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اندازه بسـیار کوچک ویروس ها نسـبت به اکثر بیمارگرهای شـناخته شـده در طبیعت، ماهیت 
پیچیـده آن هـا در آلوده کردن میزبان، تکثیر موضعی و انتشـار حیرت انگیز آن ها در بافـت های میزبان 
و بالاخـره اسـتفاده از روش هـای مختلـف در انتقـال از میزبـان آلـوده به سـالم، ویـروس ها را 
بـه بیمارگرهایـی بسـیار مهاجـم در طبیعـت تبدیـل کـرده اسـت. بـه دلایل اشـاره شـده، تاکنون 
روش مؤثـری  بـرای کنتـرل آنهـا در سـطح کاربـردی شـناخته نشـده و »پیشـگیری« از ورود 
ویـروس هـا بـه میزبـان، مهم تریـن روش مبـارزه بوده اسـت. به هر حـال، به خاطـر اندازه 
نانومتریـک ویـروس هـا، پیشـگیری از شـیوع و گسـترش آنهـا در طبیعـت بر پایـه ردیابی و 
شناسـایی اولیـه آن هـا اسـتوار اسـت. در بیـن روش های مختلف برای ردیابی ویـروس ها به ویژه 
در برنامـه هـای گواهـی سـامت، روش های سـرولوژیکی بـه دلایل مختلـف، از جملـه هزینه 
پاییـن تر، قابلیت اسـتفاده بیشـتر در بررسـی تعـداد زیاد نمونه هـا در زمان واحـد و مدت زمان 
کمتـر بـرای اعـام نتایـج آزمون، اهمیـت زیادی پیـدا نموده اسـت. با ایـن وجـود، بزرگترین 
چالـش در موفقیـت ایـن روش، دسترسـی به آنتی بـادی اختصاصی و دقیق ویـروس مورد نظر 
و شـاهدهای آزمـون اسـت. بـه دلیل اهمیـت موضوع در صنعت بـذر و نهال به عنـوان یکی از 
نهـاده هـای اساسـی در بهبود و توسـعه بخش کشـاورزی و به ویژه، وظایف سـنگین مؤسسـه 
تحقیقـات ثبـت و گواهـی بـذر و نهال در گواهی سـامت بخش بزرگی از مواد تکثیری کشـور، 
چالـش اشـاره شـده بـا راه اندازی تولیـد آنتی بـادی نوترکیب بـرای ردیابی شـش ویروس مهم 
آلـوده کننـده سـیب زمینی و ارتقای آن به سـطح نیمـه صنعتی، بـه فرصتی بزرگ بـرای تأمین 

ایـن مواد بیولوژیک ارزشـمند تبدیل شـده اسـت.
بر اسـاس مطالعات انجام شـده، مسـائل مرتبط با گیاه پزشـکی )آفات، بیماری ها و علف های 
هرز( مسـئول26 تا 40 درصد خسـارت سـالیانه به محصولات اسـتراتژیک کشـاورزی در دنیا 
هسـتند و ممکن اسـت میزان خسـارت در برخی شـرایط بـه حدود 80 درصـد کل محصولات 
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نیز برسـد. در این بین، خسـارت مسـتقیم سالیانه ناشـی از بیمارگرهاي ویروسي 
گیاهـي بیـش از 30 میلیارد دلار برآورد شـده اسـت، در صورتی که خسـارت های 
غیر مستقیم آنها در شرایط نهفتگی1  و بدون عائم بیماری، هزینه های مرتبط 
باکنتـرل ناقـان بیولوژیکـی، لـزوم رعایت فاصله ایزولاسـیون از منابـع آلوده 
برای تولید بذر و نهال سـالم، بررسـی های آزمایشگاهی سامت مواد تکثیری 
بـه ویـژه برای تجارت منطقـه ای و جهانی، آموزش، تحقیق و توسـعه و ... 

