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بيد سيب زميني )Phtorimaea operculella Zeller( از آفات زيان بار سيب زميني 
)Solanum tuberosum( در مناطق گرمسيری و نيمه گرمسيری دنيا و از جمله 
ايران است. تلاش  براي اصلاح ارقام سيب زميني مقاوم به اين آفت با روش هاي 
سنتي چندان موفقيتي نداشته است. مهندسی ژنتيک يکی از روش های اصلاحی 
جديد برای توليد گياهان مقاوم به آفات محسوب می شود. امروزه سطح وسيعی 
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سيب زمينی تراريخته مقاوم به آفت بيد سيب زمينی است. در اين نوشتار تلاش 
می شود فرايند توليد اين محصول به صورت مرحله به مرحله شرح داده شود. 
بديهی است با اندکی بازنگری و اصلاح می توان دستورالعمل پيوست را برای 

انتقال ساير صفات به گياه سيب زمينی با روش مهندسی ژنتيک استفاده نمود.





پژوهشگاه بیوتکنولوژی کشاورزیپژوهشگاه بیوتکنولوژی کشاورزی

نوع نشريه: دستورالعمل فنی
نام نشريه: دستورالعمل فنی توليد سيب زمينی تراريخته مقاوم به بيد سيب زمينی 

نويسنده: حسن رهنما
ويراستار علمی: رضا ضرغامی

ويراستاران ادبی: آمنه ناصری، منظر حيدری
طراحی: محمد قفلگری جداری، منظر حيدری

تهيه شده در: پژوهشگاه بيوتکنولوژی کشاورزی 
شمارگان: 30

نوبت انتشار: 1 
سال انتشار: 1402

مسئوليت صحت مطالب با نويسندگان است.

شماره ثبت در مرکز اطلاعات و مدرک علمی کشاورزی 64144 به تاریخ 1402/06/13 است.

تولید سیب زمینی تراریخته مقاوم به 
بید سیب زمینی

          حسن رهنما



پژوهشگاه بیوتکنولوژی کشاورزی تولید سیب زمینی تراریخته مقاوم به بید سیب زمینی

چکیده 

 )Solanum tuberosum( از آفات زيان بار سيب زميني )Phtorimaea operculella Zeller( بيد سيب زميني
در مناطق گرمسيری و نيمه گرمسيری دنيا و از جمله ايران است. تلاش  براي اصلاح ارقام سيب زميني 
مقاوم به اين آفت با روش هاي سنتي چندان موفقيتي نداشته است. مهندسی ژنتيک يکی از روش های 
اصلاحی جديد برای توليد گياهان مقاوم به آفات محسوب می شود. امروزه سطح وسيعی از مزارع 
کشاورزی دنيا زير کشت محصولات حاصل از مهندسی ژنتيک قرار دارند. فناوری تراريخته با هدف 
توليد گياهان مقاوم به آفات و بيماری ها و افزايش کيفی و کمی محصولات زراعی موفقيت زيادی در 
عرصه توليد محصولات کشاورزی داشته است. گياهان Bt از جمله محصولات تراريخته ای هستند 
که با هدف توليد گياهان مقاوم به آفات در محصولاتی مانند پنبه، ذرت، سيب زمينی و ... به کار گرفته 
شده اند. در ايران هم تحقيقات زيادی در زمينه توليد محصولات تراريخته انجام شده است. از جمله 
اين محصولات، توليد سيب زمينی تراريخته مقاوم به آفت بيد سيب زمينی است. در اين نوشتار تلاش 
با اندکی  می شود فرايند توليد اين محصول به صورت مرحله به مرحله شرح داده شود. بديهی است 
با  به گياه سيب زمينی  انتقال ساير صفات  برای  را  پيوست  بازنگری و اصلاح می توان دستورالعمل 

روش مهندسی ژنتيک استفاده نمود. 
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1- مقدمه

1-1- بید سیب زمیني

از مهم ترين و  Gelecidea است که يکي  از خانواده   )Phthorimaea operculella( بيد سيب زميني
زيان بارترين آفات سيب زميني به ويژه در مناطق گرمسير و نيمه گرمسير دنيا است. اين آفت با آلودگي 
و تغذيه از بوته ها و غده هاي سيب زميني در مزارع و انبارها، کميت و کيفيت محصول را به شدت 
کاهش مي دهد. سرزمين اوليه اين آفت امريکاي جنوبي است که با توسعه کشت سيب زميني، جمعيت 
آن افزايش يافته و با انتقال و جابجايي غده هاي سيب زميني به ديگر کشورها و قاره ها انتقال يافته 
است و در  حال حاضر در اکثر کشورهاي جهان ديده مي شود. بيد سيب زميني در گذشته براي ايران 
يک آفت قرنطينه اي به شمار مي رفت ولي در مهر ماه سال 1364 براي اولين بار در کرج مشاهده و 
معرفي گرديد و به اين ترتيب فصل جديدي در مسائل مرتبط با آفات سيب زميني در ايران گشوده 
شد. وجود اين آفت به طور هم زمان در کرج و استان هاي جنوبي کشور مانند فارس، بوشهر، هرمزگان 
و خوزستان گزارش شده است. درحال حاضر در اکثر مناطق توليد سيب زميني در ايران وجود دارد و 

باعث خسارات فراواني مي شود )حبيبی و همکاران، 1383؛ سيدان و همکاران، 1401(. 

اين آفت، پروانه کوچکي است که طول آن 10 ميلي متر و عرض آن با بال هاي باز به 15 ميلي متر 
مي رسد. اين حشره تخم هاي خود را به صورت انفرادي يا دسته جمعي در زير و گاهي روي برگ ها و 

در غده هاي سيب زميني در محل گودي هاي روي غده مي گذارد )کريمی، 1398(. 

عامل اصلي خسارت اين آفت، لاروهای آن است که در سن کامل به 10 تا 12 ميلی متر مي رسد. رنگ 
اين لاروها در صورتي که از برگ و يا ديگر اندام هاي هوايي بوته سيب زميني تغذيه کرده باشند سبز و 
در صورتي که از غده تغذيه کرده باشند کرم رنگ با هاله اي صورتي است. شفيره هاي اين آفت به طور 
معمول در مزرعه روي غده، در سطح خاک و حتي در داخل و روي ساقه و در انبارها بيشتر روي 

گونی هاي سيب زميني تشکيل مي شوند. 

آلودگي مزارع با حمله و تخم ريزي حشرات بالغ اين آفت آغاز مي شود. با تفريخ تخم ها لاروها فعاليت 
خود را با نفوذ به داخل برگ، تغذيه از پارانشيم برگ، رگبرگ ها، دمبرگ و ساقه و باقی گذاشتن علائم 

سيب زميني  بوته هاي  خشکي  و  ضعف  برگ ها،  لوله اي شدن  و  چسبيدگي  به هم  سوختگي،  مينوز، 
مي کند.  سرايت  نيز  غده ها  به  ترک ها  و  شکاف ها  طريق  از  نفوذ  با  آلودگي  مي شوند.  موجب  را 
موجب  را  غده  پوسيدگي  و  يافته  نفوذ  غده ها  داخل  به  لارو  ورود  محل  از  نيز  ميکروارگانيسم ها 
مي شوند. به همين دليل، آلودگي به بيد همراه با پوسيدگي و بوي نامطبوع است. بيد سيب زميني يک 
حشره شب پرواز است، در طول روز غيرفعال و در لابه لاي بوته ها به  سر مي برد و تخم ريزي در شب 

هنگام و به طور معمول 48 ساعت پس از جفت گيري انجام می شود.

