجمع .إعداد جمع البیانات یكون في مرحلة نهایة التفاعل

.یمكنك اختیار مرحلة واحدة٧٥٠٠لكن في الجهاز .ناتالبیا

saveحفظ باسم /ملف .١٣ as/ السواقةD. عادة یستخدم (اسم الملف /قم بإنشاء مجلد باسم المخبر

.تتلقى رسالة خطأ عند الضغط على زر البدء دون تخزین الملف.saveتخزین )/اسم وتاریخ

تأكد من وضع .في الزاویة العلیا الیسرىA1العینة تقع .في الجهاز)الأنابیبأو(ضع الطبق .١٤

توازن الطبق على .تأكد من أن غطاء الطبق أو الأنابیب مستویة.المسند الأسود فوق الفتحات

الحامل، توضع بعض الأنابیب الفارغة في موقع معینة بحیث تؤمن توازن للغطاء الساخن عند 

.على الطبق مشابه لطریقة الإعداد على المستندتأكد أن توزیع العینات .نزوله فوق العینات

لا تغادر المكان قبل التأكد من بدء العمل بشكل صحیح وظهور .startاضغط على زر البدایة .١٥

قد یعلق الغطاء الساخن أحیاناً على أغطیة الأنابیب ویتوقف عندها .الأرقام في الماكن المختلفة

ن ظهور تلك الأرقام عنده نتأكد من تجاوز مشكلة عند إلقاء حتى التأكد م.الجهاز عن العمل

.یمكن استخدام الكومبیوتر لأغراض أخرى أثناء التشغیل.لا تغلق البرنامج أثناء التشغیل.التوقف

.دورات، ما تراه هو ناتج ما حدث منذ عدة دورات سابقة٦یمكن النظر لرؤیة النتیجة بعد 
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.زر بدایة التشغیل یكون غیر مفعل.إذا تلقیت رسلة خطأ وأردت وأردت أن تصلح الغطاء الساخن.١٦

في هذه الحالة لن تفقد أي شي لأك .یجب إغلاق البرنامج وإعادة فتحه.لإصلاح الغطاء العالق

.خزنت المعلومات الخاصة بالطبق

 التحلیلAnalysis

اختر حلل analysisالأخضر أو اذهب إلى تحلیل انتهاء التفاعل، اضغط على السهم بعد .١

analyze.

، لرؤیة النتائج یجب تحدید الآبار التي ترید رؤیة نتائجها resultsاختر القائمة الفرعیة نتائج .٢

بسحب الدالة فوقها أو یمكن تحدید كل الآبار بالضغط على الزر الموجود في الزاویة أقصى الیسار 

).Aوالحرف ١بین الرقم (

Resultsلقائمة الفرعیة نتائج ا.٣ tab:

a( القائمة تحت الفرعیة طبقplate tab. یعرض بیانات النتائج لكل بئر بما فیه سمٌ العینة

.Rnوالكاشف وقیمة 

b( القائمة تحت الفرعیة طیفspectra.یمكن .یعرض فیه طیف التوهج للآبار المحددة

نستدل .رؤیة الطیف لكل واحدة من الدورات بسحب أو انزلاق الزر الموجود في الأسفل

.على الوضع الحالي للزلاقة من الرقم في مربع النص الذي یعطي رقم الدورة

c( القائمة الفرعیة مكوناتcomponent tab.یف لكل یعرض المساهمة الكاملة في الط

.صباغ في البئر المحدد خلال جریان التفاعل

d( القائمة الفرعیة الرسم البیاني للتضاعفAmplification plot tab. یعرض الرسم البیاني

