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محصولات کشاورزی را بشدت تحت تاثیر قرار می‌دهند و عامل تهدیدکننده 
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و پیشرفته برای پاسخ به تقاضای جمعیت در حال رشد دنیا به غذا است. 

خاموشی ژن با استفاده از روش RNA مداخله‌گر )RNAi( یکی از روش‌های 

مهم مهندسی ژنتیک در ایجاد مقاومت به بیماری‌های ویروسی در گیاهان 

است. این روش با تولید RNAهای دو رشته‌ای )dsRNA( و تشکیل کمپلکس 

ژن‌های  شدن  خاموش  باعث   )RISC) RNA توسط  القاشونده  خاموشی 
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را سبب می‌شوند. در دهه گذشته تعداد زیادی گیاه تراریخته براساس این 

)مانند  آنها  از  برخی  که  تولید شده  ترجمه‌ای  پس  مکانیسم‌های خاموشی 

نوشتار  این  در  رسیده‌اند.  تجاری  مرحله  به  سیب‌زمینی(  و  درختی  خربزه 

یکی از روش‌های تولید گیاهان تراریخته مقاوم به ویروس PVY سیب‌زمینی 

با استفاده از RNAi بطور مختصر ارائه شده است.
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چکیده 
یکی از بیماری‌های مهمی که سالانه خسارت‌های اقتصادي بسياري به کشاورزان کشور وارد مي‌کند و منجر به 

کاهش عملکرد و کيفيت محصول مي‌شود، ويروس Y سیب‌زمینی )PVY( است. امروزه استفاده از مکانیسم‌های 

ایجاد مقاومت ناشی از عامل بیماری‌زا، افق‌های جدیدی در راستای تولید گیاهان تراریخته مقاوم به ویروس 

گشوده است. در این نوشتار به فرایند استفاده از روش خاموشی ژن برای ایجاد مقاومت به PVY اشاره خواهد 

شد. برای این منظور از یک سازه ژنی RNAi برگرفته از بخش پروتیین پوششی )CP( ژنوم PVY استفاده 

انتقال داده  با استفاده از اگروباکتریوم تومه فاسینس به ریزنمونه‌های‌ میانگره گیاه سیب‌زمینی  می‌شود. سازه‌ 

می‌شود. نوساقه‌های تولید شده در محیط انتخابی حاوی علف‌کش فسفینوتریسین پس از رشد و تکثیر مورد 

ارزیابی مولکولی قرار می‌گیرند. تراریختی گیاهچه‌ها و بررسی بیان ژن در گیاهان تراریخته با استفاده از آزمون 

برابر  تراریخته در  تعیین مقاومت گیاهان  به منظور  بررسی می‌شود.   RT-PCR و )PCR( پلیمراز زنجیره‌ای 

آلودگی PVY، آزمون زیست‌سنجی صورت می‌گیرد. در نهایت گیاهان تراریخته مقاوم به گلخانه منتقل شده و 

پس از انجام آزمون‌های مولکولی و زیست‌سنجی تکمیلی، لاین‌های مقاوم معرفی می‌شوند. 

 PVY ،RNAi ،واژه‌های کلیدی: سیب‌زمینی، مقاومت به ویروس، خاموشی ژن

مقدمه 
و  زیاد  پروتیینی  و  ویتامینی  محتوای  نشاسته  بودن  دارا  به علت   )Solanum tuberosum L.( سیب‌زمینی 

نیز عملکرد بالا به عنوان یکی از مهم‌ترین منابع غذایی انسان در دنیا مطرح است. ایران با سطح زیرکشت 

153000 هکتار، عملکرد 303922 کیلوگرم در هر هکتار و با تولید سالانه 4650000 تن یكی از بزرگ‌ترین 

.)FAOSTAT, 2013( تولیدكنندگان سیب‌زمینی در دنیا به شمار می‌آید

یکی از مهم‌ترین عوامل مخرب بر تولید سیب‌زمینی انواع بیماری‌های گیاهی هستند که در این بین ویروس‌ها 

ویروس   40 حدود  به  نسبت  سیب‌زمینی  زراعی  ارقام   .)Hameed et al., 2018b( دارند  زیادی  اهمیت 

مختلف و دو ویروئید حساس هستند )Salazar, 1996(. از جمله مهم‌ترین ویروس‌ها می‌توان به ویروس 

 )PVX( X سیب‌زمینی  )PLRV( و ویروس  برگ سیب‌زمینی  پیچیدگی  )PVY(، ویروس  Y سیب‌زمینی 

 Fletcher, 2012; Hameed et al., 2017;( اشاره کرد که خسارت فراوانی به این محصول وارد می‌کنند
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Steinger et al., 2014( به گونه‌ای که خسارت ناشی از بیماری ویروس Y بسته به رقم سیب‌زمینی، سال 

 .)Valkonen, 2007( و مکان بین 10-90 درصد گزارش شده است

در حال حاضر، تنها راه‌حل اين مشکل در کشور توليد يا واردات بذرهای عاری از ویروس سيب‌زميني است 

که هزينه‌هاي سنگيني شامل هزینه نيروي متخصص، امکانات و فضاي کشت بافتي، گلخانه‌ها يا مزارع بزرگ 

ايزوله و نيز آزمون‌هاي شناسايي بذور آلوده از سالم را به همراه دارد. بنابراین، با توجه به عدم وجود منابع 

مقاومتی مناسب در ارقام سيب‌زميني، تلاش در جهت ايجاد ارقام مقاوم مي‌تواند بسيار سودبخش باشد.

اهمیت اصلاح مولکولی در سیب‌زمینی
تولید ارقام جدید گیاهی با استفاده با روش‌های اصلاحی سنتی یک فرایند زمان‌بر و بسیار پرزحمت است و 

تولید یک رقم اصلاح‌شده گاه چندین سال به طول می‌انجامد‌. چرا که در اصلاح سنتی انتقال مجموعه‌ کاملی 

از خصوصیات وراثتی انجام می‌شود و هر گونه صفت نامطلوب وارد شده از والدین در طی تلاقی‌های اولیه 

باید در نسل‌های بعد با دقت کافی حذف شوند. همچنین استفاده از اصلاح ژنتیکی در گیاه سیب‌زمینی )که 

با روش‌های معمول ماننده گرده‌افشانی کنترل شده و دورگ‌گیری انجام می‌شود( به علت مشکلات مربوط 

به تولید‌مثل جنسی و تشکیل بذر، دارای محدودیت است؛ بنابراین روش‌های درون‌شیشه‌ای می‌توانند زمینه 

.)Wenzler et al.,1989( مناسبی را برای اصلاح ژنتیکی سیب‌زمینی فراهم کنند 

با وجود اهمیت سیب‌زمینی، ژنتیک و وراثت بسیاری از صفات کمی و کیفی این گیاه هنوز شناخته نشده 

است. این امر اساساً از طبیعت تتراپلوئیدی1 ژنوم سیب‌زمینی‌های زراعی، درجه بالای هتروزیگوتی2 و عدم 

وجود لاین‌های خويش‌آميخته3 هموزیگوس4 یا عدم وجود کلکسیونی از پایه‌های کاملًا شناخته شده ناشی 

می‌شود. علاوه بر این، عقیمی5 و تعداد زیاد گامت‌های نوترکیب حاصل از تقسیم میوزی، بار ژنتیکی بالا 

و پلی‌ژنیک بودن بیشتر صفات و پیچیدگی بیان‌ آنها، اصلاح کلاسیک سیب‌زمینی را دشوارتر کرده است. 

1 Tetraploids
2 Heterozygous
3 Inbred	4

 
Homozygous

	5 Sterility
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خصوصیات  با  سیب‌زمینی  جدید  ارقام  طالب  مصرف‌کنندگان  امروز،  پیشرفته  دنیای  در  دیگر  طرف  از 

بازارپسندی ویژه‌ای از قبیل سیب‌زمینی‌های ویژه مصرف خانگی، فرآوری یا ارقام قابل قبول با استاندارد‌ها‌‌‌ی 

ارگانیک1 در کنار عملکرد بالا، ارزش غذایی بالا و مقاومت به تنش‌های زیستی و غیرزیستی هستند و به 

همین دلیل بهبود ارقام سیب‌زمینی جهت ایجاد ارقام پایدار با کیفیت بالا، مقاومت به تنش‌های زیستی )آفات، 

بیماری‌ها‌‌‌ و علف‌ها‌‌‌ی هرز( و تنش‌ها‌‌‌ی غیرزیستی )خشکی و شوری(، از موضوع‌های اصلی در برنامه‌ها‌‌‌ی 

كردن  وارد  ذکر شده،  به دلایل  این وجود،  با   .)Visser et al., 2009( جهانی اصلاح سیب‌زمینی هستند 

چنین صفات زراعی در ارقام سیب‌زمینی با روش‌های اصلاح کلاسیک زمان‌بر بوده و موفقیت‌های محدودی 

داشته است، به نحوی که حتی بهترین ارقام امروزی که حاصل ده‌ها تلاقی و گزینش دقیق هستند، دارای 

برخی صفات نامطلوب هم هستند. بنابراین، راه دیگر برای توسعه بیشتر ارقام زراعی سیب‌زمینی، استفاده 