زندگي  دوره  مي دهد.  نشان  انبار  و  مزرعه  در  را  آفت  اين  مرحله اي  زندگي چهار  شکل 1 چرخه 
اين آفت به شدت تحت تأثير دما و ميزان رطوبت قرار دارد و به همين دليل تعداد نسل هاي اين آفت 
نسل  تعداد  است.  نسل   7 تا  بين4  منطقه  هوايي  و  آب  شرايط  به  بسته  سيب زميني  رشد  دوره  در 
انباري به 10 تا 12 نسل در سال نيز مي رسد )حبيبي و  اين آفت در صورت مساعد بودن شرايط 
همکاران، 1383؛ نوری قنبلانی و همکاران، 1397؛ Rondon et al., 2007(. خسارت زاترين مرحله 
رشد آفت، طولاني ترين مرحله زندگي حشره يعني مرحله لاروي آن است که از برگ ها و غده ها 
تغذيه مي کند )شکل 1(؛ به طوري که هر لارو در شرايط مزرعه اي قادر به تغذيه 6/28 سانتي مترمربع 
برگ سيب زميني است. بيدها در مزرعه در نسل هاي اول قبل از تشکيل غده ها، تخم هاي خود را در 
سطوح زيرين برگ ها قرار مي دهند )کريمی، 1398(. لاروها با تفريخ تخم ها فعاليت خود را با نفوذ 
به داخل برگ و تغذيه از پارانشيم برگ، رگبرگ ها و ساقه شروع مي کنند. نقاط تغذيه لاروها علائم 
مينوزي به صورت لکه هاي شفاف در برگ ها ايجاد مي کند و با تغذيه بيشتر به طور غالب برگ ها به هم 
چسبيده و لوله اي مي شود که در نهايت موجب ضعف و خشکي بوته ها مي گردد. بيدها تخم هاي خود 
را با طي فصل و نزديک شدن به زمان برداشت علاوه بر برگ ها روي غده هاي خارج از خاک به ويژه 
غده هاي سبز رنگ نيز قرار مي دهند و از اين طريق سبب انتقال آلودگي از مزرعه به انبار مي شوند 
)کريمی، 1398(. بنابراين، از نظر اقتصادي اين آفت کميت و کيفيت سيب زميني را در مرحله قبل و 
پس از برداشت کاهش مي دهد. علاوه بر خسارت مذکور، حمله اين آفت سبب شيوع بيماري  هايي 
از قبيل بيماري قارچي)Fusarium spp.( و باکتريايي )Erwinia spp.( به علت ايجاد دالان هايي در 
غده ها مي شوند )کريمی، 1398(. حدود 20 تا 30 درصد کل غده ها به طور متوسط در مزرعه آلوده 
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 .)Adhikari et al., 2022( مي شوند که منبع اوليه آلودگي در انبار و در سال آينده در مزرعه خواهد بود
مرکز بين الملي سيب زميني تخمين زده است، سالانه در دنيا در حدود 3/324/000 هکتار از اراضي 
از  برداشت سالانه  پتانسيل  بين مي روند، در حالی که  از  اين آفت  اثر خسارت  سيب زميني کاري در 
اين اراضي در حدود 50/833/200 تن سيب زميني است )www.cipotato.org(. از طرفي، با انتقال 
آلودگي از طريق غده هاي آلوده از مزرعه به انبار، سطح خسارت اين آفت در انبار به 25 تا 100 درصد 

 .)Adhikari et al., 2022( نيز مي رسد

در ايران اولين بار در سال 1364 اين آفت در مزارع سيب زميني  در کرج گزارش شد و امروزه اکثر 
مناطق مرکزي تحت کشت سيب  زميني  را فراگرفته و خسارت سنگيني، بيش از 16 درصد را در مزرعه 
و انبار به محصول سيب  زميني کشور وارد مي کند )حبيبي و همکاران، 1383؛ سيدان و همکاران، 1401(. 

 1-2- روش های مرسوم کنترل و مبارزه با آفت بید سیب زمینی

به  سيب زميني  انبارهاي  و  مزارع  سيب زمينی،  بيد  آفت  از خسارت  جلوگيری  براي  در حال حاضر 
دفعات مورد سمپاشی قرار مي گيرند؛ به طوري که پس از پنبه، سيب زميني بيشترين ميزان مصرف سم 
به دليل مخفي بودن آن در درون  اين آفت  با  ثابت شده است که مبارزه شيميايي  را دارد. به تجربه 
برگ ها، ساقه ها و غده ها و بروز مقاومت سريع به حشره کش ها به تنهايي کافي نيست و بايد با استفاده 
آثار سوء  اين آفت مقابله کرد. از طرف ديگر،  با  از روش هاي مختلف زراعي، مکانيکي و زيستي 
زيست محيطی استفاده از سموم شيميايی و تأثير آن بر سلامتی انسان و ساير موجودات غير هدف، 
استفاده از روش های جايگزين برای مقابله با آفات را ضروری ساخته است. براي دست يابي به چنين 
)IPM( ضرورت  آفات1  تلفيقي  مديريت  برنامه هاي  طريق  از  آفات  به  مقاوم  گياهان  ايجاد  هدفي، 
آفت کش ها،  آگاهانه  به کارگيري  شامل  کنترلي  روش های  از  ترکيبي  برنامه ها،  اين  عمده  که  دارد 
است.  مقاوم  گياهي  ارقام  از  بهره برداري  از همه  مهم تر  و  مزرعه  گياهي، سالم سازي  تناوب کشت 
اين راهکارهاي کشاورزي شامل کنترل شيميايي، کنترل زيستي، کنترل مزرعه اي، کنترل مکانيکي و 
کنترل ژنتيکي مي باشند )سلطانی، 1395(. کنترل ژنتيکي آفات يا استفاده از گياهان تراريخته بيان کننده 
از برنامه IPM است. از آنجا  که منابع ژنتيکی مقاومت به  ژن هاي هدف و حشره کش بخش مهمي 
آفات در گياهان سيب زمينی وجود ندارد، مهندسی ژنتيک می تواند به عنوان يک گزينه مناسب برای 
ايجاد مقاومت به آفات عمل نمايد. در اين راستا، پروتئين  هاي مختلفي که داراي فعاليت حشره کشي 
هستند، شناسايي و ژن هاي رمزکننده آن ها همسانه سازی شده اند. از جمله اين پروتئين  ها مي توان به 
پروتئين  هاي حشره  کش باکتري  هاي جنس Bacillus )شامل پروتئين  هاي کريستالي حشره  کش2  از گونه 
 ،).thuringiensis B و B. cereus و پروتئين  هاي رويشي حشره  کش3  از گونه  هاي B. thuringiensis

لکتين  ها6،  آميلاز5،  آلفا  بازدارنده  هاي  پروتئينازی4،  بازدارنده  هاي  مانند  گياهي  منشأ  با  پروتئين  هايي 
آنزيم  هايي مانند کيتيناز و پروتئين  هاي غيرفعال کننده ريبوزوم اشاره کرد. تاکنون اين ژن  ها براي ايجاد 

1 Integrated pest management(IPM)
2 Insecticidal Crystal Proteins (ICP) 
3 Vegetative Insecticidal Proteins (VIP) 
4 Proteinase Inhibitors (PIs) 
5 α-amylase inhibitors  
6 Lectins  

شکل 1- الف: مرحله تخم که بين 2 تا 6 روز؛ ب: مرحله لاروي که بين 16 تا 24 روز؛ ج: مرحله شفيرگي 
که بين 6 تا 9 روز؛ د: مرحله پروانه اي يا حشره بالغ که بين 2 تا 4 روز طول مي کشد.
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مقاومت به آفات مختلف به گونه های مختلف گياهي منتقل شده اند که پروتئين  هاي کريستالي يا همان 
α-endotoxinهای توليدشده توسط باکتري B. thuringiensis، مؤثرترين فعاليت حشره کشی را دارد 

و نسبت به موارد ديگر بيشتر مورد استفاده قرار گرفته   است.

1-3- سموم زیستی و مهندسی ژنتیک

مصرف حشره کش های شيميايی اثرات زيانباری بر موجودات زنده مفيد داشته و سبب باقی گذاشتن 
پسماند های شيميايی روی محصولات و آلودگی زيست محيطی می شوند؛ ازاين رو، محققان به دنبال 
راهکارهای جايگزين برای مصرف اين حشره کش ها هستند. از طرف ديگر، با توجه به  اين که عوامل 
ميکروبی روی حشرات به صورت کاملًا تخصصی عمل می کنند با کشف خاصيت حشره کشی باکتری 
Bt در قرن بيستم، اهميت قابل  ملاحظه آن برای حفاظت گياهان در مقابل آفات حشره ای روشن 

از  مهمی  مزايای  دارای  شيميايی  به حشره کش های  نسبت   Bt زيستی  مصرف حشره کش های  شد. 
قبيل فعاليت اختصاصی بالا نسبت به ميزبان های معين، غير سمی بودن آن ها نسبت به حشرات مفيد، 
گياهان، حيوانات و انسان ) Schnepf et al., 1998( و نيز زيست تجزيه پذير بودن سموم Bt و عدم 
پايداري آن ها در محيط زيست )Van Frankenhuyzen, 1993( است. با وجود چنين مزايايی، مصرف 
در  غيرفعال شدن   -2 کشاورزی،  بودن  مکانيزه  لزوم   -1 شامل  دارد،  نيز  معايبی  اين حشره کش ها 
مقابل اشعه خورشيد ) 300 تا 380 نانومتر(، 3- شسته شدن در اثر باران و رقيق شدن در اثر شبنم روی 
برگ ها، 4- نياز به استفاده چند نوبتی در هر فصل زراعی، 5- اثرات کمتر در گياهان رديفی ) نظير 

