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بيد سيب‌زميني )Phtorimaea operculella Zeller( از آفات زيان‌بار سيب‌زميني 
)Solanum tuberosum( در مناطق گرمسيری و نيمه‌گرمسيری دنیا و از جمله 
ايران است. تلاش‌ براي اصلاح ارقام سيب‌زميني مقاوم به اين آفت با روش‌هاي 
سنتي چندان موفقيتي نداشته است. مهندسی ژنتیک یکی از روش‌های اصلاحی 
جدید برای تولید گیاهان مقاوم به آفات محسوب می‌شود. امروزه سطح وسیعی 
از مزارع کشاورزی دنیا زیر کشت محصولات حاصل از مهندسی ژنتیک قرار 
بیماری‌ها  و  آفات  به  مقاوم  گیاهان  تولید  هدف  با  تراریخته  فناوری  دارند. 
تولید  افزایش کیفی و کمی محصولات زراعی موفقیت زیادی در عرصه  و 
محصولات کشاورزی داشته است. گیاهان Bt از جمله محصولات تراریخته‌ای 
هستند که با هدف تولید گیاهان مقاوم به آفات در محصولاتی مانند پنبه، ذرت، 
سیب‌زمینی و ... به‌کار گرفته شده‌اند. در ایران هم تحقیقات زیادی در زمینه 
تولید محصولات تراریخته انجام شده است. از جمله این محصولات، تولید 
سیب‌زمینی تراریخته مقاوم به آفت بید سیب‌زمینی است. در این نوشتار تلاش 
می‌شود فرایند تولید این محصول به‌صورت مرحله‌به‌مرحله شرح داده شود. 
بدیهی است با اندکی بازنگری و اصلاح می‌توان دستورالعمل پیوست را برای 

انتقال سایر صفات به گیاه سیب‌زمینی با روش مهندسی ژنتیک استفاده نمود.
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چکیده 

 )Solanum tuberosum( از آفات زيان‌بار سيب‌زميني )Phtorimaea operculella Zeller( بيد سيب‌زميني
در مناطق گرمسيری و نيمه‌گرمسيری دنیا و از جمله ايران است. تلاش‌ براي اصلاح ارقام سيب‌زميني 
مقاوم به اين آفت با روش‌هاي سنتي چندان موفقيتي نداشته است. مهندسی ژنتیک یکی از روش‌های 
اصلاحی جدید برای تولید گیاهان مقاوم به آفات محسوب می‌شود. امروزه سطح وسیعی از مزارع 
کشاورزی دنیا زیر کشت محصولات حاصل از مهندسی ژنتیک قرار دارند. فناوری تراریخته با هدف 
تولید گیاهان مقاوم به آفات و بیماری‌ها و افزایش کیفی و کمی محصولات زراعی موفقیت زیادی در 
عرصه تولید محصولات کشاورزی داشته است. گیاهان Bt از جمله محصولات تراریخته‌ای هستند 
که با هدف تولید گیاهان مقاوم به آفات در محصولاتی مانند پنبه، ذرت، سیب‌زمینی و ... به‌کار گرفته 
شده‌اند. در ایران هم تحقیقات زیادی در زمینه تولید محصولات تراریخته انجام شده است. از جمله 
این محصولات، تولید سیب‌زمینی تراریخته مقاوم به آفت بید سیب‌زمینی است. در این نوشتار تلاش 
با اندکی  می‌شود فرایند تولید این محصول به‌صورت مرحله‌به‌مرحله شرح داده شود. بدیهی است 
با  به گیاه سیب‌زمینی  انتقال سایر صفات  برای  را  پیوست  بازنگری و اصلاح می‌توان دستورالعمل 

روش مهندسی ژنتیک استفاده نمود. 
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تولید سیب‌زمینی تراریخته مقاوم به بید سیب‌زمینی

1- مقدمه

1-1- بيد سيب‌زميني

از مهم‌ترین و  Gelecidea است که يکي  از خانواده   )Phthorimaea operculella( بيد سيب‌زميني
زيان‌بارترين آفات سيب‌زميني به‌ويژه در مناطق گرمسير و نيمه گرمسير دنيا است. اين آفت با آلودگي 
و تغذيه از بوته‌ها و غده‌هاي سيب‌زميني در مزارع و انبارها، کمیت و کیفیت محصول را به شدت 
کاهش مي‌دهد. سرزمين اوليه اين آفت امريکاي جنوبي است که با توسعه کشت سيب‌زميني، جمعیت 
آن افزايش يافته و با انتقال و جابجايي غده‌هاي سيب‌زميني به ديگر کشورها و قاره‌ها انتقال يافته 
است و در‌‌حال حاضر در اکثر کشورهاي جهان ديده مي‌شود. بيد سيب‌زميني در گذشته براي ايران 
يک آفت قرنطينه‌اي به‌شمار مي‌رفت 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 سيب‌زميني در ايران گشوده 
شد. وجود این آفت به‌طور هم‌زمان در کرج و استان‌هاي جنوبي کشور مانند فارس، بوشهر، هرمزگان 
و خوزستان گزارش شده است. درحال حاضر در اکثر مناطق توليد سيب‌زميني در ايران وجود دارد و 

باعث خسارات فراواني مي‌شود )حبيبی و همکاران، 1383؛ سیدان و همکاران، 1401(. 

اين آفت، پروانه کوچکي است كه طول آن 10 ميلي‌متر و عرض آن با بال‌هاي باز به 15 ميلي‌متر 
مي‌رسد. اين حشره تخم‌هاي خود را به‌صورت انفرادي يا دسته‌جمعي در زير و گاهي روي برگ‌ها و 

در غده‌هاي سيب‌زميني در محل گودي‌هاي روي غده مي‌گذارد )کریمی، 1398(. 

عامل اصلي خسارت اين آفت، لاروهای آن است که در سن کامل به 10 تا 12 میلی‌متر مي‌رسد. رنگ 
این لاروها در صورتي‌که از برگ و يا ديگر اندام‌هاي هوايي بوته سيب‌زميني تغذيه کرده باشند سبز و 
در صورتي‌که از غده تغذيه کرده باشند کرم رنگ با هاله‌اي صورتي است. شفيره‌هاي اين آفت به‌طور 
معمول در مزرعه روي غده، در سطح خاک و حتي در داخل و روي ساقه و در انبارها بیشتر روي 

گونی‌هاي سيب‌زميني تشکيل مي‌شوند. 

آلودگي مزارع با حمله و تخم‌ريزي حشرات بالغ اين آفت آغاز مي‌شود. با تفريخ تخم‌ها لاروها فعاليت 
خود را با نفوذ به داخل برگ، تغذيه از پارانشيم برگ، رگبرگ‌ها، دمبرگ و ساقه و باقی‌گذاشتن علائم 
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سيب‌زميني  بوته‌هاي  خشکي  و  ضعف  برگ‌ها،  لوله‌اي‌شدن  و  چسبيدگي  به‌هم  سوختگي،  مينوز، 
مي‌کند.  سرايت  نيز  غده‌ها  به  ترک‌ها  و  شکاف‌ها  طريق  از  نفوذ  با  آلودگي  مي‌شوند.  موجب  را 
موجب  را  غده  پوسيدگي  و  يافته  نفوذ  غده‌ها  داخل  به  لارو  ورود  محل  از  نيز  ميکروارگانيسم‌ها 
مي‌شوند. به همين دليل، آلودگي به بيد همراه با پوسيدگي و بوي نامطبوع است. بيد سيب‌زميني يک 
حشره شب‌پرواز است، در طول روز غيرفعال و در لابه‌لاي بوته‌ها به‌‌سر مي‌برد و تخم‌ريزي در شب 

هنگام و به‌طور معمول 48 ساعت پس از جفت‌گيري انجام می‌شود.