.كدالة لرقم الدورة من أجل كاشف وآبار محددةRnلتعادل الدال 

e( المنحنى القیاسيstandard curve. إذا قمت بالإعداد بشكل صحیح عندها یمكن رؤیة

إذا لم تلاحظ شیئاً، هل قمت بتحدید الآبار؟ هل قمت بتسمیة الطبق بشكل .المنحنى

في الآبار مع إدخال الكمیات؟ إذا لم تكن standardتوضع تسمیة قیاسي (صحیح 

لة إلى إعادة التسمیة صحیحة عندها یمكن أن تعود لإضافتهم، لكن تحتاج في هذه الحا

.عملیة التحلیل

f(لانفصالاDissociation. یستخدم فقط مع الكاشفSYBR Green.
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g( أرقام دورة البدایة الفعلیةCTهذ الصفحة لیست تماماً صفحة .تظهر في صفحة اكسل

یناقش (اكسل إنما یجب أن تصدر النتائج إلى ملف اكسل وتقوم بمعلجة النتائج علیها 

).ئجلاحقاً تفسیر النتا

.یتم بالنقر على المحور الذي ترید تغییره.Yأو Xضبط محور .٤

٥.

o فتح البیانات في صفحة اكسل

:، قم بنقل البیانات إلى صفحة اكسل بالتعلیمةعند الانتهاء من التفاعل وتحلیل البیانات.١

File/Export/results.

اختر .إنشاء مستند الطبقتفتح نافذة تصدیر الملف باسم الملف الذي قمت بتخزینه سابقاً عند.٢

save.لا تنقل الملف إلى أي مكان آخر ولا تقم بتغییر اسمه.

startمستندات البدء .٣ documents. عند قیامك بالتخزین سیكون لدیك ملفان؛ الأول على شكل

والثاني سیظهر على شكل أیقونة ملف )ملف تشغیل البرنامج أو مستند الطبق(SDSمستند امتداده 

.قم باختیار ملف الاكسل حیث ستظهر البیانات فیه.اكسل بجانبها اسم الملف

o  تحلیل البیانات وتفسیر النتائجData analysis and interpretation of results

ABIتحلل النتائج بعد إنتهاء التفاعل باستخدام جهاز التدویر الحراري بالوقت الحقیقي  PRISM® 7500

SDS للحصول على قیم دورة البدایةCT لكل صباغ دالreporter dyeیتم التأكد بدقة من .ولكل عینة

وحید في حقل ، حیث یأخذ كل بئر رقمSDSعدد العینات على الطبق المصمم على برنامج الحاسوب 

.المكررات، مكررات العینة الواحدة تعطى نفس الرقم

Analysisمن قائمة التحالیل "analyse"تحلل النتائج باختیار التعلیمة  menu حیث تفعل نافذة التضاعف

.VICو FAMالصباغینتضبط قیمة دورة البدایة لكل من.بشكل آلي

، Microsoft®Excelإلى صفحة اكسل exportبعد تحلیل النتائج انقل البیانات بالضغط على تعلیمة 

مع قیمة VICوFAMالمستخدمین في الكشف الصباغینحیث تظهر النتائج في مجموعتین توافقان 

.لكل بئرCTدورة البدایة 

.ΔCT(CTFAM—CTVIC)لكل مجموعة من المكررات للحصول علیى قیم CTاحسب متوسط قیمة 

للعینات، ثم مقارنتها مع لوغاریتم ΔCTبتحلیل قیم GMO%تحسب قیمة النسبة المئویة للتعدیل الوراثي 

%GMO وقیمΔCTلتراكیز العینات القیاسیة.
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رة المعدلة وراثیاً ذكمیة الدنا المعدل وراثیاً في سلالة التحدد هذه الطریقة المحنوى النسبي من .دأـالمب

)TC1507( دنا الجینومي للسلالة ـللللكشف المتخصص .الكلي للذرة في العینةالـ دناإلىنسبة

TC1507 منطقة اتصال مركب الـ دنا المأشوب مع جینوم النباتممتد في، یتم تضخیم جزء

في جینوم النبات باستخدام إدخالھي تم ذشفع نیوكلیوتیدي من منطقة البلاسمید المركب ال٥٨بحجم 