.Bt سيب زمينی ( و 6- بالا بودن هزينه توليد حشره کش های

تجاری سازی حشره کش های Bt اولين بار در سال 1938 در فرانسه آغاز و در دهه 1950 در آمريکا 
مصرف شد )Van Frankenhuyzen, 1993(. فروش آفت کش  های Bt در سال 1990 با فرمولاسيون و 
 .)Damalas and Koutroubas, 2018( افزايش يافت Bt و توسعه محصولات نوترکيب Bt نژادهای جديد
با اين وجود، در حال حاضر تنها 5 درصد از فروش جهانی حشره کش ها به حشره کش های Bt اختصاص 

 .)Marone, 2014: Olson, 2015( دارد که ارزش تجاری آن معادل 3 ميليارد دلار در سال است

با وجود چنين محدوديت هايی و به دليل مزايای محصولات Bt از نظر ايمنی زيستي از باکتری های 

آن به عنوان سم بيولوژيک استفاده مي شود و به عنوان يک ابزار مؤثر، سالم و اختصاصی برای کنترل 
دامنه گسترده ای از آفات حشره ای استفاده شده است )Salehi Jouzani et al.,2005(.دBtها دارای 
خانواده بزرگی از پروتئين های Cry مي باشند که عليه حشرات خانواده های پروانگان، دوبالان، سخت 
 .)Abbas, 2018( بالپوشان، هم بالان7، پرده بالان8، شپش ها9 و بعضی از بی مهرگان10  فعاليت سمی  دارد

1-4- مهندسی ژنتیک در سیب زمینی

اصلاح سيب زمينی به دليل اينکه ارقام زراعی آن تتراپلوئيد هستند، انتقال صفات مطلوب بين ارقام و بروز 
آن ها در نتاج مشکل و زمان بر است )Grafius and Douches, 2008(. به همين دليل، مهندسی ژنتيک 
يکی از راهکارهای اساسی برای اصلاح ارقام سيب زمينی به حساب می آيد. به طور کلی، تراريختی 
ژنتيکی يک ابزار مهم در افزايش نيازهای جهانی به توليد بالای محصولات کشاورزی و ارزش غذايی 
آن ها است. از آنجايی که سيب زمينی رتبه چهارم محصولات مهم دنيا را از نظر توليد و تقاضا دارد، 
روش هايی برای بهبود توليد اين محصول در کشورهای توسعه يافته و در حال توسعه به کار گرفته 
شده است. سيب زمينی تراريخته از اولين محصولات حاصل از مهندسی ژنتيک بود. در دهه 1980 
دوره تراريختی گياهان آغاز شد و سيب زمينی از اولين گونه های گياهی بود که تراريختی آن با استفاده از 
Agrobacterium rhizogenes گزارش شده است )Ooms., 1983(. همان گونه که قبلًا اشاره شد، يکی 

از روش های رايج برای کنترل آفات، استفاده از آفت کش زيستی )B. thuringeiensis )Bt است. اين 
باکتری در طی فاز سکون رشدی خود پروتئين هايی به نام پروتئين های کريستالی Cry توليد می کند 
)Bravo et al., 2007(. اين پروتئين ها بر روی طيف محدودی از حشرات آفت مانند پروانه ای ها11 
)مانند بيد سيب زمينی(، دوبالان12، سخت بالپوشان13 )مانند سوسک کلرادو( و پرده بالان14 عمل می کنند 

 .)Van Frankenhuyzen, 2009(

انتقال ژن هاي Bt به توتون و گوجه فرنگي در سال 1987 منتشر شده  است  نتايج مربوط به  اولين 
7 Homoptera 
8 Hymenoptera 
9 Mallophaga 
10 Invertebrates  
11 Lepidoptera  

12 Diptera  
13 Coleoptra  
14 Hymenoptra 
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پنبه،  مانند  زراعي  گونه هاي  از  ديگري  تعداد  به  آن  از  بعد   Bt ژن هاي   .)Fischhoff et al., 1987(
برنج و ذرت انتقال يافته است که در آن ها حشرات راسته بال پولکداران مهم ترين هدف بوده اند. در 
گزارش های اوليه، مقدار بيان ژن هاي Bt در مقايسه با ساير ژن هاي انتقال يافته به گياهان پايين بود 
)کمتر از 0/0001 پروتئين محلول برگ(. ژن های طبيعی cry در توالی DNA خود غنی از بازهای 
AT هستند که اين ويژگی در نواحی اگزون DNA گياهان نادر است. ثابت شده است که تغيير کدون 

)بهينه سازی کدونی( و افزايش پايداری mRNA و يا کارايی ترجمه )بدون تغيير آمينواسيدها( باعث 
بهينه سازي   کدون  با   .)Perlak et al., 1991( تراريخته می شود cry در گياهان  بيان ژن های  افزايش 
ژن های cry، گياهان تراريخته اي به دست آمد که نسبت به آفات در حد مطلوبي مقاوم بودند. به عنوان 
مثال، سيب زمينی های تراريخت شده با ژن های تغيير يافته cry3A نسبت به سوسک کلرادو مقاومت 
بالايی از خود نشان دادند )Perlak et al., 1993(. بنابراين، امروزه اغلب ژن هاي مصنوعی Bt براي 

انتقال به گياهان استفاده مي شوند. 

بـا توجـه به اينکـه بيـد سـيب زميني در حـد بالايـي نسـبت بـه پروتئين هـای کريسـتالی سـويه هايي 
از باکتـري B. thuringiensis حسـاس اسـت، دانشـمندان درصـدد انتقـال ژن هـاي کدکننـده ايـن 
پروتئين هـا بـه سـيب زميني بـراي دسـت يافتن بـه گياهـان تراريختـه مقـاوم بر آمدنـد .بيان بسـياری 
از ايـن ژن هـا در گيـاه سـيب زمينی باعـث کنتـرل مؤثـر بيـد سـيب زمينی می شـود. محققـان بـرای 
اولين   بـار بـا انتقـال ژنcryIA(c)c بـه سـيب زميني گياهـان تراريخته اي به دسـت آوردند کـه مقاومت 
خوبـي بـه ايـن آفت از خود نشـان ندادنـد )Ebora et al., 1994(، بعد از آن ژنcry IA(b)b را به سـه 
رقـم سـيب زميني منتقـل کردنـد )Jansens et al., 1995(. نتايج زيست سـنجي لاروهـاي بيد بر روي 
گياهـان تراريختـه حاصـل نشـان داد کـه 100 درصد لاروهـاي بيد به دنبـال تغذيه از ايـن گياهان از 
بيـن رفتنـد و از 40 لايـن به دسـت آمـده در ايـن بررسـي، 32 لايـن با ميـزان کشـندگي 100 درصد 
و 5 لايـن بـا ميـزان کشـندگي 95 درصـد مقاومـت کامـل در برابـر ايـن آفـت از خـود بـه نمايـش 
گذاشـتند. زيست سـنجي غده هـاي گياهـان تراريختـه نشـان داد کـه بعد از 4 تـا 7 ماه ذخيـره در انبار، 
غده هـا هيچ گونـه خسـارتي از ايـن آفـت نديدنـد و همه لاروهاي گذاشـته شـده روي ايـن غده ها در 
اوايـل دوره لاروي  از بيـن رفتنـد. ژن cryV طبيعـي )Westedt et al., 1998, Douches et al., 1998( و 

ژن تغييـر يافتـهcryI A(b)b را )Gleave et al., 1998( بـراي دسـت يابي بـه گياهـان تراريختـه مقاوم 
بـه بيـد سـيب زميني بـه ايـن گيـاه منتقـل شـد. نتايـج هر سـه بررسـي، بيانگر کنتـرل کامـل اين آفت 
توسـط گياهـان تراريختـه   بـود. علاوه بـر مـوارد فـوق از ژن هـای زيـر هـم در تراريختی سـيب زمينی 

به منظـور ايجاد مقاومت به بيد سـيب زمينی اسـتفاده شـده اسـت.