زندگي  دوره  مي‌دهد.  نشان  انبار  و  مزرعه  در  را  آفت  اين  مرحله‌اي  زندگي چهار  شکل 1 چرخه 
اين آفت به‌شدت تحت تأثیر دما و ميزان رطوبت قرار دارد و به‌همین‌دلیل تعداد نسل‌هاي اين آفت 
نسل  تعداد  است.  نسل   7 تا  بين4  منطقه  هوايي  و  آب  شرايط  به  بسته  سيب‌زميني  رشد  دوره  در 
انباري به 10 تا 12 نسل در سال نیز مي‌رسد )حبيبي و  اين آفت در صورت مساعد بودن شرايط 
همکاران، 1383؛ نوری قنبلانی و همکاران، 1397؛ Rondon et al., 2007(. خسارت‌زاترين مرحله 
رشد آفت، طولاني‌ترين مرحله زندگي حشره يعني مرحله لاروي آن است که از برگ‌ها و غده‌ها 
تغذيه مي‌کند )شکل 1(؛ به‌طوري‌که هر لارو در شرايط مزرعه‌اي قادر به تغذيه 6/28 سانتي‌مترمربع 
برگ سيب‌زميني است. بيدها در مزرعه در نسل‌هاي اول قبل از تشکيل غده‌ها، تخم‌هاي خود را در 
سطوح زيرين برگ‌ها قرار مي‌دهند )کریمی، 1398(. لاروها با تفريخ تخم‌ها فعاليت خود را با نفوذ 
به داخل برگ و تغذيه از پارانشيم برگ، رگبرگ‌ها و ساقه شروع مي‌کنند. نقاط تغذيه لاروها علائم 
مينوزي به صورت لکه‌هاي شفاف در برگ‌ها ايجاد مي‌کند و با تغذيه بيشتر به‌طور غالب برگ‌ها به هم 
چسبيده و لوله‌اي مي‌شود که در نهایت موجب ضعف و خشکي بوته‌ها مي‌گردد. بيدها تخم‌هاي خود 
را با طي فصل و نزديک‌شدن به زمان برداشت علاوه بر برگ‌ها روي غده‌هاي خارج از خاک به‌ويژه 
غده‌هاي سبز رنگ نيز قرار مي‌دهند و از اين طريق سبب انتقال آلودگي از مزرعه به انبار مي‌شوند 
)کریمی، 1398(. بنابراين، از نظر اقتصادي اين آفت کميت و کيفيت سيب‌زميني را در مرحله قبل و 
پس از برداشت کاهش مي‌دهد. علاوه‌بر خسارت مذكور، حمله اين آفت سبب شيوع بيماري‌‌هايي 
از قبيل بيماري قارچي)Fusarium spp.( و باكتريايي )Erwinia spp.( به علت ايجاد دالان‌هايي در 
غده‌ها مي‌شوند )کریمی، 1398(. حدود 20 تا 30 درصد کل غده‌ها به‌طور متوسط در مزرعه آلوده 
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 .)Adhikari et al., 2022( مي‌شوند که منبع اوليه آلودگي در انبار و در سال آينده در مزرعه خواهد بود
مرکز بين‌الملي سيب‌زميني تخمين زده است، سالانه در دنيا در حدود 3/324/000 هکتار از اراضي 
از  برداشت سالانه  پتانسیل  بين مي‌روند، در حالی‌که  از  اين آفت  اثر خسارت  سيب‌زميني‌کاري در 
اين اراضي در حدود 50/833/200 تن سيب‌زميني است )www.cipotato.org(. از طرفي، با انتقال 
آلودگي از طريق غده‌هاي آلوده از مزرعه به انبار، سطح خسارت اين آفت در انبار به 25 تا 100 درصد 

 .)Adhikari et al., 2022( نیز مي‌رسد

در ايران اولين بار در سال 1364 اين آفت در مزارع سيب‌زميني‌ در کرج گزارش شد و امروزه اكثر 
مناطق مركزي تحت کشت سيب‌‌زميني‌ را فراگرفته و خسارت سنگيني، بیش از 16 درصد را در مزرعه 
و انبار به محصول سيب‌‌زميني كشور وارد ميك‌ند )حبيبي و همکاران، 1383؛ سیدان و همکاران، 1401(. 

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 پروانه‌اي يا حشره بالغ که بين 2 تا 4 روز طول مي‌کشد.
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 1-2- روش‌های مرسوم کنترل و مبارزه با آفت بید سیب‌زمینی

به  سيب‌زميني  انبارهاي  و  مزارع  سیب‌زمینی،  بید  آفت  از خسارت  جلوگیری  براي  در‌حال حاضر 
دفعات مورد سمپاشی قرار مي‌گيرند؛ به‌طوريك‌ه پس از پنبه، سيب‌زميني بيشترین میزان مصرف سم 
به‌دليل مخفي‌بودن آن در درون  اين آفت  با  ثابت شده است که مبارزه شيميايي  را دارد. به تجربه 
برگ‌ها، ساقه‌ها و غده‌ها و بروز مقاومت سريع به حشره‌کش‌ها به تنهايي کافي نيست و بايد با استفاده 
آثار سوء  اين آفت مقابله کرد. از طرف دیگر،  با  از روش‌هاي مختلف زراعي، مکانيکي و زيستي 
زیست‌محیطی استفاده از سموم شیمیایی و تأثیر آن بر سلامتی انسان و سایر موجودات غیر‌هدف، 
استفاده از روش‌های جایگزین برای مقابله با آفات را ضروری ساخته است. براي دست‌يابي به چنين 
)IPM( ضرورت  آفات1  تلفيقي  مديريت  برنامه‌هاي  طريق  از  آفات  به  مقاوم  گياهان  ايجاد  هدفي، 
آفت‌کش‌ها،  آگاهانه  به‌کارگيري  شامل  کنترلي  روش‌های  از  ترکيبي  برنامه‌ها،  اين  عمده  که  دارد 
است.  مقاوم  گياهي  ارقام  از  بهره‌برداري  از همه  مهم‌تر  و  مزرعه  گياهي، سالم‌سازي  تناوب کشت 
اين راهکارهاي کشاورزي شامل کنترل شيميايي، کنترل زيستي، کنترل مزرعه‌اي، کنترل مکانيکي و 
کنترل ژنتيکي مي‌باشند )سلطانی، 1395(. کنترل ژنتيکي آفات يا استفاده از گياهان تراريخته بيان‌کننده 
از برنامه IPM است. از آنجا‌‌که منابع ژنتیکی مقاومت به  ژن‌هاي هدف و حشره‌کش بخش مهمي 
آفات در گیاهان سیب زمینی وجود ندارد، مهندسی ژنتیک می‌تواند به‌عنوان یک گزینه مناسب برای 
ایجاد مقاومت به آفات عمل نماید. در این راستا، پروتئين‌‌هاي مختلفي كه داراي فعاليت حشرهك‌شي 
هستند، شناسايي و ژن‌هاي رمزكننده آن‌ها همسانه‌سازی شده‌اند. از جمله اين پروتئین‌‌ها مي‌توان به 
پروتئین‌‌هاي حشرهك‌‌ش باكتري‌‌هاي جنس Bacillus )شامل پروتئین‌‌هاي كريستالي حشرهك‌‌ش2  از گونه 
 ،).thuringiensis B و B. cereus و پروتئین‌‌هاي رويشي حشرهك‌‌ش3  از گونه‌‌هاي B. thuringiensis

لكتين‌‌ها6،  آميلاز5،  آلفا  بازدارنده‌‌هاي  پروتئينازی4،  بازدارنده‌‌هاي  مانند  گياهي  منشأ  با  پروتئین‌‌هايي 
آنزيم‌‌هايي مانند یكتيناز و پروتئین‌‌هاي غيرفعالك‌ننده ريبوزوم اشاره کرد. تاكنون اين ژن‌‌ها 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 	
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مقاومت به آفات مختلف به گونه‌های مختلف گياهي منتقل شده‌اند که پروتئين‌‌هاي كريستالي يا همان 
α-endotoxinهای توليدشده توسط باكتري B. thuringiensis، مؤثرترين فعاليت حشرهك‌شی را دارد 

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

1-3- سموم زیستی و مهندسی ژنتیک

مصرف حشره‌کش‌های شیمیایی اثرات زیانباری بر موجودات زنده مفید داشته و سبب باقی گذاشتن 
پسماند‌های شیمیایی روی محصولات و آلودگی زیست‌محیطی می‌شوند؛ ازاین‌رو، محققان به‌دنبال 
راهکارهای جایگزین برای مصرف این حشره‌کش‌ها هستند. از طرف دیگر، با توجه به ‌این‌که عوامل 
میکروبی روی حشرات به‌صورت کاملًا تخصصی عمل می‌کنند با کشف خاصیت حشره‌کشی باکتری 
Bt در قرن بیستم، اهمیت قابل ‌ملاحظه آن برای حفاظت گیاهان در مقابل آفات حشره‌ای روشن 

از  مهمی  مزایای  دارای  شیمیایی  به حشره‌کش‌های  نسبت   Bt زیستی  مصرف حشره‌کش‌های  شد. 
قبیل فعالیت اختصاصی بالا نسبت به میزبان‌های معین، غیر سمی‌بودن آن‌ها نسبت به حشرات مفید، 
گیاهان، حیوانات و انسان )‌Schnepf et al., 1998( و نیز زیست تجزیه‌پذیر بودن سموم Bt و عدم 
پایداري آن‌ها در محیط زيست )Van Frankenhuyzen, 1993( است. با وجود چنین مزایایی، مصرف 
در  غیرفعال شدن   -2 کشاورزی،  بودن  مکانیزه  لزوم   -1 شامل  دارد،  نیز  معایبی  این حشره‌کش‌ها 
مقابل اشعه خورشید )‌300 تا 380 نانومتر(، 3- شسته‌شدن در اثر باران و رقیق‌شدن در اثر شبنم روی 
برگ‌ها، 4- نیاز به استفاده چند نوبتی در هر فصل زراعی، 5- اثرات کمتر در گیاهان ردیفی )‌نظیر 