شفع ٧٩یستخدم مورثة مرجعیة خاصة بالذرة بحجم .زوجین متخصصین من البادئات

وھي مورثة خاصة ممیزة بالذرة، وذلك باستخدام نیوكلیوتیدي من مورثة المجموعة عالیة التنقل 

زوجین من البادئات الخاصة بھذه المورثة ومسبار خاص بالمورثة نفسھا معلم بالصبغات فام و 

.تامارا

لك من حیث النوعیة والكمیة قبل ذدنا المستخلص حسب الطرائق المناسبة وـیجب فحص ال

بي ـوجود مثبطات تفاعل ا لحیث اختبارات من راءإجویجب .الاستخدام في اختبار ا لـ بي سي أر

).دناـمن المختلفة /متتالیة تفاعل استكشافي، استخدام تراكیز إجراء:مثال(سي أر 

یتم قیاس منتجات ا لـ بي سي ار أثناء كل دورة بالزمن الحقیقي عن طریق مسبار نیوكلیوتیدي 

كصبغة مخبرة عند نھایتھا FAMفام :نوعي خاص بالھدف ومعلم بصبغتان متوھجتان  ھما

.٣كصبغة قابضة عند النھایة TAMARAو تامارا ٥الطرفیة 

، یستخدم مورثة مرجعیة خاصة بالذرة TC1507لة من أجل تحدید نسبة الدنا المعدل في السلا

شفع نیوكلیوتیدي من مورثة المجموعة عالیة التنقل وھي مورثة خاصة ممیزة بالذرة، ٧٩بحجم 

وذلك باستخدام زوجین من البادئات الخاصة بھذه المورثة ومسبار خاص بالمورثة نفسھا معلم 

.بالصبغات فام و تامارا كما ھو موصوف أعلاه

دورة العتبة ھذه تدعى .المقاسة قیمة العتبة الدنیا بعد عدد محدد من الدوراتتوھج التتجاوز شارة 

في العینة لمختبرة، یلزم TC1507لتحدید كمیة الدنا المعدل بالسلالة المعدلة وراثیا.Ctقیمة 

تستخدم ذعندئ.TC1507لكل من مورثة المجموعة عالیة التنقل والسلالة Ctتحدید قیم الـ 

.رة الكليذمقارنة بـ دنا الTC1507المنحنیات لقیاسیة لحساب المحتوى النسبي لدنا السلالة 

TC1507رة المعدلة وراثیاً  ذطریقة التحدید الكمي المتخصص بسلالة ال.٢.٤.٨

بالزمن الحقیقي"بي سي أر"السلسلي البولیمیرازيالتفاعل بوساطة 
Quantification of maize TC1507 by Uniplex Real-Time PCR



والزراعةوراثياً والأمان الحيوي في الأغذية  الإقـليمية حول الكشف عن المواد المعدلةالدورة التدريبية

٢٠١٠حزيران  ٢٤-١٩-سورية-حلب-ايكاردا

١٢٧

وادــــــــــالم

الأدوات 
الأنابیب لا ینصح باستخدام (جھاز بي سي أر بالزمن الحقیقي لأوعیة تفاعل بلاستیكیة -

).ھنالتركیب المحلول المنظم الموصوفالشعریة الزجاجیة 

أوعیة تفاعل بلاستیكیة مناسبة لجھاز ا لبي سي أر والتي تمكن من كشف التوھج بدون -

)عائق

ـ ة في برنامج جھاز ا لجغالبا مدم(لتقییم البیانات بناء على طریقة المنحنى القیاسي برنامج -

).بي سي ار بالزمن الحقیقي

أنابیب تثفیل میكروسنتریفیوج-

ماصات قیاسیة دقیقة-

مازج فورتكس-

حامل لأنابیب التفاعل-

مل2/مل1.5سعة أنابیب تثفیل -

المواد الكیمیاویة

TRIS pH=8.0: Tris[hydroxymethyl] aminomethane
hydrochloride (Molecular Biology grade)