cry1Ab2 (Chakrabarti et al.,2000), cry1Ab5 (Canedo et al., 1999; Rico et al., 1998), 
cry1Ac9 (Davidson et al., 2002, 2004, Meiyalaghan et al., 2006b), cry1Ia1 (Douches et 

al., 2011; Li et al., 1999), cry1Ba1 & cry1Ca5 (Meiyalaghan et al., 2006a( 

در ايــران نيــز بــا انتقــال ژن )cry1A(b تحــت کنتــرل پيش برهــای PEPC و CamV35S، مقاومــت 
ــت  ــده اس ــاد ش ــگاهی ايج ــرايط آزمايش ــيب زميني در ش ــد س ــه بي ــاه ب ــن گي ــدي اي 100 درص
)Ghasimi Hagh et al., 2009; Salehian et al., 2021(. علاوه بــر ژن هــای گــروه cry1 از ژن 
 Jacobs et al.,( ــه بيــد ســيب زمينی اســتفاده شــده اســت ــرای ايجــاد مقاومــت ب cry9Aa2 هــم ب

Meiyalaghan et al., 2005, 2006b ;2009(. بنابرايــن، اســتفاده از ژن cryIAb مي توانــد در کنتــرل  

 .)Raspor and Cingel., 2021( ــد ــر باش ــيب زميني مؤث ــد س ــت بي آف

 در گزارشي که توسط مرکز بين المللي سيب  زميني منتشر شده است با انتقال ژنcryIA (b)b به يک 
رقم سيب زميني، گياهان تراريخته اي به دست آورده اند که با قدرت کشندگي 100 درصد در برابر لارو 
بيد سيب زميني به طور کامل مقاومت نشان دادند )Canedo et al., 1999, Kumar et al., 1995(. اين 
مرکز در صدد معرفي اين رقم به کشورهاي در حال توسعه است که بيد سيب زميني در  آن ها مشکل ساز 
مي باشد. در جدول 1 برخی از ژن هاي انتقال يافته به سيب زميني همراه با درصد کنترل کنندگي  شان بر بيد  

سيب زميني خلاصه شده اند.

ژن هــای کيمــریBt cry 15 هــم بــا هــدف کنتــرل طيــف وســيعی از آفــات مــورد اســتفاده قــرار 
گرفته انــد. يــک ژن Bt حــاوی نواحــی I و II ژن cry1Ba و ناحيــه II ژن cry1Ia بــه ســيب زمينی 
ــرم  ــد ســيب زمينی و ک ــرادو، بي ــه سوســک کل ــان ب ــت هم زم ــل شــد و باعــث ايجــاد مقاوم منتق

 .)Naimov et al., 2003, Martinez Prada et al., 2021( ــت ــده اس ــی ش ــاقه خوار اروپاي س
15 Chimeric genes  
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با تغيير کدون ژن های Bt بسياري از گياهان مانند ذرت، پنبه، سيب زميني، گوجه فرنگي، توتون، برنج، 
سويا، گردو، کاج، صنوبر و غيره گياهان تراريخته اي به دست آورده اند که ژن Bt را در حد بالايی 
بيان مي کنند )Wang et al., 2014(. گياهان Bt يکی از مهم ترين گياهان تراريخته تجاری در سطح 
دنيا هستند که می توان به ذرت و پنبه تراريخته مقاوم به آفات اشاره کرد که سطح وسيعی از مزارع 
دنيا را به خود اختصاص داده اند. علاوه بر آن ها، سيب زمينی تراريخته به همراه بادمجان، خربزه درختی، 
سيب، کدو و چغندر قند نيز حدود 1/8 ميليون هکتار از 180 ميليون هکتار سطح زير کشت محصولات 

تراريخته دنيا را به خود اختصاص داده اند )شکل 2(.

 در حدود 50 رخداد سيب زمينی تراريخته برای کشت )در آمريکا و کانادا( و مصرف و فراوری )آمريکا، 
کانادا، نيوزيلند، ژاپن، اتحاديه اروپا و ...( مورد پذيرش قرار گرفته اند )http://isaaa.org( که اغلب 
اين رخدادها با هدف مقاومت به آفات و بيماری های ويروسی و بهبود کيفيت نشاسته مهندسی شده اند.

جدول 1- ژن هاي Bt انتقال يافته به سيب   زميني براي ايجاد گياهان مقاوم به بيد

ژن انتقاليدرصد پادزيستيمنبع

12cry I A (c)ابورا و همکاران 1994

100cry I A (b)جانسون و همکاران 1995

96cry Vوستيد و همکاران 1998

100cry I A (b)کنيدو و همکاران 1999

100cry 9 A 2گليو و همکاران 1998

100cry1Abقسيمي و همکاران 2009

100cry1Abصالحيان و همکاران، 2021

 

مخاطرات احتمالیمزايا

اثرات احتمالی بر سلامت انسانافزايش توليد و عملکرد محصول

تأثير بر موجودات غيرهدفرفع محدوديت در انتقال صفات و شکست سد بين  گونه ای

ايجاد محصولات مقاوم به آفات، بيماری ها، خشکی، شوری، سرما 
و ...

 فرار ژن و گسترش علف های
هرز

تأثير بر موجودات خاکزیايجاد محصولات متحمل به علف کش

تأثير بر تنوع زيستیبهبود کيفيت محصولات با توليد مواد مغذی و حذف مواد مضر

کاهش مصرف سموم شيميايی و کاهش اثرات زيست محيطی ناشی 
از آن ها

اثرات اقتصادی و اجتماعی

کاهش هزينه توليد

جدول 2- مزايا و مخاطرات احتمالی محصولات تراريخته

شکل 2- سطح زير کشت محصولات تراريخته در دنيا
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1-5- مزایا و مخاطرات احتمالی 

مهندسی ژنتيک نيز همانند هر فناوری جديد دارای مزايا و مخاطراتی است که بايد در زمان توليد 
محصولات تراريخته مورد توجه قرار گيرند. بديهی است اگر مزايای فناوری جديد نسبت به فناوری های 
موجود بيشتر باشد استفاده از آن منطقی خواهد بود. ارزيابی مخاطرات احتمالی محصولات تراريخته 
فرايندی است که با انجام آن مشخص خواهد شد که آيا محصول مورد مورد نظر می تواند مجوز کشت 
و مصرف پيدا کند يا خير؟ اين ارزيابی فرايندی پيچيده و زمان بر است که در جدول 2 به مباحث مهم 

آن اشاره شده است.

2- مراحل انجام کار

در اين دستورالعمل، توليد گياهان سيب زمينی تراريخته مقاوم به آفت بيد سيب زمينی ارائه شده است.

2-1- مواد و وسایل مورد نیاز

- دستگاه ژل داک )برای تهيه عکس ژل(- کاغذ صافی استريل
- هورمون های TDZ ،NAA ،GA3- تيپ، تيوپ و فالکون

- CTAB- پتری ديش و ظروف کشت شيشه ای

آنزيم ها، - انواع پنس و تيغ استريل شامل   PCR برای  لازم  مواد   -
پرايمرها و ...

- آگارز- خاک )مخلوط برابر رس، پيت و پرليت(
- گياهچه های استريل سيب زمينی رقم مارفونا يا 

- کيت PCR DIG Probe Synthesis Kitاگريا

Agrobacterim tumefaciens AGLO1 بافرهای لازم برای سادرن بلاتينگ- سويه -
- Bt-Cry1Ab/Ac ImmunoStrip Test- لارو بيد سيب زمينی

- سازه ژنی حاوی ژن c(cry1Ab) cryشيکر انکوباتور

- آنزيم های برشی HindIII و EcoR1- اتاق کشت و رشد استريل

- آنزيم T4-DNA Ligase- اتوکلاو

- محيط کشت جامد pH -LB متر
- محيط کشت مايع LB- سمپلر

-  محيط کشت موراشيگ و اسکوگ )MS(- اسپکتروفتومتر يا نانودراپ

)PCR( آنتی بيوتيک های ريفامپسين، کانامايسين، - دستگاه ترموسايکلر -
مروپنم

دستگاه الکتروفورز

2-2- انتخاب ژن و تهیه سازه ژنتیکی

ژن های cry متعلق به باکتری B. thuringiensis  بسيار اختصاصی عمل می  کنند. به منظور انتخاب ژن مناسب 
برای کنترل آفات پروانه ای مانند بيد سيب زمينی می توان از ژن های cry دسته I ،II و گاهی V استفاده کرد. 

برخی از مهم ترين اين ژن ها عبارتند از:

cryIA(a), cryIA(b), cryIA(c), cryIA(e), cryIB, cryIC, cryIC(b),  cryID, cryIE, cryIF, cryIG, 

cryIIA, cryIIB, cryIIC, cryV

به طورکلی، پس از انتخاب ژن مورد نظر، توالی مربوطه شناسايی و همسانه سازی می شود. توالی ژن 
هدف تحت کنترل پيشبر )پروموتور( مناسب قرار گرفته و در نهايت در يک ناقل پلاسميدی دوگانه 

گنجانده می شود. 