مقولـه هایـی مجزا بـوده و در تخمیـن فوق گنجانده نشـده اند.
 RNA( مکانیسـم هـای بیمـاری زایی ویروس هـا، دارا بودن انـواع ژنوم
یا DNA تک رشـته ای یا دو رشـته ای، مثبت یا منفی، اسـید نوکلئیک های زیر 
ژنومـی، ناقـص و ماهواره ای2(، نحوه انتقال از میزبان های آلوده به سـالم از طریق 
حشـرات )در فـرم هـای مختلف ناپایـا3 ، پایا4 ، نیمـه پایـا  5و تکثیر تعـدادی از 
ویـروس هـا در حشـرات ناقل و انتقـال به تخم و نتاج6 (،  دانـه گرده، مواد 
تکثیـری )بـذر، نهـال، پایه، پیونـدک، قلمه، پاجـوش، غده، پیـاز، ریزوم( و 
انتقـال مکانیکـی و بالاخـره انـدازه نانومتریـک ویـروس هـا و جهش های 
سـریع و نوترکیبـی در ژنـوم کـه موجـب ایجـاد نژادهـای مهاجـم تـر و یا 
ویـروس هـای جدیـد می شـوند، عماً مبـارزه با ایـن عوامـل را )برخاف 
سـایر بیمارگرهـا( بـا روش های شـناخته شـده غیر ممکن سـاخته اسـت. 
بنابرایـن، تنهـا روش باقیمانـده و مؤثـر برای مواجهه با ایـن عوامل بر پایه 

»پیشـگیری از آلودگی« اسـتوار است.
بـا اینکـه همـه روش هـای اشـاره شـده فوق، بسـته بـه ویـروس/ نژاد 
ویـروس، میزبـان )و رقـم آن( و شـرایط محیطـی در موفقیـت و کارایـی 
انتقـال ویـروس هـا از میزبـان هـای آلـوده بـه سـالم نقـش مهمـی دارند، 
ولـی انتقـال از طریـق بذر و نهال و سـایر انـدام های تکثیـری گیاه، نقش 
اساسـی در ورود اولیـه آلودگـی بـه مـزارع و باغات و در نتیجه در شـیوع و 
گسـترش ویـروس هـا در مناطق جدید دارد. سـایر روش های اشـاره شـده 
در انتقـال ویـروس هـا بـه ویژه میزبـان های غیـر زراعی که یکـی از منابع 
اولیـه برای گسـترش بیماری های ویروسـی محسـوب می شـوند، معمولًا 
در کشـاورزی و باغـداری مـدرن از طریـق فنـون علمی زراعـی و باغی قابل 
مدیریـت هسـتند. بنابرایـن، انتقـال ویروس هـا در بـذر و نهـال، مهم ترین 
روش انتقـال آن هـا بـه زراعـت و باغداری جدیـد به ویژه در سـطوح ملی، 
منطقـه ای و جهانـی تبدیـل شـده و باعـث سـختگیری هـای قرنطینه ای 
شـدید، بـه خصـوص در مبـادی ورودی بذر و نهال شـده اسـت. اسـتفاده 
از مـواد تکثیـری سـالم بـا پیشـرفت علوم دیگـر به ویـژه علـوم مرتبط با 
سـامت غـذا، لـزوم دسترسـی عمومی به غـذای سـالم و ارگانیـک و نیز 
ضـرورت حفاظـت از محیـط زیسـت، اهمیت بیشـتری پیدا نموده اسـت.

شناسـایی دقیـق ویروس ها در صنعـت تولید مواد تکثیـری، کلیدی ترین 
نقـش را در پیشـگیری از انتقـال بیمـاری های ویروسـی بازی مـی کند. در 
صورت شناسـایی دقیق، امکان سـالم سـازی بـذر و نهال از ویـروس ها با 

روش هـای مختلف، میسـر شـده و تولید انبوه مـواد تکثیری اولیه سـالم با 
فنـون مبتنـی برکشـت بافت، باعث خواهد شـد تا ضمن دسترسـی فعالین 
بخـش کشـاورزی به مواد سـالم، مدیریت بیمـاری های ویروسـی، راحت تر 

انجـام و محصـول سـالم به وفـور در اختیار عموم قـرار گیرد.
بـه هـر حـال، ماهیت پیچیده ویـروس ها، شناسـایی و ردیابی دقیـق آن ها را 
بـا چالـش هایی مواجه نموده اسـت. اهمیـت موضوع ردیابـی ویروس های 
گیاهی و سـایر بیمارگرهای آوندی در تولید غذای سـالم  و کافی برای جمعیت رو 
به رشـد جهان از یک طرف و تغییرات اقلیمی مرتبط با گرم شـدن هوا و افزایش 
جهانـی دی اکسـید کربن و نقش این تغییـرات در فیزیولوژی گیاهـان و افزایش 
حساسـیت آنهـا به بیمـاری ها به خصـوص بیمـاری هـای ویروسـی از طرف 
دیگـر، باعـث شـده اسـت کـه تعـدادی از نهادهـای تحقیقاتی مطـرح در 
تولیـد علـوم مـرز دانش در ایـن حوزه، تحقیقات خود را به سـمت توسـعه 
تکنولـوژی هـای دقیق تـر در ردیابی بیمارگرها بـه ویژه ویروس هـا متمرکز 
نماینـد. حتـی سـال گذشـته میـادی از طرف سـازمان ملل متحـد به نام 
سـال» سـامت گیاه7 «  نامگذاری شـد ولی متأسفانه شـیوع پاندمی جدید، 
انتشـار فعالیـت هـا و برگزاری همایش هـای جهانی را در این مـورد همانند 