KOAc (SIGMA Part No P1190)
Gelatine (VWR Part No 1.04078.1000)

Tween 20 (SIGMA Part No P9416-50ML)
Glycerol (SIGMA Part No P5516-100ML)

Rox (Applied Biosystems Part No 434925)
dATP (GeneCraft Part No GC-013-007)
dCTP (GeneCraft Part No GC-013-009)
dGTP (GeneCraft Part No GC-013-006)
dUTP (GeneCraft Part No GC-013-010)

MgCl 2 (SIGMA Part No M1028-1ML)

Ampli Taq Gold (Applied Biosystems Part No N8080242)
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البادئات والمسابر 

Name

اسم 

المسبار/البادئ

Oligonucleotide DNA Sequence (5’ to 3’)
تسلسل نیوكلوتیدات ال دنا

TC1507 target sequence

تسلسل المورثة الھدف

Primers
اتالبادئ

MaiY-F1 TAG TCT TCG GCC AGA ATG G

MaiY-R3 CTT TGC CAA GAT CAA GCG
Probe

المسبار
MaiY-S1 6-FAM-TAA CTC AAG GCC CTC ACT CCG-TAMRA

Reference gene HMG target sequence

تسلسل المورثة المرجعیة ، مورثة تامجموعة عالیة التنقل
Primers
البادئ

MaiJ-F2 TTG GAC TAG AAA TCT CGT GCT GA

mhmg-rev GCT ACA TAG GGA GCC TTG TCC T
Probe

المسبار
Mhmg-probe 6-FAM-CAA TCC ACA CAA ACG CAC GCG TA-TAMRA

المحالیل المنظمة والمحالیل الأخرى

یمكن استخدام مواد .وصف المحالیل المنظمة المستخدمة في ھذا البروتوكولالآتيیبین

.معادلة لھا

X10تحضیر محلول منظم 

.٨إلىامزج المواد الكیماویة الآتیة حسب التركیز النھائي المبین وعدل حموضة المحلول 

Component المكونات Final concentration التركیز النھائي

Tris pH = 8.0 0.5 M

KOAc 0.5 M

Gelatine 0.5%

Tween 20 0.1%

Glycerol 0.8%

Rox 0.2 µl/reaction

Water -
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مورثة (بي سي أر لتسلسل المورثة الخاصة بالنوع ـ یجب تحضیر مكونات تفاعل ا ل.عمومیات

في أنبوبین منفصلین كل TC1507والتسلسل المستھدف للذرة المعدلة وراثیا  )المجموعة عالیة التنقل

).باستخدام معلمات متوھجة تفاضلیاً للمسابر(تفاعل بي سي أر ثنائي ثبات الم یتم اختبار أو .على حدا

.دنا القالب بكل بئر تفاعلـنانوغرام كأقصى حد من ال٢٠٠ینصح باستخدام 

میكرولیتر لكل مزیج تفاعل من مواد التفاعل حسب ما ھو مبین في ٢٥الطریقة مطورة لحجم كلي 

.٢٦و٢٥الجدولین 

مسبار في نفس تفاعل التضخیم /یتم عمل منحنیات معایرة منفصلة لكل بادئ:لمعایرةا/المنحنى القیاسي 

.التحلیلي

یمكن استخدام .TC1507%١٠دنا المحتوي على ـمخففات من عینة ال٤تتألف منحنیات المعایرة من 

ا یعادل وھذا م(نسخة من الجینوم ٧٣.٣٩٤من تركیز الذرة مخففات بفواصل بدءاً ٥إلى ١سلسلة من 

Arumuganathan)بیكوغرام من دنا الذرة الجینومي أحادي الصیغة الصبغیة ٢.٧٢٥ & Earle 1991).