.Bt سیب‌زمینی‌( و 6- بالا بودن هزینه تولید حشره‌کش‌های

تجاری سازی حشره‌کش‌های Bt اولین بار در سال 1938 در فرانسه آغاز و در دهه 1950 در آمریکا 
مصرف شد )Van Frankenhuyzen, 1993(. فروش آفت‌کش‌‌های Bt در سال 1990 با فرمولاسیون و 
 .)Damalas and Koutroubas, 2018( افزایش یافت Bt و توسعه محصولات نوترکیب Bt نژادهای جدید
با این وجود، در حال حاضر تنها 5 درصد از فروش جهانی حشره‌کش‌ها به حشره‌کش‌های Bt اختصاص 

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

با وجود چنین محدودیت‌هایی و به‌دلیل مزایای محصولات Bt از نظر ایمنی زيستي از باکتری‌های 
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آن به‌عنوان سم بیولوژیک استفاده مي‌شود و به‌عنوان یک ابزار مؤثر، سالم و اختصاصی برای کنترل 
دامنه گسترده‌ای از آفات حشره‌ای استفاده شده است )Salehi Jouzani et al.,2005(.دBtها دارای 
خانواده بزرگی از پروتئین‌های Cry مي‌باشند كه علیه حشرات خانواده‌های پروانگان، دوبالان، سخت 
 .)Abbas, 2018( بالپوشان، هم بالان7، پرده بالان8، شپش‌ها9 و بعضی از بی‌مهرگان10  فعالیت سمی‌ دارد

1-4- مهندسی ژنتیک در سیب‌زمینی

اصلاح سیب‌زمینی به‌دلیل اینکه ارقام زراعی آن تتراپلوئید هستند، انتقال صفات مطلوب بین ارقام و بروز 
آن‌ها در نتاج مشکل و زمان‌بر است )Grafius and Douches, 2008(. به‌همین‌دلیل، مهندسی ژنتیک 
یکی از راهکارهای اساسی برای اصلاح ارقام سیب‌زمینی به حساب می‌آید. به‌طور‌کلی، تراریختی 
ژنتیکی یک ابزار مهم در افزایش نیازهای جهانی به تولید بالای محصولات کشاورزی و ارزش غذایی 
آن‌ها است. از آنجایی‌که سیب‌زمینی رتبه چهارم محصولات مهم دنیا را از نظر تولید و تقاضا دارد، 
روش‌هایی برای بهبود تولید این محصول در کشورهای توسعه یافته و در حال توسعه به‌کار گرفته 
شده است. سیب‌زمینی تراریخته از اولین محصولات حاصل از مهندسی ژنتیک بود. در دهه 1980 
دوره تراریختی گیاهان آغاز شد و سیب‌زمینی از اولین گونه‌های گیاهی بود که تراریختی آن با استفاده از 
Agrobacterium rhizogenes گزارش شده است )Ooms., 1983(. همان‌گونه که قبلًا اشاره شد، یکی 

از روش‌های رایج برای کنترل آفات، استفاده از آفت‌کش زیستی )B. thuringeiensis (Bt است. این 
باکتری در طی فاز سکون رشدی خود پروتئین‌هایی به‌نام پروتئین‌های کریستالی Cry تولید می‌کند 
)Bravo et al., 2007(. این پروتئین‌ها بر روی طیف محدودی از حشرات آفت مانند پروانه‌ای‌ها11 
)مانند بید سیب‌زمینی(، دوبالان12، سخت‌بالپوشان13 )مانند سوسک کلرادو( و پرده‌بالان14 عمل می‌کنند 

 .)Van Frankenhuyzen, 2009(

انتقال ژن‌هاي Bt به توتون و گوجه‌فرنگي 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  گونه‌هاي  از  ديگري  تعداد  به  آن  از  بعد   Bt ژن‌هاي   .)Fischhoff et al., 1987(
برنج و ذرت انتقال يافته است كه در آن‌ها حشرات راسته بال‌پولكداران مهم‌ترين هدف بوده‌اند. در 
گزارش‌های اولیه، مقدار بيان ژن‌هاي Bt در مقايسه با ساير ژن‌هاي انتقال‌يافته به گياهان پایین بود 
)كمتر از 0/0001 پروتئين محلول برگ(. ژن‌های طبیعی cry در توالی DNA خود غنی از بازهای 
AT هستند که این ویژگی در نواحی اگزون DNA گیاهان نادر است. ثابت شده است که تغییر کدون 

)بهینه‌سازی کدونی( و افزایش پایداری mRNA و یا کارایی ترجمه )بدون تغییر آمینواسیدها( باعث 
بهينه‌سازي‌‌ كدون  با   .)Perlak et al., 1991( تراریخته می‌شود cry در گیاهان  بیان ژن‌های  افزایش 
ژن‌های cry، گياهان تراريخته‌اي به‌دست آمد كه نسبت به آفات در حد مطلوبي مقاوم بودند. به‌عنوان 
مثال، سیب‌زمینی‌های تراریخت‌شده با ژن‌های تغییر یافته cry3A نسبت به سوسک کلرادو مقاومت 
بالایی از خود نشان دادند )Perlak et al., 1993(. بنابراين، امروزه اغلب ژن‌هاي مصنوعی Bt براي 

انتقال به گياهان استفاده مي‌شوند. 

بـا توجـه به‌اينكـه بيـد سـيب‌زميني در حـد بالايـي نسـبت بـه پروتئین‌هـای کریسـتالی سـویه‌هايي 
از باكتـري B. thuringiensis حسـاس اسـت، دانشـمندان درصـدد انتقـال ژن‌هـاي كدكننـده ایـن 
پروتئین‌هـا بـه سـيب‌زميني بـراي دسـت‌يافتن بـه گياهـان تراريختـه مقـاوم بر‌آمدنـد .بیان بسـیاری 
از ایـن ژن‌هـا در گیـاه سـیب‌زمینی باعـث کنتـرل مؤثـر بیـد سـیب‌زمینی می‌شـود. محققـان بـرای 
اولين‌‌‌بـار بـا انتقـال ژنcryIA(c)c بـه سـيب‌زميني گياهـان تراريخته‌اي به‌دسـت آوردند كـه مقاومت 
خوبـي بـه ايـن آفت از خود نشـان ندادنـد )Ebora et al., 1994(، بعد از آن ژنcry IA(b)b را به سـه 
رقـم سـيب‌زميني منتقـل كردنـد )Jansens et al., 1995(. نتايج زيست‌سـنجي لاروهـاي بيد بر روي 
گياهـان تراريختـه حاصـل نشـان داد كـه 100 درصد لاروهـاي بيد به دنبـال تغذيه از ايـن گياهان از 
بيـن رفتنـد و از 40 لايـن به‌دسـت آمـده در ايـن بررسـي، 32 لايـن با ميـزان كشـندگي 100 درصد 
و 5 لايـن بـا ميـزان كشـندگي 95 درصـد مقاومـت كامـل در برابـر ايـن آفـت از خـود بـه نمايـش 
گذاشـتند. زيست‌سـنجي غده‌هـاي گياهـان تراريختـه نشـان داد كـه بعد از 4 تـا 7 ماه ذخيـره در انبار، 
غده‌هـا هيچ‌گونـه خسـارتي از ايـن آفـت نديدنـد و همه لاروهاي گذاشـته شـده روي ايـن غده‌ها در 
اوايـل دوره لاروي‌ از بيـن رفتنـد. ژن cryV طبيعـي )Westedt et al., 1998, Douches et al., 1998( و 
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ژن تغييـر يافتـهcryI A(b)b را )Gleave et al., 1998( بـراي دسـت‌يابي بـه گياهـان تراريختـه مقاوم 
بـه بيـد سـيب‌زميني بـه ایـن گیـاه منتقـل شـد. نتايـج هر سـه بررسـي، بيانگر كنتـرل كامـل اين آفت 
توسـط گياهـان تراريختـه ‌‌بـود. علاوه‌بـر مـوارد فـوق از ژن‌هـای زیـر هـم در تراریختی سـیب‌زمینی 

به‌منظـور ایجاد مقاومت به بید سـیب‌زمینی 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 ایــران نیــز بــا انتقــال ژن )cry1A(b تحــت كنتــرل پيش‌برهــای PEPC و CamV35S، مقاومــت 
ــت  ــده اس ــاد ش ــگاهی ایج ــرایط آزمایش ــيب‌زميني در ش ــد س ــه بي ــاه ب ــن گي ــدي اي 100 درص
)Ghasimi Hagh et al., 2009; Salehian et al., 2021(. علاوه‌بــر ژن‌هــای گــروه cry1 از ژن 
 Jacobs et al.,( ــه بیــد ســیب‌زمینی اســتفاده شــده اســت ــرای ایجــاد مقاومــت ب cry9Aa2 هــم ب