برای توليد سيب زمينی تراريخته مقاوم به بيد سيب زمينی از ژن cryIA(b) استفاده شده است. ژن هدف 
تحت کنترل يک پيشبر اختصاصی حساس به نور، فسفوانول پيروات کربوکسيلاز )PEPC( يا يک پيشبر 
 PEPC قرار می گيرد. تفاوت اين دو پيشبر اين است، هر ژنی که تحت کنترل پيشبر )CaMV35s( دايمی
باشد تنها در حضور نور و در اندام های سبز گياه بيان می شود. در حالی که پيشبر CamV35s سبب 

می شود تا ژن تحت کنترل آن در همه بافت های گياه و در هر شرايطی بيان شود. 

 pBI121  برای همسانه سازی ژن مورد نظر در يک ناقل پلاسميدی مناسب می توان از پلاسميد دوگانه
استفاده کرد )شکل 3(.
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برای کنترل ژن cry1Ab تحت پيشبر CamV35s، کافی است قطعه مربوط به ژن GUS را با استفاده 
از دو آنزيم برشی مناسب مانند BamHI و SacI خارج و ژن cry1Ab را جايگزين نمود. بدين ترتيب 

سازه نهايی ساخته خواهد شد )شکل 4(.

 EcoRI و HindIII بايد با استفاده از دو آنزيم PEPC تحت پيشبر القای نوری cry1Ab برای کنترل ژن
)يا هر آنزيم مناسب ديگر( کاست کامل ژن GUS را از پلاسميد pBI121 خارج و کاست هدف را 

جايگزين آن نمود )شکل 5(.

pBI121 شکل 3- نقشه ناقل دوگانه

 CaMV35s تحت کنترل پيشبر cry1Ab مربوط به سازه نهايی حاوی ژن T-DNA شکل 4- نقشه ناحيه

RB LB

HindIII
EcoRI

CamV35S Cry1Ab T-35SP- 35S Kan-R T- 35S

BamH1

PEPC تحت کنترل پيشبر cry1Ab مربوط به سازه نهايی حاوی ژن T-DNA شکل 5- نقشه

PEPC Cry1Ab T-35SP- 35S Kan-R T- 35S

LBRB

BamH1
HindIII EcoRI

2-3- انتقال سازه های ژنتیکی به سویه اگروباکتریوم

سازه ژنتيکی با استفاده از روش انجماد-ذوب به سويه AGLO1 اگروباکتريوم تومی فاسينس منتقل 
شود. مراحل انتقال پلاسميد به اگروباکتريوم به شرح زير است:

مايع 	   LB محيط کشت  ميلی ليتر  پنج  در   AGLO1 اگروباکتريوم سويه  باکتری  از  کلونی  يک   
حاوی 75 ميلی گرم بر ليتر ريفامپسين در فالکون 50 ميلی ليتر کشت و به مدت يک روز در دمای 

28 درجه سانتی گراد در انکوباتور شيکردار با سرعت 180 دور در دقيقه قرار گيرد.

 وقتی OD600nm کشت به 0/6 رسيد، کشت باکتری به مدت 5 دقيقه با سرعت 3000 دور در 	 

دقيقه سانتريفيوژ شود.

 فاز رويی را زير هود لامينار خالی کرده و يک ميلی ليتر از محلول CaCl2 20 ميلی مولار به رسوب 	 
اضافه شود. محلول حاصل با حجم 100 ميکروليتر در ويال های استريل تقسيم شود.

يک ميکروگرم از پلاسميد مورد نظر به يک ويال باکتری اضافه و چند  بار به آرامی پايپت شده و 	 
سپس در ازت مايع قرار گيرد.

نمونه ها از ازت مايع خارج شده و 5 دقيقه در حمام آب گرم 37 درجه سانتی گراد نگهداری 	 
شود.

يک ميلی ليتر محيط کشت مايع LB به ويال اضافه و به مدت 2 تا 4 ساعت در انکوباتور شيکردار 	 
و در دمای 28 درجه سانتی گراد قرار گيرد. سپس به مدت يک دقيقه با سرعت 3000 دور در دقيقه 

سانتريفيوژ شود.
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شکل 7- گياهچه های استريل تکثيرشده جهت ريزنمونه گيری برای تراريختی

ــز(  ــش قرم ــره )فل ــر و ميانگ ــت تکثي ــفيد( جه ــش س ــره )فل ــات گ ــردن قطع شــکل 6- روش جداک
جهــت تراريختــی از گياهچه هــای اســتريل ســيب زمينی

مايع رويی را در زير هود لامينار دور ريخته و به رسوب حاصل 100 ميکروليتر محيط کشت مايع 	 
)LB Broth( اضافه و به آرامی پايپت شود. 

در محيط LB  جامد حاوی 50 ميلی گرم بر ليتر آنتی بيوتيک کانامايسين و 75 ميلی گرم ريفامپيسين، 	 
کشت شده و در انکوباتور 28 درجه سانتی گراد قرار گيرد تا کلنی های باکتری ظاهر شود. 

کلنی های حاصل بايد با آزمون PCR تأييد شوند. کلنی های اگروباکتريومی تأييد شده آماده انتقال به 	 
گياه سيب زمينی هستند.

2-4- تکثیر درون شیشه ای گیاهان سیب زمینی

برای سهولت انتقال ژن، بهتر است از گياهچه های درون شيشه ای سيب زمينی استفاده شود. به منظور 
تکثير گياهچه های درون شيشه ای )شکل 6(، ريزنمونه های تک يا دو گرهي در محيط تکثير شامل 
محيط کشت پايه )MS (Murashige and Skoog, 1962 حاوی 3 درصد ساکارز، pH 5.7، در شرايط 
دمايی 22 درجه سانتی گراد و دوره نوری 16 ساعت روشنايی )با شدت 4000 لوکس( و 8 ساعت 

2-5- تهیه ریزنمونه جهت تراریختی و کشت آن هاتاريکی تکثير شوند )شکل 7(.

گياهچه های 3 تا 4 هفته ای برای تهيه ريزنمونه جهت تراريختی و باززايی مناسب هستند. ريزنمونه 
ميانگره به طول 4 تا 6 ميلی متر )شکل 6 و 8( پس از جداسازی در محيط القای کالوس )پيش کشت( 
)جدول 3( کشت شده و به مدت دو روز در اتاقک رشد با دمای 22 تا 24 درجه  سانتی گراد و دوره نوری 

16 ساعت تحت نور لامپ های فلورسنت سفيد )با شدت 4000 لوکس( نگهداری شوند )شکل 8(.

2-6- تهیه سوسپانسیون آگروباکتریوم

يک روز قبل از زمان تلقيح ريزنمونه ها، يک کلنی از کشت جامد اگروباکتريوم حاوی پلاسميد مورد 
نظر در 20 ميلی ليتر محيط LB مايع حاوی آنتی بيوتيک های کانامايسين و ريفامپسين )از هر کدام 50 
ميلی گرم در ليتر( در يک فالکون 50 ميلی ليتری به صورت شبانه کشت شود )شکل 9(. کشت ها در 
دمای 28 درجه سانتی گراد در شيکر با 200 دور در دقيقه قرار گيرند تا  OD600 باکتری به 0/6 تا 0/8 

برسد. اين سوسپانسيون باکتری، آماده استفاده برای تراريختی سيب زمينی است.
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شکل 9- کشت اگروباکتريوم در محيط مايع LB و رشد شبانه آن

شکل 8- ريزنمونه های ميان گره سيب زمينی و کشت آن ها در محيط پيش کشت

جدول 3- ترکيبات محيط کشت برای تکثير و باززايی گياه سيب زمينی

هورمون ها و آنتی بيوتيک )ميلی گرم در ليتر( 

مروپنمکانامايسينNAAZRGA3محيط کشت

--0/022/50/05محيط پيش کشت و هم کشتی

0/022/50/0510050محيط گزينش و باززايی

50----محيط رشد و ريشه زايی

50----محيط تکثير

نکته: در تمام محيط ها از نمک ها و ويتامين های MS به همراه 30 گرم در ليتر ساکارز، 7 گرم در ليتر آگار گياهی و 
pH 5.7  به عنوان محيط پايه  استفاده شود.

