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الكشف عن صحة النبات
باستخدام تقنية رقائق الحمض النووي

يــؤدي نشــاط كل جيــن إلــى إنتــاج بروتيــن والــذي يقــوم بعــدة 
أدوار فــي الخليــة، هــذا المبــدأ يســمى فــي علــم البيولوجيــا 

الجزيئيــة بالمبــدأ الرئيســي

زاد نشــاط جيــن مــن  أنــه كلمــا  مــن هنــا يمكننــا أن نســتنتج 
الجينــات زادت كميــة الـــ mRNA المنتجــة وبالتالــي تزيــد نســبة 

الجيــن.  البروتينــات المصنعــة مــن طــرف هــذا 
يعنــي أنــه إذا أردنــا أن نتعــرف علــى الجينــات النشــطة فــي 
ــرى مــن  ــة ون ــات فــي الخلي ــا أن نأخــذ كل البروتين ــة يمكنن الخلي
هــو البروتيــن الموجــود بأكبــر نســبة، لكــن مــن الجانــب العملــي 

ــات:  تمثــل عــدة تحدي
ــزال  ــن وتحليلهــا لا ي ــة الجي ــن مختلفــة عــن بني ــة البروتي : بني

ً
أولا

 .
ً
ــرا  كبي

ً
ــا  وســوف يأخــذ وقت

ً
ــا صعب

: رأينــا أن الحمــض الأمينــي الواحــد يمكــن تشــفيره مــن 
ً
ثانيــا

تسلســل  عرفنــا  لــو  حتــى  يعنــي  كودونــات،  عــدة  طــرف 
عــدة  لدينــا  يكــون  البروتيــن ســوف  فــي  الأمينيــة  الأحمــاض 

البروتيــن. هــذا  أنتــج  الــذي  الجيــن  لصيغــة  احتمــالات 
الطريقــة الأســهل هــي اســتخلاص الـــ mRNA الموجــود فــي 
الخليــة وقيــاس نســبته، إذ أن بنيتــه مكملــة لبنيــة الجيــن ولــه 

خاصيــة هامــة وهــو أنــه قابــل للتهجيــن يعنــي أنــه يمكننــا أن 
نصنع نســخة مكملة له )cDNA( باســتعمال الجزيئات القاعدية 

مفهوم تقنية رقائق الحمض النووي
أو مــا تســمى الـــ Microarray، بمــا أننــا ســوف نقــوم بقيــاس 
ــر شــريحة وأضــع فيهــا 

ِّ
نســبة الـــ mRNA فمــا علــي إلا أن أحض

للخليــة  يمكــن  التــي   mRNA الـــ  لسلاســل  مكملــة  سلاســل 
الشــريحة  إلــى   mRNA الـــ  أضيــف  عندمــا  وبالتالــي  إنتاجهــا 
فســوف تلتصــق بالسلســلة التــي تكملهــا، ولمعرفــة كــم نســخة 
ــرة مــن كل  ــن أقــوم بوضــع نســخ كثي ــم إنتاجهــا مــن كل جي ت
cDNA وأقيــس نســبة الـــ mRNA التــي التصقــت )هجــن( مــع 
بإضافــة  أقــوم  النســبة  هــذه  ولقيــاس  المكملــة.  السلاســل 
عنصــر مشــع لــكل mRNA   وبعدهــا أقيــس فــي الشــريحة 

نســبة إضــاءة كل نقطــة.
Microarray( DNA  طرائق صنع رقائق الــــ

1- الطريقة الأولى هي استعمال روبوتات:
الفتحــات )المســابير  المكملــة فــي  بتثبيــت السلاســل  تقــوم 
أو )Probes الموجــودة فــي الشــريحة وفــي هــذه الطريقــة 
 )cDNA library( تجهيــز مكتبــة السلاســل التكميليــة 