Meiyalaghan et al., 2005, 2006b ;2009(. بنابرايــن، اســتفاده از ژن cryIAb مي‌توانــد در كنتــرل  

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

 در گزارشي كه توسط مركز بين‌المللي سيب‌‌زميني منتشر شده است با انتقال ژنcryIA (b)b به يك 
رقم سيب‌زميني، گياهان تراريخته‌اي به‌دست آورده‌اند كه با قدرت كشندگي 100 درصد در برابر لارو 
بيد سيب‌زميني به‌طور كامل مقاومت نشان دادند )Canedo et al., 1999, Kumar et al., 1995(. اين 
مركز در صدد معرفي اين رقم به كشورهاي در حال توسعه است که بيد سيب‌زميني در  آن‌ها مشکل‌ساز 
مي‌باشد. در جدول 1 برخی از ژن‌هاي انتقال‌يافته به سيب‌زميني همراه با درصد كنترلك‌نندگي‌‌شان بر بید‌ 

سيب‌زميني خلاصه شده‌اند.

ژن‌هــای کیمــریBt cry 15 هــم بــا هــدف کنتــرل طیــف وســیعی از آفــات مــورد اســتفاده قــرار 
گرفته‌انــد. یــک ژن Bt حــاوی نواحــی I و II ژن cry1Ba و ناحیــه II ژن cry1Ia بــه ســیب‌زمینی 
ــرم  ــد ســیب‌زمینی و ک ــرادو، بی ــه سوســک کل ــان ب ــت هم‌زم ــل شــد و باعــث ایجــاد مقاوم منتق

 .)Naimov et al., 2003, Martinez Prada et al., 2021( ــت ــده اس ــی ش ــاقه‌خوار اروپای س
15 Chimeric genes 	
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با تغییر کدون ژن‌های Bt بسياري از گياهان مانند ذرت، پنبه، سيب‌زميني، گوجه‌فرنگي، توتون، برنج، 
سويا، گردو، كاج، صنوبر و غيره گياهان تراريخته‌اي به‌دست آورده‌اند كه ژن Bt را در حد بالایی 
بيان ميك‌نند )Wang et al., 2014(. گیاهان Bt یکی از مهم‌ترین گیاهان تراریخته تجاری در سطح 
دنیا هستند که می‌توان به ذرت و پنبه تراریخته مقاوم به آفات اشاره کرد که سطح وسیعی از مزارع 
دنیا را به‌خود اختصاص داده‌اند. علاوه‌بر آن‌ها، سیب‌زمینی تراریخته به‌همراه بادمجان، خربزه درختی، 
سیب، کدو و چغندر قند نیز حدود 1/8 میلیون هکتار از 180 میلیون هکتار سطح زیر کشت محصولات 

تراریخته دنیا را به‌خود اختصاص داده‌اند )شکل 2(.

 در حدود 50 رخداد سیب‌زمینی تراریخته برای کشت )در آمریکا و کانادا( و مصرف و فراوری )آمریکا، 
کانادا، نیوزیلند، ژاپن، اتحادیه اروپا و ...( مورد پذیرش قرار گرفته‌اند )http://isaaa.org( که اغلب 
این رخدادها با هدف مقاومت به آفات و بیماری‌های ویروسی و بهبود کیفیت نشاسته مهندسی شده‌اند.

شکل 2- سطح زیر کشت محصولات تراریخته در دنیا
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جدول 1- ژن‌هاي Bt انتقال يافته به سيب‌‌‌زميني براي ايجاد گياهان مقاوم به بيد

ژن انتقاليدرصد پادزيستيمنبع

12cry I A (c)ابورا و همكاران 1994

100cry I A (b)جانسون و همكاران 1995

96cry Vوستيد و همكاران 1998

100cry I A (b)كنيدو و همكاران 1999

100cry 9 A 2گليو و همكاران 1998

100cry1Abقسيمي و همكاران 2009

100cry1Abصالحیان و همکاران، 2021

 

مخاطرات احتمالیمزایا

اثرات احتمالی بر سلامت انسانافزایش تولید و عملکرد محصول

تأثیر بر موجودات غیرهدفرفع محدودیت در انتقال صفات و شکست سد بین‌ گونه‌ای

ایجاد محصولات مقاوم به آفات، بیماری‌ها، خشکی، شوری، سرما 
و ...

 فرار ژن و گسترش علف‌های
هرز

تأثیر بر موجودات خاکزیایجاد محصولات متحمل به علف‌کش

تأثیر بر تنوع زیستیبهبود کیفیت محصولات با تولید مواد مغذی و حذف مواد مضر

کاهش مصرف سموم شیمیایی و کاهش اثرات زیست‌محیطی ناشی 
از آن‌ها

اثرات اقتصادی و اجتماعی

کاهش هزینه تولید

جدول 2- مزایا و مخاطرات احتمالی محصولات تراریخته
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1-5- مزایا و مخاطرات احتمالی 

مهندسی ژنتیک نیز همانند هر فناوری جدید دارای مزایا و مخاطراتی است که باید در زمان تولید 
محصولات تراریخته مورد توجه قرار گیرند. بدیهی است اگر مزایای فناوری جدید نسبت به فناوری‌های 
موجود بیشتر باشد استفاده از آن منطقی خواهد بود. ارزیابی مخاطرات احتمالی محصولات تراریخته 
فرایندی است که با انجام آن مشخص خواهد شد که آیا محصول مورد مورد نظر می‌تواند مجوز کشت 
و مصرف پیدا کند یا خیر؟ این ارزیابی فرایندی پیچیده و زمان‌بر است که در جدول 2 به مباحث مهم 

آن اشاره شده است.

2- مراحل انجام کار

در این دستورالعمل، تولید گیاهان سیب‌زمینی تراریخته مقاوم به آفت بید سیب‌زمینی ارائه شده است.

2-1- مواد و وسایل مورد نیاز

- دستگاه ژل داک )برای تهیه عکس ژل(- کاغذ صافی استریل
- هورمون‌های TDZ ،NAA ،GA3- تیپ، تیوپ و فالکون

- CTAB- پتری‌دیش و ظروف کشت شیشه‌ای

آنزیم‌ها، - انواع پنس و تیغ استریل شامل   PCR برای  لازم  مواد   -
پرایمرها و ...

- آگارز- خاک )مخلوط برابر رس، پیت و پرلیت(
- گیاهچه‌های استریل سیب‌زمینی رقم مارفونا یا 

- کیت PCR DIG Probe Synthesis Kitاگریا

Agrobacterim tumefaciens AGLO1 بافرهای لازم برای سادرن بلاتینگ- سویه -
- Bt-Cry1Ab/Ac ImmunoStrip Test- لارو بید سیب‌زمینی

- سازه ژنی حاوی ژن c(cry1Ab) cryشیکر انکوباتور

- آنزیم‌های برشی HindIII و EcoR1- اتاق کشت و رشد استریل

- آنزیم T4-DNA Ligase- اتوکلاو
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- محیط کشت جامد pH -LB متر
- محیط کشت مایع LB- سمپلر

-  محیط کشت موراشیگ و اسکوگ )MS(- اسپکتروفتومتر یا نانودراپ

)PCR( آنتی‌بیوتیک‌های ریفامپسین، کانامایسین، - دستگاه ترموسایکلر -
مروپنم

دستگاه الکتروفورز

2-2- انتخاب ژن و تهیه سازه ژنتیکی

ژن‌های cry متعلق به باکتری B. thuringiensis  بسیار اختصاصی عمل می‌‌کنند. به‌منظور انتخاب ژن مناسب 
برای کنترل آفات پروانه‌ای مانند بید سیب‌زمینی می‌توان از ژن‌های cry دسته I ،II و گاهی V استفاده کرد. 

برخی از مهم‌ترین این ژن‌ها عبارتند از:

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

cryIIA, cryIIB, cryIIC, cryV

به‌طورکلی، پس از انتخاب ژن مورد نظر، توالی مربوطه شناسایی و همسانه‌سازی می‌شود. توالی ژن 
هدف تحت کنترل پیشبر )پروموتور( مناسب قرار گرفته و در نهایت در یک ناقل پلاسمیدی دوگانه 

گنجانده می‌شود. 