ھذا .مقابل لوغاریتم عدد نسخ الھدف لنقاط المعایرةCtـمنحنى معایرة بأخذ قیم ال)عمل(یتم إنتاج 

مثل برنامج اكسل أو مباشرة حسب spreadsheetصفحة منتشرةیمكن عملھ مثلا باستخدام برنامج 

.الخیارات المتاحة ببرنامج نظام كشف التسلسل

.من المنحنیات القیاسیةالمقارنة والاستنتاج یتم الحصول على عدد نسخ دنا العینة المجھولة من خلال 

الطریقة

المواد بظاحتف.لكمیة التي تحتاجھا  من المكونات المطلوبة للتفاعلثفل اذوب، امزج بلطف و-١

.م  على الثلج٤-١التي تم تذویبھا بدرجة 

على الثلج، )والثانیة للمورثة عالیة التنقلTC1507واحد للذرة المعدلة (في أنبوبي تفاعل -٢

لتحضیر )ما عدا الـ دنا(حسب الترتیب المذكور )٢٦و٢٥جدول(أضف المكونات التالیة 

.ج الأساسیةئالمزا

.وجیزةلفترة وثفـلامزج بلطف -٣

وأنبوب للمورثة المرجعیة عالیة التنقل TC1507أنبوب لعینة (حضر أنبوبي تثفیل میكروفیوج  -٤

عینات المنحنى القیاسي و العینات المجھولة وعینات (لكل عینة دنا مراد اختباره )من الذرة

.الشاھد (
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من المزیج الأساسي ٦٠µl=٢٠X٣مثلا (أضف إلى كل أنبوب الكمیة المحددة من المزیج الأم -٥

٥مثلا(مكررات ٣أضف لكل أنبوب الكمیة المطلوبة من الـ دنا لـ ).مكررات٣والضروریة لـ 

Xمرات لمدة ٣امزج بالفورتكس على سرعة منخفضة كل أنبوب على الأقل ).دنا١٥=٣

بین المكررات لكل ھذه الخطوة اجباریة ، لأنھا تساعد في التقلیل من التباین .ثانیة٣٠حوالي 

.عینة

ثفل الطبق .غط طبق التفاعل بغطاء شفاف.µl25وزع في كل بئر .تثفیل بالمیكروسنتریفیوج-٦

لتثفیل )درجة حرارة الغرفةإلىم ٤دقیقة بدرجة ١لمدة g٢٥٠مثلاً (على سرعة منخفضة 

.مزیج التفاعل

ضع الطبق في الجھاز -٧

٢٧لحقیقي حسب برنامج الدورات الموصوفة في الجدول شغل جھاز ا لـ بي سي أر بالزمن ا-٨

.أدناه

رة ذالتركیز النهائي بكل بئر تفاعل لنظام خاص بال/مزیج تفاعل التضخیم في الحجم.٢٥جدول

TC1507المعدلة وراثیا

المكونات التركیز النھائي تفاعل/µlمیكرولتر

Buffer 10x (including Rox) 1x 2.5 µl

Primer MaiJ-F1 300 nM -

Primer MaiY-R3 300 nM -

Probe MaiY-S1 150 nM -

MgCl2a 25 mM 5.5 mM 5.5 µl

dNTPsa 10/20 mM 200/400 µM 0.5 µl

AmpliTaq Gold Polymerase 1U/reaction -

Nuclease free water 25 µl حتى

[Template DNA (maximum 200 ng,

see 3.4.1 and 3.4.2)]
(5 µl)

Total reaction volume:25حجم التفاعل الكلي µl

adATP (10 mM), dCTP (10 mM), dGTP (10 mM), dUTP (20 mM)
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عالیة خاص بمورثة المجموعة ا لـ بي سي أر مزیج تفاعل التضخیم في تفاعل .٢٦جدول