از روش‌های اصلاح مولکولی و زیست‌فن‌آوری از قبیل هیبریداسیون سوماتیکی، موتاسیون‌ها و انتقال ژن 

در کنار اصلاح کلاسیک است )Beaujean et al., 1998(. با استفاده از روش‌های اصلاح مولکولی و به 

ویژه انتقال ژن )برخلاف روش‌های سنتی اصلاح( می‌توان از هر منبعی، دی.ان.اِ یا به عبارتی ژن موردنظر را 

جداسازی و جهت انتقال ژن به سیب‌زمینی استفاده کرد )Conner et al., 1997(. این در حالی است که با 

انتقال ژن‌های خاص رمزکننده صفات مطلوب به ارقام یا لاین‌های اصلاحی پیشرفته سیب‌زمینی، از ارزش 

زراعی آنها کاسته نخواهد شد. همچنین روش‌های اصلاح مولکولی می‌توانند ایجاد ارقام جدید از کلون‌های 

والدی مطلوب را سرعت بخشند )Jongedijk et al., 1992( که نتیجه‌ای از انتقال مستقیم و مکرر ژن‌های 

جدید به ارقام موردنظر بدون نياز به تلاقی‌های بيشتر در طي نسل‌ها است. یکی دیگر از محاسن‌ این روش، 

انتقال ژن‌های مجزا بدون وجود ژن‌های پیوسته نامطلوب و توانایی ايجاد ترکیب‌های ژنی جدید برای بیان 

.)Conner et al., 1997( ژن هدف است

ضرورت ایجاد مقاومت به ویروس
بیماری‌های ویروسی و اثرات مخرب آن‌ها بر محصول سیب‌زمینی باعث افت شدید در عملكرد می‌شود. 

گزارش‌های مختلفی در برآورد میزان خسارت توسط عوامل ویروسی در ایران وجود دارد. در برخی موارد 

از 20 تا 100 درصد محصول از بین می‌رود. در مورد گیاه سیب‌زمینی ویروس‌ها از طریق غده‌ها و حشرات 

1 Organic
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ناقل انتشار می‌یابند. در شرایطی كه حتی كشاورز، برای كشت از غده‌های سالم و عاری از ویروس استفاده 

كند، ویروس‌ها به واسطه حشرات ناقل از گیاهان آلوده به گیاهان سالم انتقال خواهند یافت. به همین دلیل 

لازم است هر سال از بذرهای غده‌ای عاری از ویروس كه با روش كشت بافت بدست آمده‌ و در محیط‌های 

كاملًا ایزوله كشت و تكثیر شده‌اند، استفاده شود. این عامل باعث خروج ارز فراوان از كشور می‌شود. متاسفانه 

روش‌های كلاسكی و سنتی نتوانسته است آن طور كه باید در این زمینه موفق باشند. استفاده از روش‌های 

بسیار است. حتی  نیز مستلزم صرف هزینه‌  از ویروس  مادری عاری  بذرهای  تولید مستمر  بافت و  كشت 

نگهداری این گیاهان در محیط‌های كاملًا ایزوله و غیر قابل نفوذ نسبت به حشرات ناقل ویروس‌ها، كاری 

بس دشوار و پرهزینه است. 

مقاومت به ویروس در گیاهان سیب‌زمینی با روش‌های مختلف )از روش‌های اصلاح نبات سنتی تا روش‌های 

نوین مهندسی ژنتیک( مورد مهندسی قرار گرفته است. به نظر می‌رسد که راهکارهای مهندسی ژنتیک برای 

ایجاد مقاومت به ویروس نسبت به روش‌های اصلاح سنتی مناسب‌تر باشد، چون ماهیت پلی‌پلوئیدی گیاه 

سیب‌زمینی وارد کردن ژن‌های مقاومت با روش‌های سنتی را بسیار مشکل می‌سازد. به عبارت دیگر، شاید 

بتوان گفت استفاده از روش‌های پیشرفته زیست‌فناوری برای مقابله با ویروس‌های گیاهی، تنها گزینه موجود 

است. روش RNAi موثرترین و از جمله جدیدترین روش‌ها برای تولید گیاهان مقاوم به ویروس است. 

PVY ویروس
 Solanaceae باعث کاهش شدید عملکرد در بسیاری از محصولات خانواده )PVY( سیب‌زمینی Y ویروس

Lyco�( گوجه‌فرنگی ،)Nicotiana tabacum L.( توتون ،)Solanum tuberosum L .به ویژه سیب‌زمینی .)

persicon esculentum Mill( و فلفل )Capsicum spp. L( می‌شود. PVY از جنس Potyvirus و یکی 

از اعضای خانواده Potyviridae است. جنس Potyvirus از بزرگ‌ترین گروه ویروس‌های گیاهی است که 

تاکنون شناخته شده است )Revers and Garcia, 2015(. انتقال آن‌ها به آسانی با شیره گیاهی، بیشتر توسط 

شته‌ها به صورت ناپایا و برخی در بذر انجام می‌گیرد. 

ژنوم ویروس PVY از نوع RNA تک رشته‌ای است و کل ژنوم به صورت یکپارچه خطی و در حدود 

ایزوله‌های  است.  مختلف  دارای سویه‌های  دیگر  ویروس  هر  مانند  ویروس  این   .)1 )شکل  است   10  kb

 ،)PVYO( بسته به قدرت بیماری‌زایی و واکنش میزبان به انواع مختلفی از جمله نوع معمولی PVY مختلف
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 Revers( طبقه‌بندی می‌شوند PVYNTN و )PVYZ) Z گروه ،)PVYC( نواری نقطه‌ای ،)PVYN( نکروتیک

and Garcia, 2015(. علائم بیماری بسته به سویه ویروس و ارقام مختلف سیب‌زمینی می‌تواند تحت تاثیر 

دما و دیگر شرایط محیطی متفاوت باشد. عمده‌ترین علایم شامل موزاییک خفیف و لکه‌لکه شدن در برگ‌ها، 

نکروزه شدن رگبرگ‌ها و غده‌ها است.

از آن )به طول kb 9/7(. ژنوم  شکل 1- ساختار یکپارچه ژنوم PVY و عملکرد پروتیین‌های تولید شده 
شامل دو ناحیه غیر رمزشونده در چارچوب باز خواندنی )P1.(NCR: پروتیین HC-Pro، P1: پروتیین کمکی 
پروتییناز، P3: پروتیین CI، P3: پروتیین دربرگیرنده رشته، NIa: پروتیین دربرگیرنده هسته‌ای، VPg: پروتیین 
پیوسته به ژنوم، NIb: پروتیین b دربرگیرنده هسته‌ای، CP: پروتیین پوششی. CP و  UTR) NCR′3(  به منظور 

ساخت سازه و طراحی پرایمر انتخاب شدند.

 RNA interference:( مداخله‌گر RNA امروزه در دنيا از فن‌آوری‌های نويني همانند خاموشی ژن با روش

RNAi( جهت رفع مشکلاتی از قبیل ویروس Y سیب‌زمینی استفاده مي‌شود. در این روش با بهره‌گیری از 

مکانیسم خاموشی پس از رونویسی )PTGS( با طراحی سازه ژنی دارای قطعات همسو1 و پادسو2، مشابه 

با بخشی از ژنوم خود ویروس که پس از رونویسی حالت سنجاق‌سری به خود می‌گیرند، مي‌توان ژن‌های 

ويروس را در سطح رونويسي خاموش نموده و مانع از تکثیر ویروس شد. 

انجام شده است. همسانه‌سازی  ایجاد مقاومت به ویروس  با  این راستا پژوهش‌های متعددی در رابطه  در 

ژن پروتیين پوششي سويه نكروتيك ويروس Y سيب‌زميني تحت کنترل پيشبر CaMV35S در ناقل ژني 

pBin19 و انتقال آن به گیاه توتون با استفاده از Agrobacterium tumefaciens، منجر به تولید گیاهان 

در  تراژن  از   RNA رونوشت  وجود   ،)RT-PCR( برگردان  رونوشت‌برداري  آزمون  که  شد  تراریخته‌ای 

لاين‌های تراريخت را تایید کرد )پوررحیم و همکاران، 1384(. 