برای تولید سیب‌زمینی تراریخته مقاوم به بید سیب‌زمینی از ژن )cryIA(b استفاده شده است. ژن هدف 
تحت کنترل یک پیشبر اختصاصی حساس به نور، فسفوانول پیروات کربوکسیلاز )PEPC( یا یک پیشبر 
 PEPC قرار می‌گیرد. تفاوت این دو پیشبر این است، هر ژنی که تحت کنترل پیشبر )CaMV35s( دایمی
باشد تنها در حضور نور و در اندام‌های سبز گیاه بیان می‌شود. در حالی‌که پیشبر CamV35s سبب 

می‌شود تا ژن تحت کنترل آن در همه بافت‌های گیاه و در هر شرایطی بیان شود. 

 pBI121  برای همسانه‌سازی ژن مورد نظر در یک ناقل پلاسمیدی مناسب می‌توان از پلاسمید دوگانه
استفاده کرد )شکل 3(.
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برای کنترل ژن cry1Ab تحت پیشبر CamV35s، کافی است قطعه مربوط به ژن GUS را با استفاده 
از دو آنزیم برشی مناسب مانند BamHI و SacI خارج و ژن cry1Ab را جایگزین نمود. بدین ترتیب 

سازه نهایی ساخته خواهد شد )شکل 4(.

 EcoRI و HindIII باید با استفاده از دو آنزیم PEPC تحت پیشبر القای نوری cry1Ab برای کنترل ژن
)یا هر آنزیم مناسب دیگر( کاست کامل ژن GUS را از پلاسمید pBI121 خارج و کاست هدف را 

جایگزین آن نمود )شکل 5(.

pBI121 شکل 3- نقشه ناقل دوگانه

 CaMV35s تحت کنترل پیشبر cry1Ab مربوط به سازه نهایی حاوی ژن T-DNA شکل 4- نقشه ناحیه

RB LB

HindIII
EcoRI

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

BamH1
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PEPC تحت کنترل پیشبر cry1Ab مربوط به سازه نهایی حاوی ژن T-DNA شکل 5- نقشه

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

LBRB

BamH1
HindIII EcoRI

2-3- انتقال سازه‌های ژنتیکی به سویه اگروباکتریوم

سازه ژنتیکی با استفاده از روش انجماد-ذوب به سویه AGLO1 اگروباکتریوم تومی فاسینس منتقل 
شود. مراحل انتقال پلاسمید به اگروباکتریوم به شرح زیر است:

• مایع 	  LB محیط کشت  میلی‌لیتر  پنج  در   AGLO1 اگروباکتریوم سویه  باکتری  از  کلونی  یک   
حاوی 75 میلی‌گرم بر لیتر ریفامپسین در فالکون 50 میلی‌لیتر کشت و به‌مدت یک روز در دمای 

28 درجه سانتی‌گراد در انکوباتور شیکردار با سرعت 180 دور در دقیقه قرار گیرد.

•  وقتی OD600nm کشت به 0/6 رسید، کشت باکتری به‌مدت 5 دقیقه با سرعت 300۰ دور در 	

دقیقه سانتریفیوژ شود.

•  فاز رویی را زیر هود لامینار خالی کرده و یک میلی‌لیتر از محلول CaCl2 20 میلی‌مولار به رسوب 	
اضافه شود. محلول حاصل با حجم 100 میکرولیتر در ویال‌های استریل تقسیم شود.

• یک میکروگرم از پلاسمید مورد نظر به یک ویال باکتری اضافه و چند‌ بار به‌آرامی پایپت شده و 	
سپس در ازت مایع قرار گیرد.

• نمونه‌ها از ازت مایع خارج شده و 5 دقیقه در حمام آب گرم 37 درجه سانتی‌گراد نگهداری 	
شود.

• یک میلی‌لیتر محیط کشت مایع LB به ویال اضافه و به‌مدت 2 تا 4 ساعت در انکوباتور شیکردار 	
و در دمای 28 درجه سانتی‌گراد قرار گیرد. سپس به‌مدت یک دقیقه با سرعت 300۰ دور در دقیقه 

سانتریفیوژ شود.
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ــز(  ــش قرم ــره )فل ــر و میانگ ــت تکثی ــفید( جه ــش س ــره )فل ــات گ ــردن قطع شــکل 6- روش جداک
جهــت تراریختــی از گیاهچه‌هــای اســتریل ســیب‌زمینی

• مایع رویی را در زیر هود لامینار دور ریخته و به رسوب حاصل 100 میکرولیتر محیط کشت مایع 	
)LB Broth( اضافه و به‌آرامی پایپت شود. 

• در محیط LB  جامد حاوی 50 میلی‌گرم بر لیتر آنتی‌بیوتیک کانامایسین و 75 میلی‌گرم ریفامپیسین، 	
کشت شده و در انکوباتور 28 درجه سانتی‌گراد قرار گیرد تا کلنی‌های باکتری ظاهر شود. 

• کلنی‌های حاصل باید با آزمون PCR تأیید شوند. کلنی‌های اگروباکتریومی تأیید شده آماده انتقال به 	
گیاه سیب‌زمینی هستند.

2-4- تکثیر درون شیشه‌ای گیاهان سیب‌زمینی

برای سهولت انتقال ژن، بهتر است از گیاهچه‌های درون‌شیشه‌ای سیب‌زمینی استفاده شود. به‌منظور 
تکثیر گیاهچه‌های درون‌شیشه‌ای )شکل 6(، ریزنمونه‌های تک یا دو گرهي در محیط تکثیر شامل 
محیط کشت پایه )MS (Murashige and Skoog, 1962 حاوی 3 درصد ساکارز، pH 5.7، در شرایط 
دمایی 22 درجه سانتی‌گراد و دوره نوری 16 ساعت روشنایی )با شدت 4000 لوکس( و 8 ساعت 

تاریکی تکثیر شوند )شکل 7(.
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شکل 7- گیاهچه‌های استریل تکثیرشده جهت ریزنمونه‌گیری برای تراریختی

2-5- تهیه ریزنمونه جهت تراریختی و کشت آن‌ها

گیاهچه‌های 3 تا 4 هفته‌ای برای تهیه ریزنمونه جهت تراریختی و باززایی مناسب هستند. ریزنمونه 
میانگره به طول 4 تا 6 میلی‌متر )شکل 6 و 8( پس از جداسازی در محیط القای کالوس )پیش‌کشت( 
)جدول 3( کشت شده و به مدت دو روز در اتاقک رشد با دمای 22 تا 24 درجه ‌سانتی‌گراد و دوره نوری 

16 ساعت تحت نور لامپ‌های فلورسنت سفید )با شدت 4000 لوکس( نگهداری شوند )شکل 8(.

2-6- تهیه سوسپانسیون آگروباکتریوم

یک روز قبل از زمان تلقیح ریزنمونه‌ها، یک کلنی از کشت جامد اگروباکتریوم حاوی پلاسمید مورد 
نظر در 20 میلی‌لیتر محیط LB مایع حاوی آنتی‌بیوتیک‌های کانامایسین و ریفامپسین )از هر کدام 50 
میلی‌گرم در لیتر( در یک فالکون 50 میلی‌لیتری به‌صورت شبانه کشت شود )شکل 9(. کشت‌ها در 
دمای 28 درجه‌سانتی‌گراد در شیکر با 200 دور در دقیقه قرار گیرند تا  OD600 باکتری به 0/6 تا 0/8 

برسد. این سوسپانسیون باکتری، آماده استفاده برای تراریختی سیب‌زمینی است.
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شکل 8- ریزنمونه‌های میان‌گره سیب‌زمینی و کشت آن‌ها در محیط پیش‌کشت

جدول 3- ترکیبات محیط کشت برای تکثیر و باززایی گیاه سیب‌زمینی

هورمون‌ها و آنتی‌بیوتیک )میلی‌گرم در لیتر( 

مروپنمکانامایسینNAAZRGA3محیط کشت

--0/022/50/05محیط پیش‌کشت و هم‌کشتی

0/022/50/0510050محیط گزینش و باززایی

50----محیط رشد و ریشه‌زایی

50----محیط تکثیر

نکته: در تمام محیط‌ها از نمک‌ها و ویتامین‌های MS به همراه 30 گرم در لیتر ساکارز، 7 گرم در لیتر آگار گیاهی و 
pH 5.7  به‌عنوان محیط پایه ‌استفاده شود.
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شکل 9- کشت اگروباکتریوم در محیط مایع LB و رشد شبانه آن

2-7- تلقیح ریزنمونه‌ها

ریزنمونه‌ها از محیط پیش‌کشت به فالکون حاوی سوسپانسیون اگروباکتریومی منتقل و به‌مدت 10 دقیقه 
تلقیح شوند )شکل 10(. بعد از انجام تلقیح بر روی کاغذ صافی استریل، خشک و دوباره به‌مدت دو روز 
)جهت هم-کشتی( به محیط القای کالوس منتقل شده و در نهایت به محیط انتخاب و باززایی انتقال یابند.