سـایر علوم، به شـدت تحـت تأثیر قـرار داد. 
همچنان که اشـاره شـد، بـه دلیل حضور سـاختارهای پروتئینی و اسـید 
نوکلئیکـی در پیکـره ویـروس هـا، هر نـوع روش در شناسـایی آنهـا، بر پایه 
ردیابـی پروتئیـن و اسـیدنوکلئیک یا ترکیبی از هـر دو )آزمـون های عفونت 
زایـی( اسـتوار اسـت. هر یک از روش های اشـاره شـده، مزیت هـا و معایبی 
دارنـد کـه در مقـالات علمی مختلف به آنها اشـاره شـده و از ذکر جزئیات 

آنهـا در ایـن نـگارش خودداری می شـود. 
یکـی از روش های دقیق، سـریع، نسـبتاً ارزان و کاربـردی برای ردیابی 
ویـروس هـای گیاهـی و جانـوری بـا تعـداد زیاد نمونـه ها بـه خصوص در 
آزمایشـگاه هـای پاتولوژیکـی انسـانی و جانوری، پسـت هـای قرنطینه ای 
و نهادهـای گواهـی سـامت مـواد تکثیـری گیاهی دنیـا )مانند مؤسسـه 
تحقیقـات ثبـت و گواهـی بـذر و نهـال در ایـران(، بـر اسـاس شناسـایی 
پروتئیـن پوششـی یـا سـایر پروتئیـن ویـروس هـا بـا آنتـی بـادی هـای 
اختصاصـی تهیـه شـده علیـه پروتئین )یـا پروتئین هـای( همـان ویروس 
 )ELISA( 8اسـتوار اسـت. مرسـوم تریـن روش، آزمـون هایی به نـام الایـزا
هسـتند کـه در سـال 1977 بـرای ردیابـی بیمـاری هـای ویروسـی گیاهان 
توسـعه یافـت. ایـن آزمـون هـا علیرغـم مزایای اشـاره شـده،  با چالشـی 
بسـیار بـزرگ به نام » وابسـتگی کامل تجـاری به آنتی بـادی اختصاصی 
ویـروس هـا« بـرای انجـام آزمون ها مواجه اسـت. بـه طوری کـه عماً با 
نبـود آنتـی بـادی اختصاصی هـر ویروس، علیرغـم وجود همـه امکانات و 
مـواد بیولوژیکـی دیگر، امکان ردیابـی آن با این روش وجود نـدارد. تقریباً 
تمـام نهادهای فعال در ردیابی بیمارگرهای ویروسـی در سـطوح کاربردی 
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دنیـا و حتـی مراکـز آموزشـی و تحقیقاتـی، آنتـی بـادی هـای اختصاصـی 
مـورد نیـاز خـود را از شـرکت های بزرگ غربی کـه در اکثر مـوارد از دقت 

خوبـی هم برخـوردار هسـتند، تهیه مـی نمایند.
 از جملـه ایـن نهادهـا در کشـور، مؤسسـه تحقیقـات ثبـت و گواهـی 
بـذر و نهـال اسـت کـه سـالیانه درصـد قابـل توجهـی از بذور سـیب زمینی 
تولیـدی کشـور را از نظـر عـدم آلودگـی به شـش بیمـاری ویروسـی موجود 
در اسـتانداردهای ملـی این محصول بنـام ویروس هـای وایPVY( 9(، ای10ِ  
)PVA(، ام11  )PVM(، اس12   )PVS( ، ایکـس13  )PVX( و بـرگ قاشـقی 
سـیب زمینـیPLRV( 14( برای صدور گواهی سـامت به صـورت میدانی و 
آزمایشـگاهی بررسـی می کند )جدول 1(. مؤسسـه تحقیقات ثبت و گواهی 
بـذر و نهـال قباً آنتی بـادی های مورد نیـاز برای ردیابی هر شـش ویروس 
را هماننـد سـایر مراکـز و سـازمان ها، از شـرکت هـای غربی و بـا همکاری 