رة ذالتنقل في ال

المكونات التركیز النھائي تفاعل/µlمیكرولتر

Buffer 10x (including Rox) 1x 2.5 µl

Primer MaiJ-F1 300 nM -

Primer mhmg-rev 300 nM -

Probe mhmg 180 nM -

MgCl2 25 mM 4.5 mM 4.5 µl

dNTPsa 10/20 mM 200/400 µM 0.5 µl

AmpliTaq Gold Polymerase 1U/reaction -

Nuclease free water 25 µl حتى

[Template DNA (maximum 200

ng, see 3.4.1 and 3.4.2)]
(5 µl)

Total reaction volume:25حجم التفاعل الكلي µl

adATP (10 mM), dCTP (10 mM), dGTP (10 mM), dUTP (20 mM)

بالزمن الحقیقيا لـ بي سي أر ظروف تفاعل .٢٧جدول

Cycle

المرحلة

Step

الخطوة 

Temp.

(ºC)

الحرارةدرجة

Time

(sec)

المدة

Data

Collection

جمع البیانات

Repetitions

الدورات

1
Initial Denaturation

الفك الأولي
95 600

No

لا
1

2
Amplification

التضخیم

Denaturation

فك سلاسل الـ دنا
95 15

No

لا
1

Annealing

& Extension

الارتباط واكمال 

سلسلة الدنا

60 60
Yes

أجر القیاس
45
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تحلیل البیانات

:الآتیةالإجراءاتبإتباعبعد انتهاء التفاعل، حلل 

Setالعتبةإعداد-أ the threshold:

.بطریقة لوغاریتمیة)TC1507مثلاً (اعرض منحنیات التضخیم للنظام الأول -

المرحلة الأسیة في (حدد خط العتبة في المنطقة التي تكون فیها منحنیات التضخیم متوازیة -

.بین مكررات نفس العینة"تأثیر نقاط التقاطع"وحیث لا یوجد ما یسمى )بي سي أرـ تفاعل ا ل

.CTاضغط زر التحدیث لتضمن التغییرات المؤثرة في قیم دورة البدایة الفعلیة -

تحول الى طریقة الرؤیا الخطیة بكبس زر محور العینات لمنحنى التضخیم -

.للمنحنیاتهندسي اختبر ما اذا العتبة المحددة سابقا تقع ضمن الطور ال-

Setحدد الخط الأساس.ب the baselineالدورات الابتدائیة للـ وهو عبارة عنPCR التي یحدث فیها

.تغیرات طفیفة في إشارة التوهج

حدد رقم الدورة التي یجتاز فیها خط العتبة أول منحنى تضخیم-

، عندئذ ٢٥هيCTمثلاً أول دورة فعلیة (القیمة كدورات من تل٣حدد الخط الأساس قبل-

).٢٢=٣-٢٥عند CTـحدد خط الأساس یقطع ال-

.احفظ هذه التحدیدات-ت

مثلاً (المختبرة الأخرىعلى منحنیات تضخیم المجموعة ٢و ١الموصوف في الفقرة الإجراءأعد -ث

).مورثة المجموعة عالیة التنقل

.حسابات أخرىلإجراءملف اكسل إلىاحفظ هذه التحدیدات وانقل كل البیانات -ج
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یتمي للتضخیم حسب ما هو موصوف أعلاه، ر العتبة ضمن الطور اللوغابعد تحدید قیمة :حساب النتائج

مورثة المجموعة ترسم المنحنیات القیاسیة لكل من .لكل تفاعلCtـفان برنامج الجهاز یحسب قیم  ال

المعایرة مقابل لوغاریتم عدد المقاسة لنقاط Ctـ بالرسم البیاني بوضع قیم الTC1507ـلعالیة التنقل و 

.الخطي الى هذه البیاناتدنا وادماج مستوى الانحدارـالنسخ 

من خلال المنحنیات بعد ذلك، تستخدم المنحنیات القیاسیة لتقدیر عدد النسخ في دنا العینة المجهولة

.القیاسیة

على عدد نسخ TC1507ـفي العینة المجهولة، یقسم عدد نسخ الTC1507ـالدنا في الـلتحدید كمیة ال