1 Sense	2 Anti-Sense
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همچنین گزارش شده است که بهره‌گیری از روش‌های مختلف خاموشی ژن و استفاده از ژن رمزکننده پروتئین پوششی 

)CP( ویروس، باعث ایجاد مقاومت به ویروس زرد نکروتیک رگبرگ چغندرقند )BNYVV( می‌شود )نیازی و 

همکاران، 1384(. به علاوه، استفاده از قطعات پروتیین پوششی ویروس X سیب‌زمینی در سازه RNAi منجر به ایجاد 

 .)Fateri Rezvani et al., 2016( در ارقام تراریخت سیب زمینی شده است PVY مقاومت به ویروس

با کاربرد dsRNA گرفته شده از بخش انتهایی ′3 توالی ژن پروتیین پوششی )CP( ویروس PVY، ایجاد 

 .)Missiou et al. 2004( هم صورت گرفته است ›Spunta‹ در رقم تجاری سیب‌زمینی PVY مقاومت به

گیاهان تراریخت حاصل مقاومت بالایی به سه نژاد  )PVYO، PVYN و PVYNTN( نشان دادند. گزارش‌های 

متعددی در زمینه ایجاد مقاومت به PVY با استفاده از روش‌های مهندسی ژنتیک و به ویژه RNAi وجود 

 Smith et al., 2000، Maki-Valkama et,( در گیاهان شده‌اند PVY دارد که موفق به ایجاد مقاومت به

 .)al. 2000، Di-Nicola-Negri et al., 2005، Gaba et al., 2010; Ganbari-Jahromi et al., 2015

اخیراً، با بیان نواحی تلفیقی پروتیین‌های پوششی سه نوع ویروس PVY, PVX, PVS در ساختار RNAi محققان 

توانسته‌اند گیاهان سیب‌زمینی را در مقابل این سه نوع ویروس مقاوم نمایند )Hameed et al., 2017(. همچنین 

 RNAi در گیاهان سیب‌زمینی با استفاده از سازه‌های )eIF( با خاموش‌سازی فاکتورهای شروع ترجمه یوکاریوتی

 .)Miroshnichenko et al., 2020( افزایش یافته است PVY مقاومت گیاه سیب‌زمینی در مقابل ویروس

با ابداع فناوری‌های جدیدتر مانند ویرایش ژنی به ویژه CRISPR/Cas9، امیدهای فراوانی برای ایجاد مقاومت 

به ویروس‌ها در گیاهان بوجود آمده است )Borrelli et al., 2018(. به عنوان مثال، با طراحی ‌sgRNAهایی 

که مناطق حفاظت شده ویروس )مانند P3, CI, Nib, CP( را هدف‌گیری می‌کنند، محققان توانسته‌اند با روش 

.)Zhan et al., 2019( ویرایش ژنی لاین‌های سیب‌زمینی مقاوم به طیف وسیعی از ویروس‌ها را ایجاد نمایند

RNAi خاموشي ژن با استفاده از فناوری
خاموشي ژن پس از رونويسي )PTGS(1 مجموعه‌ای از فرایندهایی است كه با تجزيه mRNA مانع بيان 

RNAي  با  يا  و  آلوده شده  ويروس  با  يا  بوده،  تراژن  كه حامل كي  موجوداتی  در   PTGS مي‌شوند.  ژن 

خارجي تيمار شده بودند به صورت كاملًا اتفاقی كشف شد. بعد از آن RNA مداخله‌گر یا RNAi در نماتد 

1 Post Translation Gene Silencing	
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 )Cogoni et al., 1996; Fire et al., 1998( و فرونشاندن ژن1 در قارچ‌ها Caenorhabditis elegans

گزارش شد. به‌طور کلی از آنجا که خاموشی ژن در سطح mRNA انجام می‌شود به این مکانیسم خاموشی 

پس از رونویسی می‌گویند. خاموشی RNA ابتدا در گیاهان اطلسی تراریخته با هدف تغییر رنگ دیده شد. 

كي تراژن با هدف افزایش بیان چالكون سنتاز )آنزيم دخیل در توليد رنگدانه آنتوسيانين(، طراحي و براي 

افزايش توليد رنگدانه به گياه اطلسي وارد شد. در بيش از 40 درصد گياهان تراریخته به‌طور غير منتظره‌اي، 

 Paddison et al., 2002; Fire( گل‌هاي ظاهر شده سفيد يا داراي طيف رنگي غير از رنگ ارغواني بودند

et al., 1998(. اين فنوتيپ‌ها خاموشي يا بازدارندگي را نه تنها براي تراژن، بلكه براي نسخه‌هاي ژن داخلي 

چالكون سنتاز نيز نشان مي‌دادند. این پدیده که به هم‌بازدارندگي2 معروف شد پس از آن در گستره وسیعی از 

گیاهان، جانوران، قارچ‌ها و جلبک‌ها شناسایی شد )Paddison et al., 2002; Fire et al., 1998(. از جمله 

معايبي كه استفاده از بازدارندگي RNAي پادسو3 داشت اين بود كه اين روش بطور دائمی منجر به از دست 

دادن ژن هدف نمي‌شد و اغلب كي بازدارندگي ضعيف ایجاد می‌کرد )گورو، 2000(. بنابراين، دانشمندان 

را برآن داشت تا به دنبال یافتن روش‌هاي ديگر خاموشي ژن باشند.

در پژوهش دیگری مشاهده شد كه RNAي دو رشته‌اي )dsRNA( بيشتر از RNAي پادسو تك رشته‌اي، در 

تحركي تجزيه توالي خاص mRNAي ژن مورد هدف‌ در C. elegans موثر بوده و توانايي آن در خاموشي 

ژن 10 برابر بيشتر از تيمار با رشته همسو4 يا پادسو به تنهايي است )Fire et al., 1998(. مطالعات بيشتر 

نشان داد كه مكانيسم‌هاي اساسي RNAi، PTGS و Quelling با هم مرتبط هستند و به نظر مي‌رسد از لحاظ 

تكاملي، مكانيسم حفظ شده‌اي را براي خنثي كردن بيان اطلاعات ژنتيكي نمايش مي‌دهند. اين طيف وسيع 

از مسيرهاي خاموشي RNAi، RTGS و Quelling به‌طور کلی خاموشي RNA ناميده شده که در بيشتر 

.)Liu, 2010( موجودات يوكاريوتي ديده مي‌شوند

در بررسی سازوکارهای مقاومت ویروس‌های گیاهی توسط ویروس‌شناسان مختلف پدیده مشابهی کشف شده 

است. ژنوم اکثر ویروس‌های گیاهی حاوی ‌RNAهای تک‌رشته‌ای )SSRNA( است. مشخص شد گیاهانی که 

پروتیین‌های ویروسی را بیان می‌کنند، مقاومت‌شان به ویروس‌ها بیشتر است، اما بعداً معلوم شد که حتی گیاهانی 

1 gene quelling	
2 co-suppression

	3 Antisense
	4 Sense
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که مناطق غیررمزساز کوتاهی از توالی RNA ویروس را بیان می‌کنند نیز نسبت به ویروس مقاوم‌اند. توالی‌های 

 .)Baulcombe, 2004( ویروسی کوتاه تا حدودی می‌توانستند ویروس‌های وارد شده را مورد حمله قرار دهند

مقاومت ویروس در گیاهان نیز به RNA پلی‌مرازهای وابسته به RDR) RNA(1ها وابسته است. ‌ssRNAهای 

ویروسی پس از وارد شدن به سیتوپلاسم، از طریق RDRها به RNAهای دورشته‌ای تبدیل می‌شوند. سپس 

حد واسط‌های دو زنجیره‌ای به عنوان سوبسترا )گهرمایه‌ای( جهت پروتیین شبه‌دیسر عمل نموده که قطعات 

دو رشته‌ای 21 تا 23 نوکلئوتیدی استانداردی را تولید می‌کنند که در تجزیه ویروس نقش دارند. نتایج مشابهی 

بیان ژن در مطالعه بر روی سایر موجودات )شامل  از  در خصوص نقشRNA دو رشته‌ای در جلوگیری 

.)Baulcombe, 2004( بدست آمده است )قارچ‌ها و حیوانات

پس از تشکیل miRNA یا ‌siRNAهای 21 تا 23 نوکلئوتیدی توسط پروتیین‌های شبه-دیسر، رشته‌های 

  2)RISC) RNA دوگانه با یک کمپلکس بزرگ ریبونوکلئاز مشارکت نموده و کمپلکس القاکننده خاموشی

)شکل2( را به وجود می‌آورند. در طی واکنشی که نیاز به ATP دارد، RISC دوبلکس را باز کرده و سپس 

RNA همسو آزاد می‌شود. بعد از آن، RISC رشته‌های پادسوی باقی‌مانده را به عنوان راهنمایی برای اتصال 

به mRNA یا توالی ویروس مورد استفاده قرار می‌دهد که در بیشتر موارد این توالی به عنوان یک آنتی‌کدن 

)پادرمزینه( tRNA عمل نموده و کدون )رمزینه( mRNA در روی ریبوزوم را تشخیص می‌دهد. در گیاهان 

رشته‌های پادسو بهmRNA  هدف متصل شده وRISC  نیز معمولاً RNA دو رشته‌ای شده را در وسط محل 

اتصال می‌شکند. دو نیمه mRNA )یا ویروس( شکسته شده توسط سایر ریبونوکلئازها سلولی مورد تجزیه 

.)Baulcombe, 2004( )3 بیشتر قرار می‌گیرند )شکل
را  ویروس‌ها   )CP( پوششی  پروتیین‌های  که   )RNAi( مداخله‌گر   RNA روش  از  استفاده  با  بنابراین، 

هدف‌گیری می‌نماید، می‌توان بطور همزمان یک یا چند سویه ویروس را هدف‌گیری کرد. 
از این روش برای ایجاد مقاومت گیاه سیب‌زمینی به انواع ویروس‌ها استفاده شده است. به عنوان مثال، برای ایجاد 
 )Chung et al., 2013) PLRV و PVY ،(Missiou et al., 2004) PVY مقاومت به انواع ویروس‌هایی مانند
و PVX ، PVY و ویروس S سیب‌زمینی )PVS) (Hameed et al., 2017( و از این راهکار برای تجاری‌سازی 