شـرکت هـای ثالـث خارجی و داخلـی، تأمین مـی کرد.
واردات مواد بیولوژیکی مانند آنتی بادی های اشـاره شـده و کنترل های مثبت 
و منفـی آزمـون هـا، عـاوه بر خـروج ارز از کشـور، معمولاً با چالـش هایی نظیر 
دسترسـی دیرهنـگام، دقت پایین یا عـدم توانایی آنتی بادی هـای غیربومی در 
ردیابـی برخـی ویروس ها یا جدایه های ویروسـی، نوسـانات شـدید ارزی 
و بالاخـره برخـی چالـش هـای دیگـر که اشـاره بـه آن هـا از حوصله این 
مقالـه خـارج اسـت، باعث بروز مشـکاتی در ارائـه به موقع نتایـج آزمون ها 
بـرای صـدور یـا عدم صـدور گواهی سـامت بذور سـیب زمینی می شـد. 
مشـکات اشـاره شـده همـواره قریـن گواهـی سـامت سـیب زمینی 
بـذری و سـایر مـواد تکثیری کشـور در مؤسسـه تحقیقات ثبـت و گواهی 
بـذر و نهـال از زمـان تأسـیس آن در سـال 1382 بـوده اسـت. بـه عاوه، 
افزایـش رو بـه رشـد تقاضـای گواهی سـامت از طرف تولیـد کنندگان و 
مصـرف کننـدگان بـذر و نهال در راسـتای بهبـود بازدهی تولیـد و نیز امکان 
صـادرات نهـاده هـای تکثیری در صورت داشـتن »گواهی سـامت«، باعث 
شـده تـا نیـاز مؤسسـه بـه مـواد بیولوژیـک به خصـوص آنتـی بـادی های 
اختصاصـی همـواره رشـد صعـودی داشـته باشـد )جـدول 1(.  از طـرف 
دیگـر درخواسـت همکاری از برخی مؤسسـات تحقیقاتی بـرای تولید آنتی 
بـادی هـا، بنا بـه دلایلی به سـرانجام نرسـید. بنابرایـن، برای رفـع نهایی 
ایـن معضـل در گواهـی سـامت بذر سـیب زمینـی و گام نهـادن در افق 
دیگـری از پیشـرفت علمی، مؤسسـه تصمیـم گرفت با تکیه بـر توان فنی 
کارشناسـان خـود و بـا جـذب حمایـت مالـی از معاونـت علمـی و فناوری 
ریاسـت جمهـوری، فعالیتـی تحقیقاتـی بـا عنـوان » بیـان ژن نوترکیـب 
پروتئیـن پوششـی15  ویروس های مندرج در اسـتانداردهای ملی سـامت 
بـذر سـیب زمینی به منظـور تولید آنتی بـادی های چند همسـانه ای علیه 
ویـروس هـا« را در سـازمان تحقیقات، آمـوزش و ترویج کشـاورزی آغاز و 

بـا تولیـد آنتی بـادی های بومـی بـرای اسـتفاده در ردیابی شـش ویروس 
فـوق در گواهـی سـامت بـذور سـیب زمینـی بـا آزمـون هـای الِایـزا به 

نتیجه برسـاند.
اهداف طرح

طراحـی و اجـرای تحقیـق اشـاره شـده، دو هـدف عمـده تحقیقاتـی 
و کاربـردی را دنبـال مـی کـرد: هـدف تحقیقاتـی طـرح »بومـی سـازی 
تولیـد آنتـی بـادی هـای اختصاصی با تکیـه بر مهندسـی ژنتیـک و فناوری 
DNA نوترکیب16« و گسـترش این فعالیت ها برای ردیابی سـایر بیماری های 

ویروسـی بـذر و نهـال بود. هدف کاربـردی آن »ارتقـاء قابلیت های علمی 
و تحقیقاتـی بـه سـطوح اجرایـی« مـورد نیـاز بـرای گواهی سـامت بذر 
سـیب زمینـی بـود. بـرای موفقیـت طرح تاش شـد تـا آنتی بـادی های 
تولیـد شـده طوری طراحی شـوند تا ضمن داشـتن قـدرت رقابت بـا انواع 
تجـاری موجـود، از کارایی بالاتـری برخوردار بوده و چالش های همیشـگی 