2-7- تلقیح ریزنمونه ها

ريزنمونه ها از محيط پيش کشت به فالکون حاوی سوسپانسيون اگروباکتريومی منتقل و به مدت 10 دقيقه 
تلقيح شوند )شکل 10(. بعد از انجام تلقيح بر روی کاغذ صافی استريل، خشک و دوباره به مدت دو روز 
)جهت هم-کشتی( به محيط القای کالوس منتقل شده و در نهايت به محيط انتخاب و باززايی انتقال يابند.

2-8- انتقال و واکشت ریزنمونه ها در محیط باززایی تا دست یابی به گیاهان تراریخته احتمالی

ريزنمونه ها پس از دو روز کشت در محيط هم کشتی به محيط انتخابی )جدول 2( حاوی آنتی بيوتيک های 
مروپنم )جهت حذف اگروباکتريوم( و کانامايسين )عامل انتخاب سلول های تراريخته( منتقل شوند. 
به منظور کنترل مناسب اگروباکتريوم و جلوگيری از آلودگی پيشنهاد می شود حداقل هر هفت روز 
يک بار ريزنمونه ها به محيط تازه منتقل شوند. کالوس ها پس از حدود دو هفته در انتهای ريزنمونه ها 
به تدريج  باززا شده  گياهچه های  توليد  و  باززايی  ماه(  دو  )در طی حدود  آن  به دنبال  و  ظاهر شده 

مشاهده خواهد شد )شکل 11(. 
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شکل 11- مراحل تراريختی گياه سيب زمينی از تلقيح تا باززايی. الف- ريزنمونه های تلقيح شده در محيط هم کشتی، 
ب- ريزنمونه های تلقيح شده در محيط انتخابی حاوی کانامايسين، ج- ريزنمونه های تلقيح  نشده در محيط انتخابی 

)کنترل(، د- شروع باززايی، ه- ادامه باززايی و رشد گياهچه های تراريخته احتمالی در محيط انتخابی 

 بالف

دج

هو

الف ب

شکل 10- مراحل تلقيح ريز نمونه های ميانگره با اگروباکتريوم. )الف( تلقيح ريزنمونه ها با سوسپانسيون 
باکتری و )ب( خشک کردن سطحی آن ها بر روی کاغذ صافی استريل

2-9- ریشه زایی و انتقال به گلدان

گياهچه های باززا شده پس از اينکه حدود دو سانتی متر رشد کردند از قاعده قطع و به ظروف شيشه 
مربايی )يا ارلن( حاوی محيط کشت ريشه زايی )جدول 2( منتقل شوند. به تدريج ريشه ها در قاعده 
گياهچه ها ظاهر خواهد شد )شکل 11(. گياهچه های ريشه دار را می توان به خاک )ترکيبی با نسبت 
با  را  با شرايط گلخانه، روی گياهچه ها  برای سازگاری  منتقل کرد. سپس،  پرليت(  پيت و  از  برابر 
کيسه های پلاستيکی شفاف و يا ليوان های پلاستيکی پوشانده )شکل 12( و پس از 5 روز به تدريج با 
ايجاد سوراخ در پوشش ها، گياهچه ها را با شرايط محيطی سازگار کرده و بعد از 10 روز پوشش ها 
 N:P:K به طور کامل برداشته شوند. رشد گياهان با آبياری مناسب و حداقل يک بار کودهی با محلول

به تدريج به حد مناسبی خواهد رسيد. 
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2-10- آزمون های مولکولی گیاهان تراریخته احتمالی

به منظور غربال گياهان تراريخته احتمالی، شناسايی و تأييد آن ها انجام آزمون های مولکولی الزامی است. 

2-10-1- استخراج DNA از برگ های گیاهی

 DNA انجام شود. کيفيت و کميت نمونه های )Doly, 1991(رCTAB با استفاده از روش DNA استخراج
استخراج شده با الکتروفورز در ژل آگارز 0/8 درصد و مقايسه باندها با نوارهای DNAλ و همچنين 
نانودراپ )خوانش در طول موج 280/260( ارزيابی شود و نمونه های DNA مناسب در  استفاده از 

دمای20- درجه  سانتی گراد تا زمان استفاده نگهداری شوند.

PCR با روش nptII و cry1Ab 2-10-2- بررسی وجود ژن های

آزمون PCR به منظور بررسي اوليه و انتخاب لاين هاي تراريخته بر روی DNA استخراج شده با استفاده از 
آغازگر اختصاصي ژن cry1Ab )آغازگر مستقيمَ:GGC-GGC-GAG-AGG-ATC-GAG-AC-3َ-5، منطبق 
 ،5-َTCG-GCG-GGA-CGT-TGT-TGT-TC-3:َبر نوکلئوتيدهای73- ناحيه رمزکننده و آغازگر معکوس
منطبق بر نوکلئوتيدهای 1276- ناحيه رمزکننده( انجام شود. از طرف ديگر به منظور بررسی لاين های 
به دست آمده از نظر وجود ژن nptII، واکنش PCR با حدود 25 نانوگرم از DNA الگو با آغازگرهای 
اختصاصی ژن nptII )آغازگر مستقيمَ:GAA-CAA-GAT-GGA-TTG-CAC-GC-3َ-5 و آغازگر معکوس: 
 cry1Ab 5) بر روی تمامی لاين هايی که وجود ژن های-َGAA-GAA-CTC-GTC-AAG-AAG-GC-3 َ(

به وسيله PCR محرز شده، انجام شود. شرايط PCR در همه نمونه ها شامل يک چرخه با دمای 95 درجه  
سانتی گراد به مدت پنج دقيقه و 35 چرخه با دمای 95 درجه  سانتی گراد به مدت يک دقيقه، دمای 60 درجه 
 سانتی گراد به مدت يک دقيقه و دمای 72 درجه سانتی گراد به مدت يک دقيقه و در نهايت يک چرخه اضافی 
با دمای 72 درجه  سانتی گراد به مدت پنج دقيقه ) طويل شدن نهايی( است که در دستگاه ترموسايکلر انجام 
شود. محصول PCR برای ژن های cry1Ab و ژن nptII با استفاده از دستگاه الکتروفورز بر روی ژل آگارز 
يک درصد حاوی 0/1 ميکروگرم در ليتر اتيديوم برومايد تفکيک شود و در دستگاه Gel Doc عکسبرداری 

و از نظر تکثير يا عدم تکثير و همچنين اندازه قطعات تکثيری مورد ارزيابی قرار گيرد )شکل 13(.

ــه. الــف- گياهچه هــای  ــدان و گلخان ــه گل ــی ب ــه احتمال شــکل 12- مراحــل انتقــال گياهچه هــای تراريخت
درون شيشــه ای ريشــه دار، ب- انتقــال گياهچه هــای ريشــه دار بــه خــاک و پوشــش آن بــا ليــوان شــفاف بــه 

منظــور ســازگاری، ج- د-ه-و- مراحــل مختلــف رشــد گياهچه هــای ســازگار شــده در شــرايط گلخانــه

بالف

دج

و ه
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     L    56   57    58   59   60    61    62    63   64   65   66   67     P-    P   Rec   P+  W

    L   14  15   29  31   34  36  57  59  60   61  62  63  65  66   69  70  71  72   73   C-

2-10-3- آزمون سادرن بلاتینگ 

 PCR با کيت cry1Ab  کاوشگر اختصاصی ژن DIG به طور مختصر، با استفاده از سيستم نشان گذاری
DIG probe synthesis kit )Roche, Mannheim, Germany)y تهيه شود. نشان دار کردن کاوشگر 

با DIG، طبق دستورالعمل کيت و با روش PCR و استفاده از پرايمر اختصاصی اين ژن انجام شود. 
برای تعيين کيفيت و کميت کاوشگر نشان دار شده، سه ميکروليتر از محصول PCR با الکتروفورز ژل 

آگارز يک درصد بررسی شود.