.)Mathur et al., 2017( سیب‌زمینی‌های تراریخته مقاوم به ویروس در برخی کشورها استفاده شده است

1 RNA dependent RNA polymerase	
2 RNA- induced silencing complex
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 RNase شبه  بخش  یک  و   RNA به  اتصال‌  بخش  شامل  پروتیینی  چند  مجموعه  یک   RISC  -2 شکل 
و  شناسایی  را  مکمل  توالی  دارای   mRNA مولکول‌های   ،siRNA هدایت  با  مجموعه  این  است.   H
است. توالی  به  وابسته  و  اختصاصی  بصورت  هدف   RNA سمت  به   RISC هدایت  می‌دهد.  برش 
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شکل 3- مدلی برای جلوگیری از بیان ژن توسط siRNA. RNAهای دو رشته‌ای بوجود آمده تحت فعالیت 

RNA پلیمراز، توسط آنزیم DICER )یا پروتئین‌های شبه DICER( در توالی‌های 21 تا 23 نوکلئوتیدی 

که siRNA نامیده می‌شود، انجام می‌گیرند. RISC به همراه siRNA )با آزاد کردن ATP( یکی از رشته‌های 

 RNA باقی‌مانده به عنوان یک راهنما عمل نموده و کمپلکس را به مولکول RNA را آزاد می‌کند. رشته RNA

هدف هدایت می‌کند. RNA هدف توسط RISC ریبونوکلئاز بریده می‌شود و محصولات حاصل توسط سایر 

.)https://www.gene-quantification.de/rnai.html( ریبونوکلئازها بریده می‌شود
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مواد و روش‌ها
تهیه مواد گیاهی

از آنجا که کشــت بافت و انتقال ژن در ســیب‌زمینی وابســته به رقم اســت، این دســتورالعمل برای رقم مارفونا تدوین 
شــده اســت کــه می‌توانــد بــا اصلاحاتــی بــرای ســایر ارقــام ســیب‌زمینی هم قابــل اســتفاده باشــد. به منظــور تکثیر 

گیاهچه‌هــای درون شیشــه‌ای )شــکل 4(، ریزنمونه‌هــای تــک یــا دو گرهــي در محیــط کشــت تکثیر حــاوی محیط 

کشت پایه Murashige and Skoog, 1962) MS( به علاوه سه درصد ساکارز، pH 5/7، در شرایط دمایی 22 درجه 

ســانتی‌گراد و دوره نوری 16 ســاعت روشــنایی )با شــدت 4000 لوکس( و هشــت ســاعت تاریکی تکثیر می‌شــوند.

شكل 4- مرحله تکثیر گياهچه‌هاي درون‌ شیشه‌ای سيب‌زميني )راست( و ریزنمونه‌گیری از آنها )چپ( 
استریل تحت شرایط 

تهیه ناقل پلاسمیدی RNAi و انتقال آن به اگروباکتریوم 
در ایــن روش از ســازه‌ خاموشــی ژن RNAi بــا هــدف ایجــاد مقاومــت بــه PVY اســتفاده می‌شــود. 
ــاز  ــت ب ــول 320 جف ــه ط ــی CP) PVY( ب ــن پوشش ــز پروتیي ــی رم ــی از توال ــازه بخش ــن س در ای
 )gus ــازی ژن ــت ب ــرون )389 جف ــه اینت ــک قطع ــرف ی ــو2 در دو ط ــو1 و پادس ــورت همس ــه ص ب
1 Sense	2 Antisense
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ــود.  ــازی ش ــی bar همسانه‌س ــانگر انتخاب ــاوی ژن نش ــمیدی pCAMBIA3300 ح ــل پلاس در ناق
ــه  ــا روش انجمــاد و ذوب )Sambrook and Russell, 2001( ب ســازه پلاســمیدی RNAi حاصــل ب
اگروباکتریــوم ســویه AGL1 منتقــل شــود. این پلاســمید حــاوی ژن bar رمزکننده آنزیم فسفینوتریســین 
اســتیل ترانســفراز )PAT, bar(، پیش‌بر و پایان‌بر ویروس موزاییک کلم )CaMV 35S( اســت )شکل 5(.

شکل 5- قطعه T-DNA در پلاسمید pCAMRNAiCP. توالی‌های مرزی سمت راست )RB(، توالی‌های مرزی سمت 

چپ )LB(، ژن فسفینوتریسین استیل ترانسفراز )bar(، پیشبر 3X) CaMV35S(، قطعه همسو و پادسو PVY CP، اینترون 

Spacer) SPS(، پایان‌دهنده اکتوپین سینتاز )XhoI ،SpeI ،BamHI ،AscI ،NcoI ،PstI ،)OCS3′ آنزیم‌های برشی.

تراریختی و باززایی

تهیه ریزنمونه و کشت آنها

گیاهچه‌هــای ســه تــا چهــار هفتــه‌ای بــرای تهیــه ریزنمونــه جهــت تراریختــی و باززایــی مناســب هســتند. 

ــی 5×5  ــاد تقریب ــا ابع ــر و ریزنمونه‌هــای برگــی ب ــا شــش میلی‌مت ــار ت ــه طــول چه ــه میانگــره ب ریزنمون

میلی‌متــر )شــکل 6( پــس از جداســازی بــه مــدت ســه روز در محیــط القای کالــوس )پیش‌کشــت( )جدول 

ــا دمــای 22-24 درجه‌ســانتی‌گراد و دوره  ــه مــدت دو روز در اتاقــک رشــد ب 1( ‌کشــت و ریزنمونه‌هــا ب

نــوری 16 ســاعت تحــت نــور لامپ‌هــای فلورســنت ســفید )بــا شــدت 4000 لوکــس( نگهــداری  شــوند.
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جدول 1-  محیط کشت‌های مورد استفاده در کشت بافت و تراریختی سیب‌زمینی به کمک اگروباکتریوم

محیط
)mg/l( هورمون)mg/l( آنتی بیوتیک)mg/l( عامل انتخاب

GA3TDZNAAسفوتاکسیمPPT

--220/02القای کالوس )پیش کشت(

0/022501/5انتخابی و باززایی
100تکثیر

ــی  ــاکارز، 0/7 درصــد آگار گیاه ــه درصــد س ــا س ــه Murashige and Skoog, 1962) MS( ب ــط پای ــای محی ــا و ویتامین‌ه ــا، نمک‌ه ــام محیط‌ه در تم
و pH 5/7 بــه عنــوان محیــط پایــه ‌اســتفاده شــد.

شکل 6- ریزنمونه‌های میانگره )چپ( و برگی )راست( سیب‌زمینی

تهیه سوسپانسیون اگروباکتریوم
یــک کلنــی از کشــت جامــد اگروباکتریــوم )شــکل7( حــاوی پلاســمید pCAMRNAiCP حامــل ســاختار 

ــین  ــای کانامایس ــاوی آنتی‌بیوتیک‌ه ــع ح ــط LB مای ــر محی ــری CP و ژن bar در 20 میلی‌لیت سنجاق‌س

و ریفامپســین )از هــر کــدام 50 میلی‌گــرم در لیتــر( در یــک فالکــون 50 میلی‌لیتــری بــه صــورت شــبانه 

کشــت شــود )شــکل 7(. کشــت‌ها در دمــای 28 درجــه ســانتی‌گراد در شــیکر 200 دور در دقیقــه قــرار 

گیرنــد تــا زمانــی کــه OD600 باکتــری بــه 0/6 تــا 0/8 برســد. ایــن سوسپانســیون باکتــری آمــاده اســتفاده 

ــی ســیب‌زمینی اســت. در تراریخت
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شکل 7- کشت یک کلنی باکتری از محیط کشت جامد )چپ( در محیط مایع LB )راست( و رشد شبانه آن

تلقیح ریزنمونه‌ها
ریزنمونه‌ها از محیط پیش‌کشت به فالکون حاوی سوسپانسیون اگروباکتریومی منتقل و به مدت 10 دقیقه تلقیح 

شوند )شکل 8(. بعد از انجام تلقیح ریزنمونه‌ها پس از خشک شدن سطحی بر روی کاغذ صافی استریل دوباره به 

مدت دو روز )جهت هم‌کشتی( به محیط القای کالوس منتقل شده و سپس به محیط انتخاب و باززایی انتقال یابند.

شکل 8- مراحل تلقیح ریزنمونه‌ها با سوسپانسیون باکتری )چپ( و خشک کردن سطحی آن‌ها بر روی کاغذ 

صافی استریل )راست(
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مراحل واکشت ریزنمونه‌ها تا باززایی گیاهان تراریخته احتمالی
ریزنمونه‌های تلقیح شده پس از دو روز دوره هم‌کشتی در محیط پیش‌کشت به محیط انتخاب )جدول 1( حاوی 

آنتی‌بیوتیک سفوتاکسیم )جهت حذف باکتری( و عامل انتخاب )علف‌کش PPT( منتقل شوند. به منظور کنترل 

مناسب اگروباکتریوم و جلوگیری از آلودگی پیشنهاد می‌شود حداقل هر هفت روز یکبار ریزنمونه‌ها در محیط 

تازه واکشت شوند. پس از حدود دو هفته، در انتهای ریزنمونه‌ها کالوس‌ها ظاهر شده و به دنبال آن )در طی 

حدود دو ماه( باززایی و تولید گیاهچه‌های باززا شده مشاهده خواهد شد )شکل‌های 9 و 10(.