2-8- انتقال و واکشت ریزنمونه‌ها در محیط باززایی تا دست‌یابی به گیاهان تراریخته احتمالی

ریزنمونه‌ها پس از دو روز کشت در محیط هم‌کشتی به محیط انتخابی )جدول 2( حاوی آنتی‌بیوتیک‌های 
مروپنم )جهت حذف اگروباکتریوم( و کانامایسین )عامل انتخاب سلول‌های تراریخته( منتقل شوند. 
به‌منظور کنترل مناسب اگروباکتریوم و جلوگیری از آلودگی پیشنهاد می‌شود حداقل هر هفت روز 
یک‌بار ریزنمونه‌ها به محیط تازه منتقل شوند. کالوس‌ها پس از حدود دو هفته در انتهای ریزنمونه‌ها 
به‌تدریج  باززا شده  گیاهچه‌های  تولید  و  باززایی  ماه(  دو  )در طی حدود  آن  به‌دنبال  و  ظاهر شده 

مشاهده خواهد شد )شکل 11(. 



19

تولید سیب‌زمینی تراریخته مقاوم به بید سیب‌زمینی

الف ب

شکل 10- مراحل تلقیح ریز نمونه‌های میانگره با اگروباکتریوم. )الف( تلقیح ریزنمونه‌ها با سوسپانسیون 
باکتری و )ب( خشک کردن سطحی آن‌ها بر روی کاغذ صافی استریل

2-9- ریشه‌زایی و انتقال به گلدان

گیاهچه‌های باززا شده پس از اینکه حدود دو سانتی‌متر رشد کردند از قاعده قطع و به ظروف شیشه 
مربایی )یا ارلن( حاوی محیط کشت ریشه‌زایی )جدول 2( منتقل شوند. به‌تدریج ریشه‌ها در قاعده 
گیاهچه‌ها ظاهر خواهد شد )شکل 11(. گیاهچه‌های ریشه‌دار را می‌توان به خاک )ترکیبی با نسبت 
با  را  با شرایط گلخانه، روی گیاهچه‌ها  برای سازگاری  منتقل کرد. سپس،  پرلیت(  پیت و  از  برابر 
کیسه‌های پلاستیکی شفاف و یا لیوان‌های پلاستیکی پوشانده )شکل 12( و پس از 5 روز به‌تدریج با 
ایجاد سوراخ در پوشش‌ها، گیاهچه‌ها را با شرایط محیطی سازگار کرده و بعد از 10 روز پوشش‌ها 
 N:P:K به‌طور کامل برداشته شوند. رشد گیاهان با آبیاری مناسب و حداقل یک‌بار کودهی با محلول

به‌تدریج به حد مناسبی خواهد رسید. 
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شکل 11- مراحل تراریختی گیاه سیب‌زمینی از تلقیح تا باززایی. الف- ریزنمونه‌های تلقیح شده در محیط هم‌کشتی، 
ب- ریزنمونه‌های تلقیح‌شده در محیط انتخابی حاوی کانامایسین، ج- ریزنمونه‌های تلقیح‌ نشده در محیط انتخابی 

)کنترل(، د- شروع باززایی، ه- ادامه باززایی و رشد گیاهچه‌های تراریخته احتمالی در محیط انتخابی 

 بالف

دج

هو
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ــه. الــف- گیاهچه‌هــای  ــدان و گلخان ــه گل ــی ب ــه احتمال شــکل 12- مراحــل انتقــال گیاهچه‌هــای تراریخت
درون‌شیشــه‌ای ریشــه‌دار، ب- انتقــال گیاهچه‌هــای ریشــه‌دار بــه خــاک و پوشــش آن بــا لیــوان شــفاف بــه 

منظــور ســازگاری، ج- د-ه-و- مراحــل مختلــف رشــد گیاهچه‌هــای ســازگار شــده در شــرایط گلخانــه

بالف

دج

و ه
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2-10- آزمون‌های مولکولی گیاهان تراریخته احتمالی

به‌منظور غربال گیاهان تراریخته احتمالی، شناسایی و تأیید آن‌ها انجام آزمون‌های مولکولی الزامی است. 

2-10-1- استخراج DNA از برگ‌های گیاهی

 DNA انجام شود. کیفیت و کمیت نمونه‌های )Doly, 1991(رCTAB با استفاده از روش DNA استخراج
استخراج شده با الکتروفورز در ژل آگارز 0/8 درصد و مقایسه باندها با نوارهای DNAλ و همچنین 
نانودراپ )خوانش در طول موج 280/260( ارزیابی شود و نمونه‌های DNA مناسب در  استفاده از 

دمای20- درجه‌ سانتی‌گراد تا زمان استفاده نگهداری شوند.

PCR با روش nptII و cry1Ab 2-10-2- بررسی وجود ژن‌های

آزمون PCR به‌منظور بررسي اولیه و انتخاب لاين‌هاي تراريخته بر روی DNA استخراج شده با استفاده از 
آغازگر اختصاصي ژن cry1Ab )آغازگر مستقیمَ:GGC-GGC-GAG-AGG-ATC-GAG-AC-3َ-5، منطبق 
 ،5-َTCG-GCG-GGA-CGT-TGT-TGT-TC-3:َبر نوکلئوتیدهای73- ناحیه رمزکننده و آغازگر معکوس
منطبق بر نوکلئوتیدهای 1276- ناحیه رمزکننده( انجام شود. از طرف دیگر به‌منظور بررسی لاین‌های 
به‌دست‌آمده از نظر وجود ژن nptII، واکنش PCR با حدود 25 نانوگرم از DNA الگو با آغازگرهای 
اختصاصی ژن nptII )آغازگر مستقیمَ:GAA-CAA-GAT-GGA-TTG-CAC-GC-3َ-5 و آغازگر معکوس: 
 cry1Ab 5( بر روی تمامی لاین‌هایی که وجود ژن‌های-َGAA-GAA-CTC-GTC-AAG-AAG-GC-3 َ(

به‌وسیله PCR محرز شده، انجام شود. شرایط PCR در همه نمونه‌ها شامل یک چرخه با دمای 95 درجه‌ 
سانتی‌گراد به‌مدت پنج دقیقه و 35 چرخه با دمای 95 درجه‌ سانتی‌گراد به‌مدت یک دقیقه، دمای 60 درجه 
‌سانتی‌گراد به‌مدت یک دقیقه و دمای 72 درجه‌سانتی‌گراد به‌مدت یک دقیقه و در نهایت یک چرخه اضافی 
با دمای 72 درجه ‌سانتی‌گراد به‌مدت پنج دقیقه )‌طویل شدن نهایی( است که در دستگاه ترموسایکلر انجام 
شود. محصول PCR برای ژن‌های cry1Ab و ژن nptII با استفاده از دستگاه الکتروفورز بر روی ژل آگارز 
یک درصد حاوی 0/1 میکروگرم در لیتر اتیدیوم بروماید تفکیک شود و در دستگاه Gel Doc عکسبرداری 

و از نظر تکثیر یا عدم تکثیر و همچنین اندازه قطعات تکثیری مورد ارزیابی قرار گیرد )شکل 13(.



23

تولید سیب‌زمینی تراریخته مقاوم به بید سیب‌زمینی

     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-

ــه  ــف( و nptII )ب(. قطع ــای cry1Ab )ال ــا ژن‌ه ــی ب ــه احتمال ــان تراریخت ــون PCR گیاه ــکل 13- آزم ش
 nptII 750 جفــت بــاز مربــوط بــه ،cry1Ab تکثیــر شــده  1190 جفــت بــاز مــورد انتظــار مربــوط بــه ژن
 DNA 1Kb plus ladder نشــانگر :L .را نشــان می‌دهــد pot-cp ــاز مربــوط بــه ژن داخلــی و 110 جفــت ب
 :Rec ــی(؛ ــرل منف ــت(؛ W: آب )کنت ــرل مثب ــمید )کنت ــی(؛ P: پلاس ــرل منف ــه )کنت ــاه غیرتراریخت ؛ -P: گی
ــای  ــماره لاین‌ه ــان‌دهنده ش ــداد نش ــایر اع ــمید(. س ــرل و پلاس ــاه کنت ــاوی DNA گی ــتراکت )ح ریکانس

ــتند. ــی هس ــط انتخاب ــده در محی ــی به‌دســت آم ــه احتمال تراریخت

ب

750 bp: nptII

120 bp: cp

1190 bp: cry1A

120 bp: cp
الف
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2-10-3- آزمون سادرن بلاتینگ 

 PCR با كيت cry1Ab كاوشگر اختصاصی ژن‌ DIG به‌طور مختصر، با استفاده از سیستم نشان‌گذاری
DIG probe synthesis kit (Roche, Mannheim, Germany)y تهیه شود. نشان‌دار کردن کاوشگر 

با DIG، طبق دستورالعمل کیت و با روش PCR و استفاده از پرایمر اختصاصی این ژن انجام شود. 
برای تعیین کیفیت و کمیت کاوشگر نشان‌دار شده، سه میکرولیتر از محصول PCR با الکتروفورز ژل 

آگارز یک درصد بررسی شود.