در تأمیـن آن هـا مرتفـع گردد.
فعالیت های تحقیقاتی- اجرایی و نتایج طرح 

شـرط لازم بـرای موفقیـت هر نوع طـرح تحقیقاتـی کاربـردی محور، 
مطالعـه جامـع تمـام زوایـای ممکـن، قبـل از شـروع و ادامـه مطالعـه در 
ضمـن انجـام آن مـی باشـد. همچنان که اشـاره شـد، ویـروس هـا از توان 
بالایـی برای جهـش ژنومی به منظور تطابق با شـرایط موجود و جدیـد برخوردار 
هسـتند. بنابرایـن، امکان حضور سـویه هـای مختلف ویروس هـای مطالعه 
شـده در ایـن تحقیـق کـه احتمــالًا روابـط سـرولوژیک آنهــا را نیـز تحت 
تأثیـــر قـرار مـی دهد، وجـود داشـت. از طرف دیگـر، ماهیت بیوشـیمیایی 
و فیزیکوشـیمیایی پروتئین های مورد مطالعه ویروس ها به عنوان اهداف نهایی 
آنتـی بـادی هـای تولید شـده، در ردیابـی ویروس مـورد نظر تأثیر گذار اسـت. به 
عـاوه، پروتئیـن هـای خارجی بیان شـده در سـویه هـای مختلف باکتـری ها، 
معمـولًا بـرای باکتری سـمی بـوده و عماً بیـان پروتئین اتفـاق نمی افتد.  
بـا علـم بـه ایـن فرضیه ها سـعی شـد طراحـی تحقیق بـه گونه ای باشـد 
 PVY، PVA، PVM، کـه نخسـت، اطاعات جامعـی از تمام جدایه هـای
PVS،  PVX و PLRV در همـه مناطـق تولیـد سـیب زمینـی در کشـور 

بـه ویـژه از نظـر تـرادف پروتئیـن پوششـی به دسـت آیـد تا ضمـن تجمیع 
و تفسـیر درسـت اطاعـات، جدایه )جدایـه های( غالـب هر ویـروس برای 
ادامه مطالعه شناسـایی شـوند. دوم، ژنوم جدایه های منتخب در سـویه های 
متفاوت در سیسـتم های باکتریایی، همسـانه سـازی و بیان شـده و کیفیت 
و کمیـت پروتئیـن های بیان شـده بررسـی شـود. سـوم، پروتئین هـای بیان 
شـده به هر دو فرم طبیعی و واسرشـته اسـتخراج و خالص سـازی شـوند. 
در آخـر، پروتئیـن هـا در دو شـکل فوق و بـه صورت ترکیبـی در خرگوش 
تزریـق شـده و آنتـی بادی هـای حاصل از نظـر کارایی در ردیابـی ویروس ها 
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بررسـی شـوند. برای دسـتیابی به فرضیـه  های فـوق، فعالیت هـای میدانی 
و آزمایشـگاهی بـه طـور جداگانـه برای هر ویـروس و به ترتیـب زیر انجام 

   : شد
1- جدایـه هـای مختلـف ویروس ها از مناطق عمده کشـت سـیب زمیني 
بـذري و خوراکي کشـور )اسـتان هاي خراسـان رضـوي، همـدان، اردبیل، 
هرمـزگان، کرمان،کرمانشـاه، مرکـزي و اصفهـان( جمـع آوري گردیـد و 

آلودگـي آنهـا بـه ویـروس )هـا( با آزمـون هاي الایزا بررسـي شـد.
2- آغازگرهـاي اختصاصـی بـراي تکثیـر تـرادف کامـل ژن پروتئیـن 
پوششـيCP( 17(  ویـروس هـا بـا اسـتفاده از داده هـاي ژنومـی موجود در 
مـورد ویـروس هـا در بانـک هـای ژنومـی ماننـد NCBI18  طراحـي شـد.

RNA -3 تعـدادي از جدایـه هـاي مربـوط بـه هـر ویـروس بـر اسـاس 
مناطـق نمونـه بـرداری بـه طـور تصادفي، اسـتخراج شـده و پـس از تهیه 

DNA مکمـل19 ، ژنـوم کامـل مربـوط بـه نواحـی پروتئیـن پوششـی 

ویـروس هـا، تکثیـر و تـرادف یابـي شـد.
4- پـس از تعییـن تـرادف ژن CP جدایـه هـای ویـروس ها، تـرادف های 
غالـب بـر اسـاس زیـر همچینـي تـرادف هـا بـا نـرم افزارهایـي ژنتیکـی 
مشـخص شـده و ادامـه فعالیـت روي تـرادف جدایـه های غالب به شـرح 

زیـر انجام شـد.
5-تـرادف هـا بـه طـور مجـزا در ناقل مناسـب همسـانه سـازی20  شـد  . 
پس از اسـتخراج پاسـمید از باکتـری ها، قطعات ژنومی مـورد نظر دوباره 