شکل 9- مراحل باززایی گیاهان تراریخته احتمالی: )الف( هم‌کشتی، )ب( شروع تولید کالوس در انتهای 

ریزنمونه‌ها و )ج( باززایی گیاهچه‌های احتمالی تراریخته در محیط انتخابی

الفب

ج
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شکل10- نمایی نزدیک‌تر از باززایی گیاهچه‌ها از ریزنمونه میانگره )چپ( و برگ )راست(

مرحله ریشه‌زایی
گیاهچه‌های باززاشده وقتی به طول حدود دو سانتی‌متر رسیدند، از قاعده قطع شده و به ظروف شیشه مربایی )یا 

ارلن( حاوی محیط کشت ریشه‌زایی )جدول 1( منتقل شوند. به تدریج ریشه‌ها در قاعده گیاهچه‌ها ظاهر خواهند 

شد )شکل 11(. پس از ریشه‌دهی گیاهچه‌های حاصل به خاک )ترکیبی با نسبت برابر از پیت و پرلیت( منتقل شوند.

شکل 11- ریشه‌زایی گیاهچه‌ها در محیط درون‌شیشه‌ای )الف( و انتقال آن‌ها به خاک )ب(
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آزمون‌های مولکولی گیاهان تراریخته احتمالی
)PCR( واکنش زنجیره‌ای پلیمراز

به منظور بررسی اولیه و انتخاب لاین‌های تراریخته، DNA از گیاهان )پیوست 1( باززا شده در محیط انتخاب 

استخراج و با استفاده از سه جفت آغازگر اختصاصی از بخش‌های همسو و پادسوی سازه رمزکننده پروتیین 

 bar انتخابی  پادسو و ژن نشانگر  بین قطعه همسو و   )SPS( اینترون PVY-CP، بخش  پوششی ویروس 

واکنش PCR انجام شود )جدول 2(. 

جدول 2- آغازگرهای ژن bar، قطعه همسو و پادسو ژن CP، قطعه اینترون یا spacer و ژن Tubulin به 
)Housekeeping gene( عنوان کنترل داخلی

اسم پرایمرناحیه تکثیرشوندهتوالی
5'-CCATGGAGTCAAACCCGAACAAAGGAAAAG-3'F

Coat proteinCP PVY (sense) 5'-GGCGCGCCAATGCACCAAACCATAAGC-
CCATG-3'R

5'-ACTAGTAGTCAAACCCGAACAAAGGAAAAG-3'F
Coat proteinCP PVY (antisense)

5'-GGATCCAATGCACCAAACCATAAGCCCATG -3'R

5'-GGT GAC CAT GGG GCG CGC CCA ATC GAT GAT 
TTT AAA T-3'F

SpacerSPS
5'-CGC GAG GTC ACC ACT AGT TAA TTA AGC TGA 

GG-3'R

5'-CTCGGAGTCAAATCTCGGTGACGGG-3'F
Selectable markerbar

5'-CGAGTCTACCATGAGCCCAGAACG-3'R

5'-GCTTTCAACACCTTCCTTCAG-3'F
Housekeeping geneTubulin

5'-GGGGCGTAGGAGGAAAGC-3'R

 )SPS) spacer واکنش زنجیره‌ای پلیمراز با استفاده از DNA گیاهان تراریخته با جفت آغازگرهای قطعه 

و ژن نشانگر انتخابی bar، قطعاتی با اندازه‌های 389 و 520 )شکل 3( جفت بازی تکثیر خواهد کرد؛ بدیهی 

است که این قطعه‌ها نباید در گیاهان غیرتراریخته تکثیر شوند )شکل 12(. 
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شکل 12- نتایج آزمون PCR بر روی DNA ژنومی گیاهان سیب‌زمینی تراریخته احتمالی با استفاده از آغازگرهای 
اختصاصی ژن PVY CP )الف( و‌ bar )ب(؛ M، نشانگر DNA ladder mix )‌شرکت Roche(، آب، -P، گیاه 

غیرتراریخته، چاهک یک تا نه گیاهان سیب‌زمینی تراریخته.

بیان ژن در سطح رونویسی
به منظور بررسی بیان ژن در سطح رونویسی، بعد از استخراج RNA کل از گیاهان سیب‌زمینی با استفاده از 

روش ترایزول )GibcoBRL, Carlsbad, California( آزمون RT-PCR انجام می‌شود )پیوست 2(. ساخت 

cDNA با استفاده از آنزیم نسخه‌برداری معکوس Roche, Mannheim, Germany) M-MuLV( و آغازگر 

oligo (dT(15 انجام شود و سپس واکنش PCR با آغازگرهای اختصاصی قطعه اینترون )SPS( و ژن توبولین 

)tubulin( به عنوان کنترل داخلی گیاه به منظور کنترل کیفی و کمی نمونه‌های RNA استخراجی انجام گیرد. 

این آزمون نشان دهنده کارایی سازه ژنی و بررسی میزان بیان ژن در سطح mRNA است )شکل 13(. 
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الکتروفورز  ناهمسو.  و  همسو  قطعه  بین  اینترون   SPS قطعه  بیان  نیمه‌کمی   RT-PCR آزمون   -13 شکل 

آغازگرهای  از  استفاده  با  تراریخته  سیب‌زمینی  گیاه  هشت   RNA روی  بر   RT-PCR واکنش  محصول 

RT- الکتروفورز محصول  Roche(، )ب(،  M: DNA ladder mix )‌شرکت  )الف(.   SPS اختصاصی ژن 

PCR با آغازگر اختصاصی ژن توبولین به عنوان کنترل داخلی به منظور کنترل کمی و کیفی ‌RNA نمونه‌های 

لاین‌های مختلف سیب‌زمینی.

آنالیز دورگ‌سازی سادرن
تهیه کاوشگر و بررسی آن

 PCR DIG probe synthesis kit با كيت RNAi 1 كاوشگر اختصاصی ژن‌هایDIG با استفاده از سیستم نشان‌گذاري

 PCR طبق دستورالعمل کیت و با روش ،DIG تهیه شود. نشاندار کردن کاوشگر با (Roche, Mannheim, Germany

انجام شود. برای تعیین کیفیت و کمیت کاوشگر نشاندار شده، سه میکرولیتر از محصول PCR به وسیله الکتروفورز ژل 

آگارز یک درصد بررسی شود.
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همان گونه که در شکل 14 مشاهده می‌شود به علت وجود DIG در ساختار dNTPase کاوشگر نشاندار 

شده، وزن مولکولی آن بالاتر از کاوشگر غیرنشاندار ‌است که این امر نشان دهنده درستی کاوشگر است.

شــکل 14- الکتروفــورز کاوشــگر اختصاصــی ژن CP نشــاندار شــده بــا DIG بــه روش PCR labeling در ژل 

آگارز یــک درصــد )از محصــول PCR، ســه میکرولیتــر در الکتروفــورز بارگــذاری شده‌اســت(. M: نشــانگر 

.DIG ؛ 1: کاوشــگر غیــر نشــاندار؛ 2و3: کاوشــگر نشــاندار شــده بــا)Roche شــرکت‌( DNA ladder mix

دورگ‌سازی نقطه‌ای1 گیاهان تراریخت احتمالی
 DNA بــرای غربــال ســریع گیاهــان تراریختــه احتمالــی از طریــق دورگ‌ســازی نقطه‌ای، حدود شــش میکروگــرم

 DIG DNA labeling and detection kit  (Roche, ــتورالعمل ــاس دس ــت براس ــان PCR مثب ــی‌ از گیاه ژنوم

Mannheim, Germany( بــه شــرح زیــر اســتفاده شــود:

1( DNA بــا نگهــداری در آب جــوش )95 درجه‌ســانتی‌گراد( بــه مــدت پنــج دقیقــه تــک رشــته‌ای شــده 

و بلافاصلــه تیوب‌هــا در یــخ قــرار گیرنــد.

1 Dot blotting
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2(DNA روی غشا نایلونی دارای بار مثبت1 )Roche, Mannheim, Germany( دورگ‌سازی شده و غشا به 

مدت 30 دقیقه در آون با دمای 120 درجه‌سانتی‌گراد نگهداری تا DNA روی آن تثبیت شود.

3( غشا در لوله مخصوص دورگ‌سازی حاوی محلول پیش‌دورگ‌سازی )محلول دورگ‌سازی بدون کاوشگر( 

قرار گرفته و سپس لوله حاوی غشا در دستگاه انكوباتور دورگ‌سازی با دمای 53 درجه‌سانتی‌گراد و حرکت 

دورانی 12 دور در دقیقه به مدت یک ساعت نگهداری شود.

4( محلول دورگ‌سازی حاوی کاوشگر اختصاصی ژن CP نشاندار شده با DIG در بن‌ماری 68 درجه‌سانتی‌گراد 

به مدت 10 دقیقه نگهداری شده تا کاوشگر تک رشته‌ای شود.