حـدود 30 ميکروگـرم DNA ژنومـی  از بـرگ گياهانـی کـه در آزمـون PCR حضور تـراژن در آن ها 
تأييـد شـده، گيـاه غيرتراريخـت به عنـوان شـاهد منفـی و پلاسـميد نوترکيب حـاوی ژن مـورد نظر 
)cry1Ab( به عنـوان شـاهد مثبـت به وسـيله آنزيـم  HindIII هضم شـوند. حدود 2/5 واحـد آنزيم به 
ازای هـر ميکروگـرم DNA اسـتفاده شـده و واکنش هـای هضمـی ) با حجـم نهايـی 200 ميکروليتر( 
در بن مـاری بـا دمـای 37 درجـه  سـانتی گراد به طـور شـبانه نگهـداری شـود. در مرحلـه بعـد ابتـدا 
کيفيـت DNA هضم شـده بـا الکتروفـورز ژل آگارز 0/8 درصـد ارزيابـی شـود. پـس از تأييـد هضم 
کامـل DNA ،DNA ژنومـی  هضم شـده و هضم نشـده روی ژل آگارز 0/8 درصـد بارگـذاری شـده 
و در الکتروفـورز بـا جريـان50 ميلی آمپـر به مـدت 5 سـاعت تفکيـک شـوند. ژل آمـاده شـده بـا 
محلـول HCl 250 ميلی مـولار به مـدت 15 دقيقـه تيمـار شـود. پـس از شستشـوی ژل بـا آب مقطـر 
اسـتريل، ژل در محلـول NaOH 0/4 نرمـال دو مرتبـه و هـر مرتبـه به مـدت 15 دقيقـه تيمار شـده و 
دوبـاره بـا آب مقطر اسـتريل شسـته شـود. بـا روش انتقـال موئين در هـرم سـادرن، DNA از ژل به 
غشـای نايلونـی دارای بـار مثبـت انتقال داده شـود. پس از گذشـت 8 تا 10 سـاعت، غشـای نايلونی 
حـاوی DNA برداشـته شـد و بـا محلـول 2X SSC شستشـوی سـطحی شـده و در آون 120 درجه 
 سـانتی گراد به مـدت 30 دقيقـه نگهـداری شـود. پيـش دورگ سـازی، دورگ سـازی غشـا و مراحـل 
بعدی تا عکسـبرداری، همانند روش ذکر شـده در دسـتورالعمل آزمون سـادرن بلاتينگ انجام شـود 
)Sambrook and Russell, 2001(. آزمـون سـادرن تعداد نسـخه های تراژن در هـر لاين تراريخته را 

مشـخص خواهـد کـرد و بديـن ترتيب رخـداد تراريختـه تأييد خواهد شـد )شـکل 14(.

ــه  ــف( و nptII )ب(. قطع ــای cry1Ab )ال ــا ژن ه ــی ب ــه احتمال ــان تراريخت ــون PCR گياه ــکل 13- آزم ش
 nptII 750 جفــت بــاز مربــوط بــه ،cry1Ab تکثيــر شــده  1190 جفــت بــاز مــورد انتظــار مربــوط بــه ژن
 DNA 1Kb plus ladder نشــانگر :L .را نشــان می دهــد pot-cp ــاز مربــوط بــه ژن داخلــی و 110 جفــت ب
 :Rec ــی(؛ ــرل منف ــت(؛ W: آب )کنت ــرل مثب ــميد )کنت ــی(؛ P: پلاس ــرل منف ــه )کنت ــاه غيرتراريخت ؛ -P: گي
ــای  ــماره لاين ه ــان دهنده ش ــداد نش ــاير اع ــميد(. س ــرل و پلاس ــاه کنت ــاوی DNA گي ــتراکت )ح ريکانس

ــتند. ــی هس ــط انتخاب ــده در محي ــی به دســت آم ــه احتمال تراريخت

ب

750 bp: nptII

120 bp: cp

1190 bp: cry1A

120 bp: cp
الف
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     9    14     31    34   57   65     C

Control

Cry1Ab

الف

cry� 15- بررســی بيــان پروتئيــن نوترکيــب بــا روش ايمونواســتريپ در گياهــان تراريختــه حــاوی ژن  شــکل
1Ab.گc: گیــاه غيرتراريختــه کنتــرل. شــماره ها بيانگــر لاين هــای تراريختــه اســت. بانــد Cry1Ab نشــان دهنده 

بيــان پروتئيــن Cry1Ab در لايــن تراريختــه  اســت. بانــد کنتــرل، نشــان دهنده درســتی آناليــز اســت.

8576 bp

3639 bp

  M      P      1       2       3       4       5       6       7       8       9      10    11    12     13    14    NT

ــه ســيب زمينی حــاوی ژن cry1Ab. از  ــای تراريخت ــگ برخــی از لاين ه ــون ســادرن بلاتين شــکل 14- آزم
 :M .بــرای شناســايی تعــداد نســخه های ژنــی اســتفاده شــده اســت cry1Ab کاوشــگرهای اختصاصــی ژن
ــه  ــاه غيرتراريخت ــا DIG ) شــرکت Roche(؛ P، پلاســميد؛ NT، گي ــی VII نشــاندار شــده ب خط کــش ملکول
ــی نمونه هــای  ــه ســيب زمينی اســت. تمام ــه شــماره لاين هــای تراريخت ــوط ب ــرل(؛ مابقــی اعــداد مرب )کنت
DNA بــا آنزيــم HindIII هضــم شــدند. تعــداد باندهــای مربــوط بــه هــر لايــن نشــان  دهنــده تعــداد نســخه 

تــراژن در آن لايــن تراريختــه اســت.

 Cry1Ab 2-11- بررسی بیان پروتئین های

پس از تأييد تعداد نسخه های تراژن موجود در لاين های تراريخته با استفاده از آزمون سادرن بلاتينگ، 
Bt-Cry1Ab/ در لاين های سيب زمينی تراريخته می توان از کيت Cry1Ab برای بررسی بيان پروتئين
Ac ImmunoStripTest )شماره کاتالوگ STX 06200 شرکت Agdia آمريکا( براساس دستورالعمل 

شرکت سازنده و به شرح زيراستفاده کرد. 

حدود 100 ميلی گرم از بافت برگی در هاون چينی و با کمک ازت مايع ساييده شده و نمونه های . 	
پودر شده به ظرف های دو ميلی ليتری منتقل شوند.

دو ميلی ليتر از بافر استخراج SEB4 کيت ) با نسبت بافر SEB4: نمونه،1:20( به تيوب ها اضافه . 	
شده و سپس محتوای لوله ها با دستگاه ورتکس مخلوط شوند.

در داخل محلول هر کدام از لوله ها يک عدد نوار ايمونواستريپ از قسمت پايين تا ارتفاع 0/5 . 	
سانتی متری قرار داده شود. پس از گذشت 1 تا 5 دقيقه باندهای پروتئين شاهد و Cry1Ab ظاهر 
خواهند شد. پس از 10 دقيقه باندهای مربوطه به خوبی آشکار خواهند شد که نشان   دهنده بيان 

موفقيت آميز پروتئين های مربوطه در گياهان تراريخته است )شکل 15(.

2-12- زیست سنجي گیاهان تراریخته با لاروهای بید سیب زمیني 

آناليزهای ملکولی گياهان سيب زمينی تراريخته برای سنجش کارايی ژن cry1Ab و  پس از تکميل 
بر روی  )بيد سيب زمينی(انجام آزمون های زيست سنجی  ميزان مقاومت آن ها در مقابل آفت هدف 

 .(Mohammed et al., 2000( گياهان تراريخته ضروری است
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الف

ب ج

شــکل 16- مراحــل مختلــف پــرورش بيــد ســيب زمينی در شــرايط آزمايشــگاهی. الــف: مرحلــه لاروی؛ 
ــغ و تخم ريــزی ب: مرحلــه شــفيرگی؛ ج: مرحلــه ظهــور حشــرات بال

2-12-1- تکثیر و پرورش لارو بید سیب زمینی

بـرای تکثيـر و پـرورش لاروهـای بيـد سـيب زمينی، ابتـدا لاروهـای تهيـه  شـده بـر روی غده هـای 
سـيب زمينی قـرار گيرنـد )لاروهـا را می تـوان از مراکـز تحقيقاتـی گياه پزشـکی، حشره شناسـی و در 
صورتی کـه فصل مناسـب باشـد می تـوان از غده هـای آلوده موجـود در انبارهـا و حتی مـزارع آلوده 
تهيـه کـرد(. غده هـا در ظـروف تهويـه دار و بـر روی ماسـه بـادی موجـود در کـف آن قـرار گيـرد 
)شـکل 16(. ظـروف حـاوی لاروها در دمـای 24 درجه سـانتی گراد و دوره روشـنايی/تاريکی 8/16 
سـاعت قـرار داده شـوند )شـکل 16(. لاروها پـس از تغذيه از غده ها و سـپری نمـودن دوره لاروی، 

شـفيره های خـود را در ماسـه تشـکيل می دهنـد )شـکل 16(. 