تـرادف یابي و تأیید شـد.
6-آغازگرهایـي داراي دنبالـه هایي متصـل به آنزیم هاي برشـي با ترادف 
مناسـب جهت همسـانه سـازي در ناقـل باکتریایـی بیان، طراحي شـده و 
سـپس ناحیـه CP جدایـه ها بـا ایـن آغازگرها از پاسـمید انتخاب شـده 

 ردیف

 بعد از تولید آنتی بادی های بومی تولید آنتی بادی های بومیقبل از 

 کل هزینه هزینه واردات )هزار آزمون( مقدار مورد نیاز کل هزینه هزینه واردات )هزار آزمون( مقدار مورد نیاز آنتی بادی

1 PVY 15 25 375 30 275 8250 

2 PVA 10 25 250 15 275 4125 

3 PVM 10 25 250 15 275 4125 

4 PVS 10 25 250 15 275 4125 

5 PVX 10 25 250 15 275 4125 

6 PLRV 15 25 375 30 275 8250 

 4900 35 140 175 5/2 تیوب 70 کنترل مثبت 7

 18000 45 400 700 5/3 تیوب 200 کنترل منفی 8

 55900  2625  مجموع

 

جــدول 1- مقایســه میــزان و 
هزینــه ســالیانه آنتــی بــادی هــا 
و کنتــرل هــای مثبــت و منفــی 
خریــداری شــده از خــارج کشــور 
تحقیقــات  موسســه  توســط 
ــال  ــذر و نه ــی ب ــت و گواه ثب
گواهــی  در  اســتفاده  بــرای 
ــذری  ــی ب ــیب زمین ســامت س
قبــل و بعــد از تولیــد آنتــی 

ــی. ــای بوم ــادی ه ب

ــزار  ــه ه ــادی ب ــی ب ــر آنت مقادی
آزمــون درســال و هزینــه واردات 

ــه میلیــون ریــال اســت. ب

دربند 5 تکثیر شـد. پس از همسـانه سـازی در سـویه مناسـب باکتریایی، 
دوبـاره بـرای تأییـد صحت تـرادف و حضور آنزیم های برشـی مهندسـی 

شـده، تـرادف یابی انجام شـد.
7- قطعـات ژنومی مهندسـی شـده ویروس ها و ناقل هـای بیان باکتریایی 
بـا آنزیـم هـای برشـی مـورد نظر هضـم و پـس از خالـص سـازی در هم 
الحـاق شـدند. سـازه هـای ژنومـی21  حاصل با شـوک حرارتی کـه باعث 
ایجـاد مجـرا هایـی در دیـواره سـلولی باکتـری مـی شـود، در سـلول های 
باکتـری وارد شـده و باکتـری های حامل رشـد داده شـدند. حضور قطعات 
ژنومـی پروتئین پوششـی ویـروس ها در ناقل هـای بیان با آزمون هـای واکنش 
زنجیـره ای پلیمـراز22  و غربالگـری با آنتی بیوتیک هـای اختصاصی تأیید 

 . شد
8- واکنـش هـای القـاء بیـان پروتئیـن پوششـی جدایـه هـای منتخـب 
ویـروس هـا در باکتـري همسـانه سـازي شـده، انجام و شـرایط مناسـب 

بـرای بیـان ژن هـا بهینـه سـازی شـد. القـاء موفـق بیـان پروتئیـن ها با 
الکتروفـورز آنهـا روي ژل پلـي اکریـل آمیـد23  بررسـي شـد.

9- پـس از القـاء ابتدایـی موفق، بیان پروتئین ها در حجـم بالا در باکتری 
انجـام و خالـص سـازي پروتئیـن ها به دو صـورت طبیعی24  و واسرشـته25  
بـا طراحـی سـتون هـای کروماتوگرافی و اسـتفاده از رزین نیـکل26  انجام 

. شد
10- هـر یـک از پروتئین ویروسـی بیان شـده در حجم بالا، قبـل از ادامه 
آزمـون هـا و بـرای تایید بیشـتر، با آزمون هـای مختلف )الکتروفـورز روی 
ژل اکریـل آمیـد، وسـترن باتینـگ27 ، دیبـا28 و الایـزا با آنتی بـادی های 

تجاری( بررسـی شد. 
11- هـر کـدام از پروتئیـن های ویروسـی خالص شـده به طـور طبیعی و 
واسرشـته یـا ترکیبـی از هـر دو به طـور جداگانه، چهـار تا پنـج نوبت و با 

اسـتفاده از ادجوانـت29  بـه خرگوش سـفید نیوزیلندی تزریق شـد.