5( پس از خالی کردن محلول پیش‌دورگ‌سازی، محلول دورگ‌سازی حاوی کاوشگر تک‌رشته‌ای در لوله 

دورگ‌سازی اضافه شده و در دستگاه آون دورگ‌سازی با دمای 53 درجه‌سانتی‌گراد به طور شبانه و با حرکت 

دورانی 12 دور در دقیقه نگهداری شود )14-12 ساعت(.

6( پس از اتمام مدت دورگ‌سازی، محلول دورگ‌سازی از لوله خالی شده )در دمای 20- قابل نگهداری 

برای آزمایش‌های بعدی است( و غشا با 100 میلی‌لیتر محلول Stringency washing A )پیوست 3( در 

دمای 25 درجه‌سانتی‌گراد با حرکت دورانی 12 دور در دقیقه، دو بار هر بار به مدت پنج دقیقه شسته شود. 

پس از حذف محلول شست‌وشوی A، غشا با 100 میلی‌لیتر محلول Stringency washing B )‌پیوست 3( 

در دمای 58 درجه‌سانتی‌گراد با حرکت دورانی 12 دور در دقیقه، دو بار هر بار به مدت 15 دقیقه شسته شود.

7( پس از حذف محلول شست‌وشوی B، غشا از درون لوله دورگ‌سازی خارج شده و در یک ظرف مسطح )‌حداقل هم 

اندازه غشا( قرار گرفته و سپس با بافر شست‌وشو )‌پیوست 3( به مدت دو تا پنج دقیقه در دمای اتاق شست‌وشو داده شود.

8( پس از حذف بافر شست‌وشو، 100 میلی‌لیتر محلول بلوک کننده2 تازه تهیه شده )پیوست 3( روی غشا 

اضافه شده و در دمای اتاق به مدت 30 دقیقه با تکان آرام نگهداری شود.

9( محلول بلوک‌کننده حذف شده و سپس 20 میلی‌لیتر محلول آنتی‌بادی ضد DIG متصل شده به آنزیم 

آلکالین فسفاتاز3 )‌با نسبت 1:5000در محلول بلوک کننده رقیق شود( روی غشا اضافه شده و در دمای اتاق 

به مدت 30 دقیقه با تکان آرام نگهداری شود.

1 Positively charged nylon membran	
2 Blocking reagent	
3 Anti-DIG-AP conjugate	



23

پژوهشگاه بیوتکنولوژی کشاورزی

10( محلول آنتی‌بادی حذف شده و غشا با 100 میلی‌لیتر بافر شست‌وشو دو بار هر بار به مدت 15 دقیقه در 

دمای اتاق با تکان آرام شست‌وشو داده شود.

11( پس از حذف بافر شست‌وشو، 20 میلی‌لیتر بافر تشخیص1 )پیوست 3( بر روی غشا اضافه شده و در 

دمای اتاق به مدت پنج دقیقه با تکان آرام نگهداری شود.

 BCIP/ 12( بافر تشخیص حذف شده و 10 میلی‌لیتر بافر تشخیص حاوی 200 میکرولیتر پیش‌ماده رنگی

ظهور  زمان  تا  اتاق  دمای  در  تاریک  محیط  در  رنگ‌آمیزی  تحت  غشای  و  شود  اضافه  غشا  روی   2NBT

سیگنال‌ها نگهداری شود )دو ساعت(.

13( پس از اتمام واکنش رنگ‌زا3، بافر حاوی سوبسترای )گهرمایه( رنگی دور ریخته شده و غشا در 50 میلی‌لیتر 

بافر TE به مدت پنج دقیقه در دمای اتاق با تکان آرام شست‌وشو و در نهایت از غشا عکس‌برداری شود.

با  هومولوگ  توالی  وجود  عدم  نشان‌دهنده  غیرتراریخته  سیب‌زمینی  گیاه   DNA توسط  لکه  تشکیل  عدم 

کاوشگر اختصاصی ژن CP در ژنوم خود و غیرتراریخته بودن آن است )شکل 15(. ایجاد لکه‌های تیره در 

سازه نوترکیب pCAMRNAiCP به عنوان شاهد مثبت نشان‌دهنده غلظت مناسب کاوشگر و درستی انجام 

آنالیز دورگ‌سازی است. تشکیل لکه‌های تیره با DNA گیاهان PCR مثبت نشان‌دهنده دورگ شدن کاوشگر 

اختصاصی ژن CP با مکمل خود در ژنوم این گیاهان بوده و تایید دیگری بر تراریخته بودن این نمونه‌ها است 

و می‌توان گفت که ‌این گیاهان حداقل دارای یک نسخه از ژن انتقالی در ژنوم خود هستند.

1 Detection buffer
2 Nitro blue tetrazolium/5- bromo-4- chloro-3-indolyl phosphate	
3 Chromogenic reaction
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شکل 15- آنالیز دورگ‌سازی نقطه‌ای برای گیاهان PCR مثبت و غربال آن‌ها برای آنالیز دورگ‌سازی سادرن. 

DNA ژنومی‌گیاه شاهد غیرتراریخت به عنوان شاهد  )P-( .پلاسمید نوترکیب به عنوان کنترل مثبت )CP(

منفی. بقیه بلات‌ها )T( مربوط به DNA ژنومی‌گیا‌هان مختلف تراریخته است.

لکه‌گذاری سادرن
هضم آنزيمي DNA ژنومي

حدود 30 میکروگرم DNA ژنومی‌ از برگ گیاهانی که دارا بودن ژن در آن‌ها از طریق دورگ‌سازی نقطه‌ای 

تایید شده )dot مثبت(، گیاه غیرتراریخت به عنوان شاهد منفی و پلاسمید نوترکیب CP به عنوان شاهد مثبت 

به وسیله آنزیم‌های Roche, Mannheim, Germany) EcoRI( هضم شوند. حدود 2/5 واحد آنزیم به 

ازای هر میکروگرم DNA استفاده شده و واکنش‌های هضمی )‌با حجم نهایی 200 میکرولیتر( در بن‌ماری با 

دمای 37 درجه‌سانتی‌گراد به طور شبانه نگهداری شود.

انتقال DNA هضم شده به غشا
ابتدا کیفیت DNA هضم شده با الکتروفورز ژل آگارز 0/8 درصد ارزیابی شود. DNA ژنومی ‌هضم شده 

و هضم نشده روی ژل آگارز 0/8 درصد بارگذاری شده و در الکتروفورز با ولتاژ 50 به مدت پنج ساعت 

تفکیک شوند. ژل آماده شده با محلول HCl 250 میلی‌مولاربه مدت 15 دقیقه تیمار شود. پس از شست‌وشوی 

ژل با آب مقطر استریل، ژل در محلول NaOH 0/4 نرمال دو مرتبه و هر مرتبه به مدت 15 دقیقه تیمار شود.

دوباره ژل با آب مقطر استریل شسته شود. با روش انتقال مویین )Sambrook and Russell, 2001( در 

هرم سادرن، DNA از ژل به غشای نایلونی دارای بار مثبت )Roche, Mannheim, Germany( انتقال داده 

 2X برداشته شد و با محلول DNA شود )شکل 16(. پس از گذشت 8-10 ساعت، غشای نایلونی حاوی

CPP-T1T2

T3T4T5T6



25

پژوهشگاه بیوتکنولوژی کشاورزی

SSC  )پیوست 3( شست‌وشوی سطحی شده و سپس در آون 120 درجه‌سانتی‌گراد به مدت 30 دقیقه نگهداری شود. پیش 

دورگ‌سازی، دورگ‌سازی غشا و مراحل بعدی تا عکس‌برداری همانند روش ذکر شده در مورد دورگ‌سازی نقطه‌ای است. 

شکل 16- انتقال DNA از ژل به غشای نایلونی دارای بار مثبت در هرم سادرن. طرح شماتیک )راست( و 

واقعی )چپ( اجزای هرم سادرن 

همان‌طور که در شکل 17 مشاهده می‌شود، کاوشگر اختصاصی ژن CP با DNA گیاه غیرتراریخت به عنوان شاهد 

منفی دورگ نشده و باندی برای آن تشکیل نشده ‌است و این بیانگر عدم وجود قطعه مکمل کاوشگر در ژنوم 

سیب‌زمینی است. تفاوت در الگوی دورگ‌سازی و اندازه قطعه‌های DNA در سه لاین تراریخته نشان می‌دهد که در 

دو لاین یک نسخه از ژن CP در یک مکان‌ و در لاین سوم دو نسخه از ژن وجود دارد. در نتیجه دو لاین تراریخته 

1 و 2 در واقع یک رخداد هستند و لاین سوم با دو نسخه از تراژن، رخداد مستقل دیگری است.
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ــاندار  ــگر نش ــه. کاوش ــیب‌زمینی تراریخت ــای س ــرای لاین‌ه ــادرن ب ــازی س ــز دورگ‌س ــکل 17- آنالی ش

شــده بــا DIG بــه طــول320 جفــت بــاز بــرای دورگ‌ســازی DNAهــای ژنومــی بــرش داده شــده ‌اســتفاده 

 .)T( ؛ ‌لاین‌هــای تراریختــه)Roche شــرکت‌( DIG نشــاندار شــده بــا VII خط‌کــش مولکولــی :M .شــد