شفيره ها با استفاده از الک مناسب جدا شده ودر ظرف مناسب برای جمع آوری تخم قرار داده  شوند. 
پس از ظهور حشرات بالغ، تغذيه آن ها با عسلی که در لبه تور بالای ظرف قرار می گيرد، انجام  شود. 
پس از جفت گيری حشرات، صفحات تخم ريزی هر 24 ساعت برداشته  شوند. صفحات تخم ريزی 
در درون پتری ديش قرار  گرفته و با پارافيلم درزگيری  شوند و تا زمان تفريخ تخم ها در همان شرايط 
پرورش حشره نگهداری  شوند )برای نگهداری طولانی تر می توان ظرف حاوی تخم ها را در دمای 
4 درجه سانتی گراد نگهداری کرد(. پس از گذشت 3 روز، هم زمان با تفريخ تخم ها، نمونه ها برای 

زيست سنجی آماده خواهند بود.

در صورتی که پروانه بيد سيب زمينی در دسترس باشد، می توان پس از جفت گيری، به منظور تهيه تخم 
آن ها را بر روی صفحات تخم ريزی نگه داری و تخم های حاصل را جمع آوری نمود و پس از تبديل 

به لارو برای زيست سنجی استفاده کرد.

2-12-2- روش زیست سنجی

زيست سـنجی را می تـوان هـم بـر روی گياهـان درون شيشـه ای و هـم بـر روی گياهـان گلخانـه ای 
انجـام داد. نمونه هـای برگـی از دوميـن يا سـومين بـرگ انتهايی دارای رشـد کامـل، از گياهان جوان 
شـش تـا هشـت هفتـه ای بـرای زيست سـنجی تهيـه شـوند. دمبـرگ برگ هـا در داخـل تيوپ هـاي 
)0/5 ميل ليتـری( حـاوی پنبـه خيسـانده شـده بـا آب قـرار داده شـود و مجموعـه فـوق در داخـل 
ظـروف پتری ديـش قـرار گيرد )شـکل 17(. سـپس، تعـداد مشـخصی لارو )8 تا 10 عدد( سـن اول 
بيـد سـيب زمينی )حداکثـر 12 سـاعته( روی برگ هـا قـرار گرفتـه و ظـروف پتری ديـش بـا پارافيلم 
درزگيـری شـوند. نمونه هـا در اتاقـک رشـد بـا شـرايط دمايـی 2±25 درجـه  سـانتی گراد، رطوبت 
نسـبی 70 درصـد و 16 سـاعت نـور قرار گيرنـد. بعد از سـه روز، لاروها در زيـر بينوکولر از برگ ها 
خـارج شـده و لاروهـای زنـده بـه روي برگـي تـازه از همـان لايـن و ازهمـان موقعيت بـرای ادامه 
زيست سـنجی منتقـل شـوند )شـکل 17(. مرگ وميـر لاروهـا و درصـد خسـارت برگـی در  روزهای 
سـوم و هشـتم بعـد از آلودگـی ثبت شـود و تمـام لاروهای زنده در هـر تکرار در روز ششـم توزين 

شوند.



2930

پژوهشگاه بیوتکنولوژی کشاورزی تولید سیب زمینی تراریخته مقاوم به بید سیب زمینی

ــری  ــف: تصوي ــد ســيب زمينی. ال ــل بي ــه ســيب زمينی در مقاب شــکل 17- زيست ســنجی لاين هــای تراريخت
از لارو و شــفيره ســن اول بيــد ســيب زمينی. ب: بــرگ گياهــان شــاهد )راســت( و تراريختــه )چــپ( گيــاه 
ســيب زمينی در ابتــدای زيست ســنجی ج: نمايــی از لاروهــای بيــد ســيب زمينی بــر روی بــرگ در ابتــدای 
آزمايــش د: نمايــی از لاروهــا ســه روز پــس از تغذيــه بــر روی لايــن تراريختــه )راســت( و غيرتراريختــه 

)چــپ(. ه: بــرگ گيــاه غيرتراريختــه )راســت( و تراريختــه )چــپ( در روز هشــتم زيست ســنجی.

رهشفي

لارو

الف ب

ج د

ه

علاوه بر آن می توان از گياهان گلخانه ای هم برای زيست سنجی استفاده کرد. برای اين  کار گياهانی که 
در شرايط گلخانه رشد کافی دارند در زير توری های مناسب قرار گرفته و تعداد مشخصی لارو بر روی 
آن ها قرار داده می شود )شکل 18(. پس از مدت مشخصی می توان ميزان خسارت لاروها را بررسی کرد.

به منظور  می توان  می کند،  وارد  خسارت  هم  غده ها  به  که  است  آفتی  سيب زمينی  بيد  آنجا که  از 
زيست سنجی از غده های درون شيشه ای يا گلخانه ای نيز برای زيست سنجی استفاده کرد. بدين منظور 
تعداد مشخصی لارو بر روی غده ها قرار گرفته و پس از چند روز ميزان خسارت و مرگ ومير لاروها 

بررسی می شود )شکل 19(.

بالف

شکل 19- زيست سنجی غده های سيب زمينی تراريخته نسبت به بيد سيب زمينی بعد از چهار هفته. 
الف: غده کامل ب: غده برش خورده . غده غيرتراريخته )راست( غده تراريخته )چپ(
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ــه. ســمت  ــد ســيب زمينی در شــرايط گلخان ــه بي ــاوم ب ــه مق شــکل 18- زيست ســنجی لاين هــای تراريخت
راســت: لايــن تراريختــه مقــاوم بــه بيــد ســيب زمينی؛ ســمت چــپ: لايــن غيرتراريختــه )15 روز پــس از 

شــروع تغذيــه بــا لاروهــا(.

3-  جمع بندی

تـلاش  بـراي اصـلاح ارقام سـيب زميني مقاوم بـه بيد سـيب زميني بـا روش هاي سـنتي موفقيت های 
کمـی داشـته اسـت )Naeem et al., 2021(. پروتئين هـای کريسـتالي Cry )پروتئيـن Bt( کـه توسـط 
باکتـري subsp. kustaki B.thuringiensis رمـز مي شـوند، در حـد بسـيار بالايـي اثـر کشـندگي بـر 
روي لاروهـاي بيـد سـيب زميني دارند. تراريختی سـيب زمينی با ژن هـای cry1Ab يکی از روش های 
مهـم در مديريـت تلفيقـی آفـات برای کنترل آفت بيد سـيب زمينی محسـوب می شـود. بديهی اسـت 
بـرای اطمينـان از تأثيـر گياهـان تراريخته سـيب زمينی در مقاومت بـه آفات، به کارگيـری راهکارهای 
مديريـت مقاومـت بلافاصلـه پس از رهاسـازی رقم تراريخته بسـيار حائز اهميت اسـت. راهکارهای 
مختلفـی بـرای مديريـت مقاومـت پيشـنهاد شـده اسـت کـه می توان بـه اسـتفاده هم زمـان و ترکيبی 
از ژن هـای مقاومـت بـه آفـت کـه بـا روش هـای مختلفی عمـل می کننـد؛ بيـان ژن هـای مقاومت در 
زمـان يـا در بافـت خـاص؛ بيـان ژن در حـد پاييـن همـراه با کنتـرل بيولوژيکـی؛ ترکيـب، چرخش 
يـا کپـه کاری گياهـان تراريختـه بـا بيـان ژنی بالا بـا اسـتفاده از پناهگاه و ... اشـاره کـرد. علاوه بر آن 

اسـتفاده از راهکارهـای تلفيقـی مديريـت آفات هم بسـيار کارآمـد خواهد بود.

بديهـی اسـت بعـد از توليـد گياهـان تراريختـه، ارزيابی هـای ايمنـی زيسـتی آن در قالـب ارزيابـی 
مخاطـرات احتمالـی گياهـان تراريختـه الزامـی اسـت. ايـن ارزيابی هـا هـم در سـطح ايمنـی غذايی 
و هـم در سـطح ايمنـی زيسـت محيطی و در قالـب دسـتورالعمل های اختصاصـی انجـام می شـود 
)رهنمـا، 1399؛ رهنمـا، 1400-الـف و ب(. امـکان رهاسـازی و کشـت آن هـا تنها در صـورت تأييد 
ايـن گياهـان بـا ايـن آزمون هـای اختصاصـی وجـود خواهـد داشـت. فراينـد رهاسـازی و کشـت 
محصـولات تراريختـه در تمامـی کشـورها و از جملـه ايـران تابـع مقرراتـی اسـت که مصـرف اين 

دسـته از محصـولات را بـرای مصرف کننـدگان نهايـی ايمـن خواهـد کـرد. 
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