ثبت و گواهی بذر و نهال |  بهار و تابستان 1402
12

12- پـس از خـون گیري مختصر از خرگوش ها و جداسـازی سـرم خون، 
آنتـی سـرم هـای موجـود بـرای ردیابـی پروتئیـن هـای خالـص شـده یا 
پیکـره هـای ویروس ها بررسـی شـد. پـس از تاییـد کامل، خـون از قلب 

خرگـوش هـا اسـتخراج و آنتی سـرم ها تهیه شـدند.
13- ایمیونوگلوبولیـن هـای IgG(30(  موجـود در آنتـی سـرم هـا برای هر 
ویـروس بـه طـور جداگانه رسـوب داده شـده و با اسـتفاده از کیسـه دیالیز 

خالص سـازی شـدند.
14- غلظـت مناسـب گاماگلوبولیـن با اسـتفاده از اسـپکتروفتومتر تعیین و 

تنظیم شـد.
 )IgG-AP(  3115- واکنـش اتصال گاماگلوبولیـن به آنزیم آلکالین فسـفاتاز

با اسـتفاده از گلوتارآلدهید انجام شـد.
16- عیـار مناسـب گاماگلوبولیـن و گاماگلوبولین متصل بـه آنزیم AP در 

آزمـون هـای الایـزا بـرای ردیابی هر ویروس بهینه سـازي شـد.
17- آنتـي بـادي و کانجوگیت32 تهیه شـده بـا نمونه هاي مشـابه خارجي 
در ردیابـي جدایـه هـاي جمع آوري شـده از کشـور بـرای هر ویـروس در 

چندیـن آزمـون به طور جداگانه مقایسـه شـد.
خاصـه مراحـل مختلف تولید آنتـی بادی های چند همسـانه ای برای 

ردیابی ویروس وای سـیب زمینی به صورت شـماتیک در شـکل 1 نشـان 
است. داده شده 

نتیجه گیری نهایی
پیشـرفت هـای علـوم تجربـی در اواخر قرن بیسـتم در نتیجـه زحمات 
طاقـت فرسـای پژوهشـگران ایـن رشـته از علـوم، افقی نو بـرای زندگی 
بهتـر را بـه آیندگان بــــاز کرد. بدون شـک فنـاوری های ژنتـــیکی به 
ویـژه فنـاوری هـای DNA نوترکیـب، یکـی از بزرگتریـن و کاربردی ترین 
دسـت آوردهـا در علـوم سـلولی- مولکولـی  و یکـی دیگـر از نشـانه های 
نبوغ بشـری از اواخر قرن گذشـته بوده اسـت. این فناوری در حال حاضر نه 
تنها توسـط پژوهشـگران عرصه های مختلف در مراکز آموزشی و تحقیقاتی 
دنیا برای کشـف بیشـتر حقایق طبیعت برای زندگی بهتر اسـتفاده می شـود، 
بلکـه امکان کاربـردی نمودن DNA موجـودات مختلف در درمان بسـیاری 
از بیمـاری هـا از جملـه بیماری هـای انسـانی را فراهـم آورده و نقش مهمی 
در کارآفرینـی داشـته اسـت. نمونه های بارز آن، شـرکت هـای بزرگی مانند 
فایـزر33 ، نـووو نوردیسـک34  و سـایر کمپانـی هـای بزرگـی هسـتند که در 
زمینـه تولیـد انـواع پروتئیـن هـا، آنتـی بیوتیـک هـا، داروهـا و سـایر مواد 

بیولوژیـک نقش جهانـی پیدا کـرده اند.  

1
2

3 4

تزریق پروتئین به 
خرگوش 

 استخراج آنتى سرم 
و  خرگوش  خون  از 
آنتى  سازى  خالص 
بادى چند همسانه اى 

اختصاصى 

 تیترسنجى 

5

7 8

6

جمع آورى نمونـه گیاهى 
 آلــــوده بــه ویـــــروس 
 از مزارع سیب زمـــینى  
و استخراج ژنوم ویروس 

تکثیر ژن مورد نظر 
و همسانه سازى در 
سیستم باکتریایى و 

تهیه سازه بیان 

روى  پروتئین  بیان  تایید   
ژل اکریل آمید 

تایید اختصاصى بودن پروتئین بیان شده با 
آزمون وسترن بلاتینگ 

 ارزیابى آنتى بادى تولید شده در ردیابى ویروس مورد نظر 
 و مقایسه آن با نمونه هاى مشابه تجارى در آزمون هاى الایزا 