ً
يتــم أولا

ووضعهــا فــي الروبــوت وإخبــاره بمــكان وضــع كل سلســلة.
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2-الطريقة الثانية هي تتمثل في بناء السلاسل التكميلية: 
السلاســل  إلــى  قاعــدي  جــزء  مــرة  كل  فــي  يضــاف  حيــث 
بشــكل متــوازي يتــم اســتعمال الشــريحة وقنــاع الشــريحة فــي 
وضعهــا الأولــي تحتــوي علــى سلاســل مكونــة مــن مجموعــة 
أخــرى و  التصــاق مركبــات  يمنــع  هيدروكســيل وجــزء حامــي 
فــي كل مــرة يتــم اســتعمال قنــاع يحتــوي علــى فراغــات تحــدد 
المــكان الــذي نريــد إضافــة الجــزيء القاعــدي إليــه، مثــلا T ثــم 
يقــوم تحفيــز الأماكــن المحــددة باســتعمال الضــوء ممــا يــؤدي 
إلــى نــزع الجــزء الحامــي وبعدهــا يتــم وضــع المركــب T علــى 
الشــريحة فيلتصــق فقــط فــي الأماكــن المفتوحــة, بعدهــا يتــم 
غســل الشــريحة لنــزع المكونــات التــي لــم تلتصــق ويغيــر القنــاع 
، إذ 

ً
و تضــاف قواعــد أخــرى وهــي الشــريحة الأكثــر اســتعمالا

تســمح بتحكــم أكبــر بالسلاســل التــي يــراد إضافاتهــا.
كيف يتم استعمال رقائق الحمض النووي من أجل 

دراسة صحة النباتات؟
نشــاط  نســبة  قيــاس  أجــل  مــن  تســتعمل  الرقائــق  هــذه  أن 
الجيــن ومعرفــة الجينــات النشــطة والخامــدة، لكــن عندمــا تكــون 
( فــإن 

ً
الخليــة فــي حالــة غيــر طبيعيــة )المــرض النباتــي مثــلا

ــي يجــب أن  ــات الت ــات ســوف يتغيــر فبعــض الجين نشــاط الجين
 
ً
تكــون نشــطة يقــل نشــاطها بصفــة ملحوظــة أو ينعــدم تقريبــا

أو مــن الجهــة الأخــرى يتــم تنشــيط جينــات التــي يجــب أن تكــون 
ــر نشــطة. ذات نشــاط ضعيــف أو غي

من أجل دراسة هذا التغيير نقوم بالخطوات التالية:
1-تحضيــر العينــات: فــي هــذه المرحلــة يتــم أخــذ عينــات مــن خلايــا 

النبــات غيــر الطبيعية والســليمة. 
2-اســتخراج الـــــ  mRNA: يتــم اســتخراج الـــ mRNA مــن خلايــا كل 
 mRNA ــة فــي أنبــوب و ــات العادي ــة ووضــع mRNA  العين عين

العينــات المريضــة فــي أنبــوب آخــر.
باســتعمال   mRNA الـــ  توســيم  يتــم   :mRNA الــــ  3-توســيم 
ــزر، فيتــم  مكونــات كيميائيــة تشــع عندمــا تحفــز باســتعمال اللي
ــد  ــذي يشــع عن ــب بالمكــون Cy3 )ال توســيم واحــد مــن الأنابي
اســتعمال الليــزر الأخضــر( والأنبــوب الآخــر بالمكــون Cy5( الــذي 
يشــع عنــد اســتعمال الليــزر الأحمــر(، ثــم بعدهــا نقــوم بوضــع 

ــوب واحــد.  فــي أنب
ً
ــن معــا ــوى الأنبوبي محت

الـــ   إلــى  الموســمة   mRNA الـــ  بإضافــة  نقــوم  4-التهجيــن: 
ــة التهجيــن بحيــث تلتصــق كل   Micrroarrayليتــم بعدهــا عملي