حـدود 30 میکروگـرم DNA ژنومـی‌ از بـرگ گیاهانـی کـه در آزمـون PCR حضور تـراژن در آن‌ها 
تأییـد شـده، گیـاه غیرتراریخـت به‌عنـوان شـاهد منفـی و پلاسـمید نوترکیب حـاوی ژن مـورد نظر 
)cry1Ab( به‌عنـوان شـاهد مثبـت به‌وسـیله آنزیـم‌ HindIII هضم شـوند. حدود 2/5 واحـد آنزیم به 
ازای هـر میکروگـرم DNA اسـتفاده شـده و واکنش‌هـای هضمـی )‌با حجـم نهایـی 200 میکرولیتر( 
در بن‌مـاری بـا دمـای 37 درجـه ‌سـانتی‌گراد به‌طـور شـبانه نگهـداری شـود. در مرحلـه بعـد ابتـدا 
کیفیـت DNA هضم‌شـده بـا الکتروفـورز ژل آگارز 0/8 درصـد ارزیابـی شـود. پـس از تأییـد هضم 
کامـل DNA ،DNA ژنومـی ‌هضم‌شـده و هضم‌نشـده روی ژل آگارز 0/8 درصـد بارگـذاری شـده 
و در الکتروفـورز بـا جریـان50 میلی‌آمپـر به‌مـدت 5 سـاعت تفکیـک شـوند. ژل آمـاده شـده بـا 
محلـول HCl 250 میلی‌مـولار به‌مـدت 15 دقیقـه تیمـار شـود. پـس از شستشـوی ژل بـا آب مقطـر 
اسـتریل، ژل در محلـول NaOH 0/4 نرمـال دو مرتبـه و هـر مرتبـه به‌مـدت 15 دقیقـه تیمار شـده و 
دوبـاره بـا آب مقطر اسـتریل شسـته شـود. بـا روش انتقـال موئین در هـرم سـادرن، DNA از ژل به 
غشـای نایلونـی دارای بـار مثبـت انتقال داده شـود. پس از گذشـت 8 تا 10 سـاعت، غشـای نایلونی 
حـاوی DNA برداشـته شـد و بـا محلـول 2X SSC شستشـوی سـطحی شـده و در آون 120 درجه 
‌سـانتی‌گراد به‌مـدت 30 دقیقـه نگهـداری شـود. پیـش دورگ‌سـازی، دورگ‌سـازی غشـا و مراحـل 
بعدی تا عکسـبرداری، همانند روش ذکر شـده در دسـتورالعمل آزمون سـادرن بلاتینگ انجام شـود 
)Sambrook and Russell, 2001(. آزمـون سـادرن تعداد نسـخه‌های تراژن در هـر لاین تراریخته را 

مشـخص خواهـد کـرد و بدیـن ترتیب رخـداد تراریختـه تأیید خواهد شـد )شـکل 14(.
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8576 bp

3639 bp

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

ــه ســیب‌زمینی حــاوی ژن cry1Ab. از  ــای تراریخت ــگ برخــی از لاین‌ه ــون ســادرن بلاتین شــکل 14- آزم
 :M .بــرای شناســایی تعــداد نســخه‌های ژنــی اســتفاده شــده اســت cry1Ab کاوشــگرهای اختصاصــی ژن
ــه  ــاه غیرتراریخت ــا DIG )‌شــرکت Roche(؛ P، پلاســمید؛ NT، گی ــی VII نشــاندار شــده ب خط‌کــش ملکول
ــی نمونه‌هــای  ــه ســیب‌زمینی اســت. تمام ــه شــماره لاین‌هــای تراریخت ــوط ب ــرل(؛ مابقــی اعــداد مرب )کنت
DNA بــا آنزیــم HindIII هضــم شــدند. تعــداد باندهــای مربــوط بــه هــر لایــن نشــان ‌دهنــده تعــداد نســخه 

تــراژن در آن لایــن تراریختــه اســت.

 Cry1Ab 2-11- بررسی بیان پروتئین‌های

پس از تأیید تعداد نسخه‌های تراژن موجود در لاین‌های تراریخته با استفاده از آزمون سادرن بلاتینگ، 
Bt-Cry1Ab/ در لاین‌های سیب‌زمینی تراریخته می‌توان از كيت Cry1Ab برای بررسی بيان پروتئین
Ac ImmunoStripTest )شماره كاتالوگ STX 06200 شركت Agdia آمریکا( براساس دستورالعمل 

شرکت سازنده و به شرح زیراستفاده کرد. 

	1 حدود 100 میلی‌گرم از بافت برگی در‌هاون چینی و با کمک ازت مایع ساییده شده و نمونه‌های .
پودر شده به ظرف‌های دو میلی‌لیتری منتقل شوند.

	2 دو میلی‌لیتر از بافر استخراج SEB4 کیت )‌با نسبت بافر SEB4: نمونه،1:20( به تیوب‌ها اضافه .
شده و سپس محتوای لوله‌ها با دستگاه ورتکس مخلوط شوند.

	3 در داخل محلول هر کدام از لوله‌ها یک عدد نوار ایمونواستریپ از قسمت پایین تا ارتفاع 0/5 .
سانتی‌متری قرار داده شود. پس از گذشت 1 تا 5 دقیقه باندهای پروتئین شاهد و Cry1Ab ظاهر 
خواهند شد. پس از 10 دقیقه باندهای مربوطه به‌خوبی آشکار خواهند شد که نشان‌‌‌دهنده بیان 

موفقیت‌آمیز پروتئین‌های مربوطه در گیاهان تراریخته است )شکل 15(.
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     9    14     31    34   57   65     C

Control

Cry1Ab

الف

cry� 15- بررســی بیــان پروتئیــن نوترکیــب بــا روش ایمونواســتریپ در گیاهــان تراریختــه حــاوی ژن  ش�ـکل 
1Ab.گc: گیــاه غیرتراریختــه کنتــرل. شــماره‌ها بیانگــر لاین‌هــای تراریختــه اســت. بانــد Cry1Ab نشــان‌دهنده 

بیــان پروتئیــن Cry1Ab در لایــن تراریختــه ‌اســت. بانــد کنتــرل، نشــان‌دهنده درســتی آنالیــز اســت.

2-12- زيست سنجي گياهان تراریخته با لاروهای بيد سيب‌زميني 

آنالیزهای ملکولی گیاهان سیب‌زمینی تراریخته برای سنجش کارایی ژن cry1Ab و  پس از تکمیل 
بر روی  )بید سیب‌زمینی(انجام آزمون‌های زیست‌سنجی  میزان مقاومت آن‎ها در مقابل آفت هدف 

 .)Mohammed et al., 2000( گیاهان تراریخته ضروری است
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الف

ب ج

شــکل 16- مراحــل مختلــف پــرورش بیــد ســیب‌زمینی در شــرایط آزمایشــگاهی. الــف: مرحلــه لاروی؛ 
ــغ و تخم‌ریــزی ب: مرحلــه شــفیرگی؛ ج: مرحلــه ظهــور حشــرات بال

2-12-1- تکثیر و پرورش لارو بید سیب‌زمینی

بـرای تکثیـر و پـرورش لاروهـای بیـد سـیب‌زمینی، ابتـدا لاروهـای تهیـه‌ شـده بـر روی غده‌هـای 
سـیب‌زمینی قـرار گیرنـد )لاروهـا را می‌تـوان از مراکـز تحقیقاتـی گیاه‌پزشـکی، حشره‌شناسـی و در 
صورتی‌کـه فصل مناسـب باشـد می‌تـوان از غده‌هـای آلوده موجـود در انبارهـا و حتی مـزارع آلوده 
تهیـه کـرد(. غده‌هـا در ظـروف تهویـه‌دار و بـر روی ماسـه بـادی موجـود در کـف آن قـرار گیـرد 
)شـکل 16(. ظـروف حـاوی لاروها در دمـای 24 درجه سـانتی‌گراد و دوره روشـنایی/تاریکی 8/16 
سـاعت قـرار داده شـوند )شـکل 16(. لاروها پـس از تغذیه از غده‌ها و سـپری نمـودن دوره لاروی، 

شـفیره‌های خـود را در ماسـه تشـکیل می‌دهنـد )شـکل 16(. 
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شفیره‌ها با استفاده از الک مناسب جدا شده ودر ظرف مناسب برای جمع‌آوری تخم قرار داده ‌شوند. 
پس از ظهور حشرات بالغ، تغذیه آن‌ها با عسلی که در لبه تور بالای ظرف قرار می‌گیرد، انجام ‌شود. 
پس از جفت‌گیری حشرات، صفحات تخم‌ریزی هر 24 ساعت برداشته ‌شوند. صفحات تخم‌ریزی 
در درون پتری‌دیش قرار ‌گرفته و با پارافیلم درزگیری ‌شوند و تا زمان تفریخ تخم‌ها در همان شرایط 
پرورش حشره نگهداری ‌شوند )برای نگهداری طولانی‌تر می‌توان ظرف حاوی تخم‌ها را در دمای 
4 درجه سانتی‌گراد نگهداری کرد(. پس از گذشت 3 روز، هم‌زمان با تفریخ تخم‌ها، نمونه‌ها برای 

زیست‌سنجی آماده خواهند بود.