شکل 1( خاصه ای از مراحل مختلف تولید آنتی بادی نوترکیب علیه ویروس Y سیب زمینی.
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هـر چنـد که تهیـه آنتی بـادی با روش های سـنتی نیز برای شناسـایی 
بیمارگرها امکان پذیر اسـت، ولی طاقت فرسـا بـودن، هزینه بالا، امکانات 
گران قیمت آزمایشـگاهی، نیاز بیشـتر به نیروی انسـانی و از همه مهمتر، 
دقـت پاییـن در نتیجه اختال در خـواص ایمنی زایی پروتئیـن ویروس در 
حیـوان خونگـرم و تشـخیص سـایر پروتئیـن هـای میزبان هـای تکثیری 
بیمارگرهـا، از معایـب روش هـای سـنتی بـه حسـاب مـی آیـد. بـه عاوه، 
تولیـد آنتـی بـادی بـا روش هـای کاسـیک، بـرای اسـتفاده هـای عملی 
بـه ویـژه در مراکـز پاتولوژیکـی کـه با تعـداد فـراوان نمونه ها سـر و کار 
داشـته و بـه حجـم بـالای آنتی بـادی ها نیـاز دارنـد، جوابگو نمی باشـد.  
همچنـان کـه اشـاره شـد، تهیـه آنتی بـادی ها از شـرکت هـای خارجی نیز 
عـاوه بر دسترسـی ناکافـی و چالش برانگیـز بودن در شـرایط متفاوت، با 
صـرف هزینـه های هنگفـت و دقت ناکافـی در برخی موارد مواجه اسـت.

مؤسسـه تحقیقـات ثبـت و گواهی بذر و نهـال با اسـتفاده از تکنولوژی 
DNA نوترکیـب، آنتـی بـادی های مـورد نیاز خـود برای گواهی سـامت 

بـذور سـیب زمینـی را در راسـتای انجـام بخشـی از رسـالت هـای قانونی 
و ملـی خـود در گواهـی سـامت مـواد تکثیـری کشـاورزی کشـور تهیه 
نمـود. بـا توجـه بـه اینکه آنتـی بادی هـای تهیه شـده ضمن راسـتی 
آزمایـی بـا نمونـه هـای مشـابه تجـاری، در ردیابـی ویـروس هـای 
سـیب زمینـی در بیـش از یکصـد هـزار نمونـه گیاهـی آلوده و سـالم 
بررسـی و بـا آزمـون هـای مولکولی )در صـورت نیاز( تأیید شـده اند، 
مـی تـوان ادعـا کرد که ایـن مؤسسـه، اولین نهـاد در بین مؤسسـات 
تکنولـوژی  ایـن  از  اسـتفاده  توانسـت  کـه  اسـت  کشـور  تحقیقاتـی 
نیمـه صنعتـی  بـه مرحلـه  نوترکیـب،  آنتـی بـادی هـای  تولیـد  را در 
برسـاند و سـالیانه بالـغ بـر 180 هـزار دلار صرفـه جویـی ارزی نمایـد. 
بـه عـاوه، وارد شـدن در مسـیر تولیـد ایـن مـواد بیولوژیـک حیاتی 
بـرای بررسـی سـامت بذور سـیب زمینـی، تجربیـات ارزشـمندی را 
بـرای انجـام فعالیـت هـای مشـابه در مـورد سـایر بیمارگرها بـه ویژه 
بیمارگرهـای ویروسـی درختـان میـوه در راسـتای گواهـی سـامت 

نهـال فراهـم نموده اسـت.
بررسـی هـای اولیـه مؤسسـه در بـه کارگیـری فنـاوری نانو35  بـر پایه 
آنتـی بـادی هـای تولید شـده، امیدهای زیـادی را بـرای کاربـردی نمودن 
اسـتفاده از آنتـی بـادی هـا در بررسـی هـای میدانـی گواهـی بـذر سـیب 
زمینـی ایجـاد نمـوده اسـت. امیـد مـی رود ایـن یافتـه اخیـر افـق جدیـد 
دیگـری در پیشـبرد گواهی سـامت بـذر و نهـال در آینده نزدیک باشـد. 

تشکر و قدردانی
مجـری مسـئول و مجریـان طـرح از معاونـت علمـی و فنـاوری ریاسـت 
جمهـوری بـه دلیـل حمایت هـای مالی تشـکر مـی نمایند. موفقیـت طرح 

مرهـون امکانات و حمایت های معنوی سـازمان تحقیقـات، آموزش و ترویج 
کشـاورزی و مجموعـه همـکاران زحمـت کش و صدیق مؤسسـه تحقیقات 
ثبـت و گواهـی بـذر و نهـال اسـت کـه بدینوسـیله مراتـب سپاسـگزاری و 

قدردانـی نثارشـان می شـود.
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