EcoRI گیــاه غیرتراریختــه هضــم شــده بــا آنزیــم P-

PVY آزمون زیست‌سنجی مقاومت به
بــه منظــور بررســی میــزان مقاومــت لاین‌هــا در مقابــل ویــروس PVR، لازم اســت آزمون‌های زیست‌ســنجی 

انجــام شــود. مراحــل انجــام آزمــون بــه شــرح زیر اســت:

تهیه منبع ویروس:
سویه N ویروس PVY جدا شده از گیاهان سیب‌زمینی به منظور تکثیر بر روی گیاهان توتون رقم سامسون 

)Nicotiana tabacum cv. Samsun( مایه‌زنی مکانیکی شود. بدین جهت بافت گیاهی آلوده به PVY به 

نسبت یک گرم بافت در 10 میلی‌لیتر بافر فسفات 0/1 مولار با اسیدیته pH 7/2 در یک هاون چینی سرد کاملًا 

له و عصاره‌گیری شود. عصاره حاصله روی گیاهان جوان چهار تا پنج برگی توتون مایه‌زنی مکانیکی شود.
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برای افزایش راندمان انتقال، می‌توان از پودر کاربوراندم 500 مش به‌عنوان خراش‌دهنده سلول‌های اپیدرمی سطح 

برگ استفاده کرد. گیاهان در شرایط گلخانه آزمایشی عاری از حشرات ناقل تحت شرایط دمای 24 تا 26 درجه 

سانتی‌گراد، نور طبیعی متناوب 12 ساعت روشنایی و رطوبت نسبی 70 تا 80 درصد نگهداری شوند. 

حدود دو هفته پس از تلقیح، آلودگی گیاهان توتون به PVY با استفاده از آزمون الایزا و به کمک آنتی‌بادی 

اختصاصی PVY )شرکت بیوربا، سوئیس( مورد بررسی قرار گیرد. بطور اختصار، ابتدا طبق توصیه شرکت 

 35  ،Na2CO3 ميلي‌مولار   15( كربنات  بافر  در   1/1000 رقت  ويروس  اختصاصي  آنتي‌بادي  از  سازنده، 

 100 بشقابك  چاهك  هر  به  و  شده  تهيه   9/6 برابر   pH با   NaN3 ميلي‌مولار  پنج   ،NaHCO3 ميلي‌مولار 

ميكروليتر از آن اضافه و كي شب در شرايط چهار درجه سانتي‌گراد قرار داده شود. شست‌وشوي بشقاب‌كها 

 0/008 ،KH2PO40/001 مولار ،KCl 0/003 مولار ،NaCl شامل: 0/13 مولار( PBS-T با بافر شست‌وشو

ميلي‌ليتر   0/5 و   ،PVP-24000 درصد  دو  حاوي   ،pH  7/4 با   ،NaN3 مولار   0/003  ،Na2HPO4 مولار 

Tween 20( انجام شود. از هر گیاه مورد آزمون كي برگ انتخاب و با استفاده از بافر عصاره‌گيري )شامل 

Ov� دو گرم ،PVP 20 گرم ،KCl 0/2 گرم ،Na2HPO4 1/15 گرم ،KH2PO4 0/2 گرم ،NaCl  هشت گرم 

albumin، 1/3 گرم NaSO4، 0/2 گرم NaN3 و 0/5 ميلي‌ليتر Tween20 در كي ليتر آب‌مقطر، pH برابر 

7/4 به نسبت 1:10 )كي گرم بافت با 10 ميلي‌ليتر بافر( عصاره‌گيري به عمل آید. در هر چاهك بشقابك 

الايزا 100 ميكروليتر عصاره ريخته شود. در این مرحله سه چاهک با عصاره حاصله از گیاه سالم )شاهد 

سالم یا منفی( و دو چاهک با عصاره گیاه آلوده )شاهد آلوده یا مثبت( و دو چاهک با خود محلول بافر 

عصاره‌گیری )شاهد بافر یا blank( پر شوند. بشقاب‌كها به مدت كي شب در چهار درجه ‌سانتي‌گراد نگه‌داري 

شوند. پس از سه بار شست‌وشو مانند مرحله قبل، 100 ميكروليتر از آنتي‌بادي متصل شده به آنزيم آلكالين 

 PVP-24000 2%،( بافر كانجوگيت فسفاتاز )کانجوگیت( طبق توصیه شرکت سازنده رقت 1/1000 در 

Tween-20 0.5ml، MgCl2.6H2O 0.001M در PBS با pH 7/4( تهیه شده و به هر چاهك اضافه شود. 

 PBS-T بشقابک به مدت چهار ساعت در 37 درجه سانتي‌گراد قرار داده شود. مجددا شست‌وشو در بافر

انجام و در مرحله بعد محلول سوبسترا شامل كي ميلي‌گرم نمك پارانيتروفنيل فسفات در كي ميلي‌ليتر بافر 

دي‌اتانول‌آمين با )pH 9/8( تهیه و به چاهک‌ها افزوده شود. ميزان جذب نور چاه‌كها در طول موج 405 

نانومتر، 60 دقيقه پس از افزودن محلول سوبسترا به وسيله دستگاه خوانش‌گر الایزا )ELISA reader( مدل 

BioTek )آمریکا( اندازه‌گيري شود. نمونه‌هايي كه ميزان جذب نوري آنها مساوي يا بيش از سه برابر ميانگين 
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ميزان جذب مربوط به شاهد سالم )منفي( است، به عنوان نمونه‌هاي آلوده به ويروس در نظر گرفته شوند. پس از 

تایید آلودگی گیاهان توتون به ویروس PVY، این گیاهان به عنوان منبع آلودگی ویروس برای ادامه مراحل آزمون 

انتخاب و در شرایط گلخانه نگهداری شوند. 

:)challenge inoculation( تلقیح چالشی
گیاهچه‌های تهیه شده از لاین‌های تراریخته از محیط کشت درون‌شیشه‌ای به خاک پیت‌ماس درون لیوان‌های 

یک‌بار مصرف پلاستیکی سترون منتقل و پس از نگهداری به مدت دو هفته در شرایط اتاقک رشد با رطوبت 

بالای 80 درصد جهت سازگاری، به گلخانه منتقل شوند )شکل 18(. از هر لاین تعداد حداقل 10 گیاهچه 

)به عنوان 10 تکرار( در آزمون مورد استفاده قرار گیرد. گلدان‌ها در طول مراحل آزمون در شرایط گلخانه 

آزمایشی عاری از حشرات ناقل تحت شرایط دمای 24 تا 26 درجه سانتی‌گراد، نور طبیعی متناوب 12 ساعت 

روشنایی و رطوبت نسبی 70 تا 80 درصد نگهداری شوند. گیاهچه‌های جوان توسط محلول غذایی کود 

کامل، در فواصل هفته‌ای تغذیه شوند. 

گیاهچه‌ها در سن شش تا هفت برگی توسط جدایه PVYn-H مایه‌زنی مکانیکی شوند. برای این منظور 

ابتدا برگ‌های توتون آلوده به ویروس )منبع آلودگی( به نسبت دو گرم بافت در 10 میلی‌لیتر بافر فسفات 

0/1 مولار pH 7/2 در هاون سرد عصاره‌گیری شوند. برای تسهیل در روند انتقال مکانیکی ویروس، از پودر 

کاربوراندم 500 مش به روش بالا استفاده شود. بلافاصله پس از مایه‌زنی مکانیکی، برگ‌های مایه‌زنی شده 

توسط آب مقطر استریل به آرامی شسته شوند. گیاهان سیب‌زمینی فاقد قطعه الحاقی و گیاهان سیب‌زمینی 

رقم اگریا غیرتراریخت تلقیح شده به روش فوق به عنوان شاهدهای مثبت و همچنین گیاهان سیب‌زمینی 

فاقد قطعه الحاقی، گیاهان سیب‌زمینی رقم مارفونای غیرتراریخته و گیاهان توتون رقم سامسون غیرتراریخت 

که فقط با بافر خالی مایه‌زنی شده‌اند نیز به عنوان شاهدهای منفی در آزمون در نظر گرفته شوند. به منظور 

اطمینان از روند انتقال مکانیکی، گیاهچه‌ها پس از 15 روز مجددا همانند مراحل بالا مایه‌زنی مکانیکی شوند.