النسبة المئویة للتعدیل (للحصول على النسبة المئویة ١٠٠ـثة المرجعیة عالیة التنقل وتضرب بالمور 

).X١٠٠المورثة المرجعیة عالیة التنقل /TC1507=الوراثي

٨(نسخة ١.٢٥حسب مطور الطریقة، الحدود الدنیا المطلقة للكشف بالطریقة ھي .حدود الكشف

أدنى .هذلم تقدر الحدود الدنیا النسبیة في التجریة المشتركة ھ).مكررات١٠موجب من أصل 

%.٠.١دنا المستھدف المشتمل في التجربة المشتركة ھو ـتركیز نسبي لتسلسل نیوكلیوتیدات ال

حسب مطور الطریقة، فان الحدود الدنیا للنسب الكمیة بالطریقة ھي أقل أو .الكميحدود التحدید

.٠.٠٨تساوي  نسخ ١٠ریقة على حدا ھي أقل أو تساوي طالحدود المطلقة  للنسب الكمیة بكل %

أدنى تركیز نسبي .نسخة من مورثة المجموعة عالیة التنقل٤٠وأقل أو تساوي TC1507من 

%.٠.١شتمل في التجربة المشتركة ھو مالللتسلسل المستھدف

.عامةواحتیاطاتتعلیمات 

یجب أن یتم تداول كل المواد الكیماویة والكواشف والشاھد في الظروف المحددة حسب مقاییس -

ISOالایزو  ISOأو 9001:2000 .أو ما یماثلھا17025

.تتطلب الإجراءات خبرة في العمل تحت شروط معقمة-

یجب والذي بي سي أر ـالمخبر، مثل اتجاه انسیاب الھواء أثناء تحضیر مكونات تفاعل ا لتنظیم -

CEN ،Codexأن یتم حسب الشروط  والتعلیمات المحددة من قبل الجھات المعنیة مثل ایزو، 

alimentarius Commission مواصفات الغذاء/اللجنة الدولیة لمستویات
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بي سي أر ویتم تداولھا في غرفة خاصة وتجمد وفي جھاز ـیجب أن تخزن مكونات تفاعل ا ل-

أو )بي سي أر أو مسابرـ باستثناء بادئات ا ل(حیث لم تستخدم قبل ذلك أي حموض نوویة 

بي سي أر والشاھد ـتتطلب كل تداولات مكونات ا ل.دناـمفككة أو معدلة لل/أنزیمات محطمة

.وخاصة الماصات،أدوات خاصة  لذلك

مثل (كل المواد المستخدمة .دناـأي بقایا للإزالةیجب ،تعقم كل الأجھزة قبل الاستخدامیجب أن-

بي سي أر ـ تكون مناسبة لتطبیقات ا لنیجب أ)، الأوعیة، رؤوس الماصات وغیرھاالأنابیب

دنا ـدنا وخالیة من الـیجب أن تكون خالیة من الأنزیمات المفككة لل.والبیولوجیا الجزیئیة

.عقمة ویجب ألا تمتص بروتین أو دناوم

.الایروسولبخار وس ماصات مزودة بفلتر حمایة لمنع ؤلتجنب التلوث، ینبغي استخدام ر-

.استخدم فقط كفوف بلاستیكیة خالیة من البودرة وبدلھا بشكل متكرر-

%.١٠جھزة بشكل دوري بھیبو كلوریت الصودیوم تركیز نظف سطوح طاولات المخبر والأ-

.فحص الماصات دوریاً من حیث الدقة والمعایرة عند الضرورةیجب -

.م٤-٠یجب أن تتم بدرجة -ما لم یذكر خلاف ذلك–كل خطوات العمل -

لتجنب مرات التذویب والتجمید، یجب تحضیر كمیات صغیرة موزعة في أنابیب تستخدم لمرة -

.واحدة

http://gmo-crl.jrc.it/statusofdoss.html
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