در صورتی‌که پروانه بید سیب‌زمینی در دسترس باشد، می‌توان پس از جفت‌گیری، به‌منظور تهیه تخم 
آن‌ها را بر روی صفحات تخم‌ریزی نگه‌داری و تخم‌های حاصل را جمع‌آوری نمود و پس از تبدیل 

به لارو برای زیست‌سنجی استفاده کرد.

2-12-2- روش زیست‌سنجی

زیست‌سـنجی را می‌تـوان هـم بـر روی گیاهـان درون شیشـه‌ای و هـم بـر روی گیاهـان گلخانـه‌ای 
انجـام داد. نمونه‌هـای برگـی از دومیـن یا سـومین بـرگ انتهایی دارای رشـد کامـل، از گیاهان جوان 
شـش تـا هشـت هفتـه‌ای بـرای زیست‌سـنجی تهیـه شـوند. دمبـرگ برگ‌هـا در داخـل تيوپ‌هـاي 
)0/5 میل‌لیتـری( حـاوی پنبـه خیسـانده شـده بـا آب قـرار داده شـود و مجموعـه فـوق در داخـل 
ظـروف پتری‌دیـش قـرار گیرد )شـکل 17(. سـپس، تعـداد مشـخصی لارو )8 تا 10 عدد( سـن اول 
بیـد سـیب‌زمینی )حداکثـر 12 سـاعته( روی برگ‌هـا قـرار گرفتـه و ظـروف پتری‌دیـش بـا پارافیلم 
درزگیـری شـوند. نمونه‌هـا در اتاقـک رشـد بـا شـرایط دمایـی 2±25 درجـه ‌سـانتی‌گراد، رطوبت 
نسـبی 70 درصـد و 16 سـاعت نـور قرار گیرنـد. بعد از سـه روز، لاروها در زیـر بینوکولر از برگ‌ها 
خـارج شـده و لاروهـای زنـده بـه روي برگـي تـازه از همـان لایـن و ازهمـان موقعیت بـرای ادامه 
زیست‌سـنجی منتقـل شـوند )شـکل 17(. مرگ‌ومیـر 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 توزین 

شوند.
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علاوه‌بر آن می‌توان از گیاهان گلخانه‌ای هم برای زیست‌سنجی استفاده کرد. برای این ‌کار گیاهانی که 
در شرایط گلخانه رشد کافی دارند در زیر توری‌های مناسب قرار گرفته و تعداد مشخصی لارو بر روی 
آن‌ها قرار داده می‌شود )شکل 18(. پس از مدت مشخصی می‌توان میزان خسارت لاروها را بررسی کرد.

به‌منظور  می‌توان  می‌کند،  وارد  خسارت  هم  غده‌ها  به  که  است  آفتی  سیب‌زمینی  بید  آنجا‌که  از 
زیست‌سنجی از غده‌های درون شیشه‌ای یا گلخانه‌ای نیز برای زیست‌سنجی استفاده کرد. بدین‌منظور 
تعداد مشخصی لارو بر روی غده‌ها قرار گرفته و پس از چند روز میزان خسارت و مرگ‌ومیر لاروها 

بررسی می‌شود )شکل 19(.

بالف

شکل 19- زیست‌سنجی غده‌های سیب‌زمینی تراریخته نسبت به بید سیب‌زمینی بعد از چهار هفته. 
الف: غده کامل ب: غده برش خورده . غده غیرتراریخته )راست( غده تراریخته )چپ(
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ــری  ــف: تصوی ــد ســیب‌زمینی. ال ــل بی ــه ســیب‌زمینی در مقاب شــکل 17- زیست‌ســنجی لاین‌هــای تراریخت
از لارو و شــفیره ســن اول بیــد ســیب‌زمینی. ب: بــرگ گیاهــان شــاهد )راســت( و تراریختــه )چــپ( گیــاه 
ســیب‌زمینی در ابتــدای زیست‌ســنجی ج: نمایــی از لاروهــای بیــد ســیب‌زمینی بــر روی بــرگ در ابتــدای 
آزمایــش د: نمایــی از لاروهــا ســه روز پــس از تغذیــه بــر روی لایــن تراریختــه )راســت( و غیرتراریختــه 

)چــپ(. ه: بــرگ گیــاه غیرتراریختــه )راســت( و تراریختــه )چــپ( در روز هشــتم زیست‌ســنجی.

رهشفي

لارو

الف ب

ج د

ه
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ــه. ســمت  ــد ســیب‌زمینی در شــرایط گلخان ــه بی ــاوم ب ــه مق شــکل 18- زیست‌ســنجی لاین‌هــای تراریخت
راســت: لایــن تراریختــه مقــاوم بــه بیــد ســیب‌زمینی؛ ســمت چــپ: لایــن غیرتراریختــه )15 روز پــس از 

شــروع تغذیــه بــا لاروهــا(.
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3-  جمع‌بندی

تالش‌ بـراي اصالح ارقام سـيب‌زميني مقاوم بـه بيد سـيب‌زميني بـا روش‌هاي سـنتي موفقيت‌های 
کمـی داشـته اسـت )Naeem et al., 2021(. پروتئين‌هـای كريسـتالي Cry )پروتئيـن Bt( كـه توسـط 
باكتـري subsp. kustaki B.thuringiensis رمـز مي‌شـوند، در حـد بسـیار بالايـي اثـر كشـندگي بـر 
روي لاروهـاي بيـد سـيب‌زميني دارند. تراریختی سـیب‌زمینی با ژن‌هـای cry1Ab یکی از روش‌های 
مهـم در مدیریـت تلفیقـی آفـات برای کنترل آفت بید سـیب‌زمینی محسـوب می‌شـود. بدیهی اسـت 
بـرای اطمینـان از تأثیـر گیاهـان تراریخته سـیب‌زمینی در مقاومت بـه آفات، به‌کارگیـری راهکارهای 
مدیریـت مقاومـت بلافاصلـه پس از رهاسـازی رقم تراریخته بسـیار حائز اهمیت اسـت. راهکارهای 
مختلفـی بـرای مدیریـت مقاومـت پیشـنهاد شـده اسـت کـه می‌توان بـه اسـتفاده هم‌زمـان و ترکیبی 
از ژن‌هـای مقاومـت بـه آفـت کـه بـا روش‌هـای مختلفی عمـل می‌کننـد؛ بیـان ژن‌هـای مقاومت در 
زمـان یـا در بافـت خـاص؛ بیـان ژن در حـد پاییـن همـراه با کنتـرل بیولوژیکـی؛ ترکیـب، چرخش 
یـا کپـه‌کاری گیاهـان تراریختـه بـا بیـان ژنی بالا بـا اسـتفاده از پناهگاه و ... اشـاره کـرد. علاوه‌بر آن 

اسـتفاده از راهکارهـای تلفیقـی مدیریـت آفات هم بسـیار کارآمـد خواهد بود.

بدیهـی اسـت بعـد از تولیـد گیاهـان تراریختـه، ارزیابی‌هـای ایمنـی زیسـتی آن در قالـب ارزیابـی 
مخاطـرات احتمالـی گیاهـان تراریختـه الزامـی اسـت. ایـن ارزیابی‌هـا هـم در سـطح ایمنـی غذایی 
و هـم در سـطح ایمنـی زیسـت‌محیطی و در قالـب دسـتورالعمل‌های اختصاصـی انجـام می‌شـود 
)رهنمـا، 1399؛ رهنمـا، 1400-الـف و ب(. امـکان رهاسـازی و کشـت آن‌هـا تنها در صـورت تأیید 
ایـن گیاهـان بـا ایـن آزمون‌هـای اختصاصـی وجـود خواهـد داشـت. فراینـد رهاسـازی و کشـت 
محصـولات تراریختـه در تمامـی کشـورها و از جملـه ایـران تابـع مقرراتـی اسـت که مصـرف این 

دسـته از محصـولات را بـرای مصرف‌کننـدگان نهایـی ایمـن خواهـد کـرد. 
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