شکل 19 نشان می‌دهد که لاین‌های CP83 ،65-CP-60، CP-117، CP وCP-21 مقاومت بالایی نسبت به 

ویروس PVY از خود نشان داده‌اند. در این میان لاین CP-34 هرچند تفاوت معنی‌داری نسبت به گیاه کنترل 

دارد، ولی نسبت به سایر لاین‌های تراریخته مقاومت کمتری از خود نشان می‌دهد.
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انتقال به گلخانه جهت  شکل 18- گیاهچه‌های لاین‌های تراریخته مستقر شده در بستر پیت‌ماس و آماده 

شروع آزمون تلقیح چالشی

ارزیابی واکنش گیاهان تلقیح شده
DAS-ELI� با استفاده از روش PVY  یک ماه پس از اولین مایه‌زنی، گیاهان مایه‌زنی شده از نظر آلودگی به 

SA مورد آزمون قرار گیرند. برای ردیابی ویروس از برگ‌های رویش یافته جدید )بالاتر از ناحیه مایه‌زنی 

شده( استفاده شود. مراحل آزمون الایزا همانند مرحله قبل است. نتایج آزمون الایزا در فواصل 60 و 180 

دقیقه پس از افزودن سوبسترا توسط دستگاه خوانش‌گر الایزا مورد سنجش و ثبت قرار گیرد. گیاهانی که 

میانگین میزان جذب نوری چاهک مربوط به آنها مساوی یا سه برابر میانگین میزان جذب نوری چاهک شاهد 

منفی )سالم( است )عدد آستانه یا cut-off(، به عنوان واکنش مثبت )آلوده( در نظر گرفته شود. همچنین علائم 

ظاهری روی گیاهان مایه‌زنی شده ثبت و یادداشت‌برداری شود. 
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شکل 19- مقایسه لاین‌های مختلف سیب‌زمینی تراریخته در مقابله با PVY با استفاده از آزمون الیزا 21 به 

روش دانکن در سطح 5 درصد. غلظت ویروس با اندازه‌گیری OD در طول موج 405 نانومتر تعیین شد. 

Control، گیاه کنترل آلوده شده با ویروس PVY. سایر کدها مربوط به لاین‌های مختلف تراریخته است.
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پیوست 1
استخراج DNA از بافت گیاه سیب‌زمینی

 ،)1983( .Dellaporta et al از روش PCR در مقیاس کم برای غربال اولیه گیاهان با DNA برای استخراج

به شرح زیر استفاده شود )در مقیاس بزرگ از 100 گرم بافت برگی و به همان نسبت از مواد استفاده شود(:

1( چهار گرم از برگ‌های تازه در‌هاون با استفاده از ازت مایع کاملًا پودر شود.

پودر  بافت  میلی‌لیتر حجم  ازای هفت  به  زیر(  استخراج 65 درجه‌سانتی‌گراد )جدول  بافر  میلی‌لیتر   16 )2

شده )‌به ازاء حدود 10-15 میلی‌لیتر حجم بافت پودر شده، 24 میلی‌لیتر بافر استخراج( اضافه شد و پس از 

مخلوط کردن با دستگاه ورتکس، نمونه‌ها به مدت 15 دقیقه در بن‌ماری 65 درجه‌سانتی‌گراد نگهداری شوند.

DNA جدول: بافر استخراج

غلظت نهایی )میلی‌مولار(حجم مورد نیازمحلول ذخیره
Tris-HCl, 1M (pH 8)10100
EDTA, 0.5 M (pH 8)1050

NaCl, 2.5 M10500
ddH2O70-

SDS1/25 درصد1/25 گرم
Sodium Bisulfate0/38 درصد0/38 گرم

3( پنج میلی‌لیتر محلول استات پتاسیم پنج مولار به نمونه‌ها اضافه شده و پس از چندین بار سر و ته کردن، 

نمونه‌ها به مدت 20 دقیقه روی یخ با تکان آرام نگهداری شوند.

4( نمونه‌ها در 3000 دور در دقیقه در دمای چهار درجه‌سانتی‌گراد به مدت 20 دقیقه سانتریفیوژ شده و مایع 

شفاف رویی پس از فیلتر کردن از طریق گاز استریل به فالکون جدید منتقل شود.

5( معادل دو سوم حجم روشناور، ایزوپروپانل سرد به نمونه‌ها اضافه شده و فالکون‌ها به مدت 30 دقیقه در 

دمای 20- درجه‌سانتی‌گراد نگهداری شوند تا DNA رسوب کند.

6( نمونه‌ها در 3000 دور در دقیقه در دمای چهار درجه‌سانتی‌گراد به مدت 20 دقیقه سانتریفیوژ شده و پس 

از دور ریختن روشناور، رسوب DNA با اتانول 70  درصد شست‌وشو و در دمای اتاق خشک شود.
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7( رسوب DNA در یک میلی‌لیتر آب دوبار تقطیر استریل حل شده و پس از انتقال محلول DNA به تیوب 

1/5 میلی‌لیتری، یک میکرولیترRNase )10 میلی‌گرم در میلی‌لیتر( به آنها افزوده و نمونه‌ها در بن ماری 37 

درجه‌سانتی‌گراد به مدت یک ساعت نگهداری شوند.

8( 500 میکرولیتر فنل: کلروفرم: ایزوآمیل الکل )1:24:25( روی محلول DNA اضافه شده و تیوب‌ها چندین 

بار سر و ته شوند )10-5 دقیقه(.

9( نمونه‌ها در 13000 دور در دقیقه در دمای چهار درجه‌سانتی‌گراد به مدت 10 دقیقه سانتریفیوژ شوند.

10( روشناور به دقت برداشته شد و به تیوب‌های جدید منتقل شود و پس از اضافه کردن ایزوپروپانل سرد به 

اندازه هم حجم روشناور، نمونه‌ها در دمای20- درجه‌سانتی‌گراد به مدت 30 دقیقه نگهداری شوند.

11( نمونه‌ها در 13000 دور در دقیقه در دمای چهار درجه‌سانتی‌گراد به مدت 20 دقیقه سانتریفیوژ شده 

و پس از حذف روشناور، رسوب DNA با اتانول 70 درصد شست‌وشو داده شده و سپس در دمای اتاق 

خشک شود.

12( رسوب DNA در 100-200 میکرولیتر بافر TE حل شده و در 10000 دور در دقیقه به مدت پنج دقیقه 

سانتریفیوژ شود و سپس محلول DNA به تیوب جدید منتقل شود. کیفیت و کمیت نمونه‌ها DNA استخراج 

شده با الکتروفورز در ژل آگارز 0/8 درصد و مقایسه نوارها با نوارهای DNAλ، تعیین شود و نمونه‌های 

DNA در دمای 20- درجه‌سانتی‌گراد تا زمان استفاده نگهداری شود.
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پیوست 2
 RNA استخراج

برای بررسی بیان ژن در سطح رونویسی، استخراج RNA گیاهان سیبزمینی با استفاده از استفاده از روش 

ترایزول )GibcoBRL, Carlsbad, California( به شرح زیر صورت گرفت.

1- حدود 100 میلی‌گرم بافت برگي در ‌هاون با منجمد کردن در ازت مایع آسیاب شد و نمونه‌های پودر شده 

به تیوب‌های 1/5 میلی‌لیتری انتقال داده شد.

2- یک میلی‌لیتر بافر استخراج ترایزول به تیوب‌ها اضافه شد و سپس محتوای تیوب‌ها با دستگاه ورتکس 

مخلوط شدند.

3- نمونه‌ها در 10000 دور در دقیقه در دمای چهار درجه‌سانتی‌گراد به مدت 10 دقیقه سانتریفیوژ شدند.

4- روشناور حاوی RNA ،DNA و پروتیین‌ها به تیوب جدید انتقال داده شد. 

5- 200 میکرولیتر کلروفرم به نمونه‌ها اضافه شد و تیوب‌ها به مدت 15 ثانیه سر و ته شدند و به مدت پنج 

دقیقه در دمای آزمایشگاه نگهداری شدند.

6- نمونه‌ها در 10000 دور در دقیقه در دمای چهار درجه‌سانتی‌گراد به مدت 15 دقیقه سانتریفیوژ شدند.

7- از بین سه فاز ایجاد شده در تیوب‌ها، فاز بی‌رنگ بالایی به تیوب جدید انتقال داده شد. 

8- معادل یک دوم حجم روشناور ایزوپروپانل سرد به نمونه‌ها اضافه شد و پس از چند بار سر و ته کردن، 

نمونه‌ها به مدت 5-10 دقیقه در دمای آزمایشگاه نگهداری شدند.

9- نمونه‌ها در 13000 دور در دقیقه در دمای چهار درجه‌سانتی‌گراد به مدت 10 دقیقه سانتریفیوژ شدند.

10- پس از حذف روشناور، رسوب RNA با الکل 75 درصد شست‌وشو داده شد.

11- به رسوب RNA، 20-50 میکرولیتر آب DEPC )با غلظت 0/1  درصد( بسته به حجم آن افزوده شد. 

الکتروفورز ژل آگارز 1/3 درصد ویژه  اسپکتروفتومتری و  به وسیله دستگاه   RNA 12- کیفیت و کمیت 

RNA تعیین شد و نمونه‌های RNA در فریزر 80- درجه‌سانتی‌گراد تا زمان استفاده نگهداری شدند.
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پیوست 3
بافرها و محلول‌های مورد نیاز برای لکه‌گذاری سادرن

محلول دورگ‌سازی )100 میلی‌لیتر(

مقدارماده

 *Nap20 )میلی‌لیتر( بافر  
Water)30 )میلی‌لیتر
BSA1 گرم 

EDTA (pH 8.0))200 )میکرولیتر
SDS 20%)35 )میلی‌لیتر   

Water)15 )میلی‌لیتر  

Stringency washing A محلولStringency washing B محلول

مقدارمادهمقدارماده
SSC2XSSC0/X5
SDS0/1 درصدSDS0/1 درصد

20X SSC)pH 5/7( بافر اسید مالیک
مقدار )میلی مولار(مادهمقدار )میلی مولار(ماده

Tri- Sodium Citrate0/3Maleic acid100
NaCl3NaCl150