التهجيــن. لمبــدأ  وفقــا  لهــا  المكملــة  بالسلســلة   mRNA

الـــ  أجــل  الرقاقــة مــن  يتــم بعدهــا غســل  الرقاقــة:  5-غســل 
mRNA التــي لــم تلتحــم مــع مكملاتهــا مــن أجــل تفــادي أيــة 

أخطــاء فــي قيــاس نســبة النشــاط.
6 -المســح بالليــزر وتحليــل الصور:الـــ mRNA تكــون موســومة 
بلونيــن مختلفيــن الأخضــر للخلايــا العاديــة والأحمــر للخلايــا ذات 
الحالــة غيــر الطبيعيــة حيــث يشــع كل لــون عنــد اســتعمال ليــزر 
معيــن، فلقيــاس نســبة الجينــات فــي الخلايــا العاديــة نقــوم 
بإرســال الليــزر الأخضــر فتشــع الجينــات العاديــة، فنأخــذ صــورة 
علــى هــذا الإشــعاع، ثــم نقــوم باســتعمال الليــزر الأحمــر فتشــع 

ــر الطبيعيــة.                                                                                                   ــة غي ــا ذات الحال ــات النشــطة فــي الخلاي الجين

 لمعرفة نســبة 
ً
نقــوم بعدهــا بأخــذ هــذه الصــور ومعالجتها رقميا

إشــعاع كل جيــن فــي كل مــن العينتيــن ولضمــان القياســات 
فــي  نقطــة  كل  أن  ضمــان  يجــب  دقيقــة  علهــا  المتحصــل 
الرقيقــة تتعــرض لنفــس نســبة الضــوء وأن الصــورة مأخــوذة 

بشــكل واضــح.
فــي العــادة يتــم دمــج الصورتيــن للحصــول علــى فكــرة أوليــة 
ــة  ــا ذات الحال ــر نشــطة فــي الخلاي عــن الجينــات النشــطة والغي

غيــر طبيعيــة.
 بعــد دمــج الصورتيــن لاحظنــا أن لــون أحــد المســابير مائــل 

ً
فمثــلا

للــون الأخضــر فهــذا يعنــي أن نشــاط الجيــن فــي الخليــة العاديــة

الكشف عن صحة النبات
باستخدام تقنية رقائق الحمض النووي
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أكثــر مــن نشــاطه فــي الخليــة ذات الحالــة غيــر طبيعيــة وإذا 
 لــه لــون أحمــر فنســتنتج أن هــذا الجيــن أكثــر 

ً
رأينــا أن مســبارا

 فــي الخلايــا ذات الحالــة غيــر طبيعيــة أمــا إذا كان لــون 
ً
نشــاطا

المســبار أصفــر فنســتنتج أن نشــاط هــذا الجيــن لــم يتغيــر.

7 – تحليــل بيانــات رقاقــة الـــــ DNA: ســنركز علــى طــرق تحليــل 
البيانــات ومــا هــي الاحتياطــات التــي يجــب أخذهــا بعيــن الاعتبــار 
القيــام  تقســيم مراحــل  يتــم  العــادة  فــي  فــي كل مرحلــة. 
بتجــارب الـــ Microarray إلــى ســبعة مراحــل أساســية كمــا هــو 

موضــح فــي الشــكل.

1- الســؤال البيولوجي:حتــى وإن كانــت هــذه المرحلــة بديهيــة 
لكنهــا فــي رأيــي هــي مــن أهــم المراحــل إذ يجــب علــى الباحــث 
قبــل الشــروع فــي التجربــة، معرفــة نــوع المشــكلة التــي يريــد 
: مــا هــو نــوع المــرض؟ ماهــي خصائــص 

ً
الإجابــة عنهــا مثــلا

العينــات التــي يجــب أخذهــا؟ مــا هــي الحالــة التــي يجــب أن 
المرحلــة  هــذه  فــي  الهــدف  تحديــد  فيهــا؟،  العينــات  تكــون 
يســاهم فــي زيــادة احتمــال الحصــول علــى النتائــج المرجــوة 
ومــن ثــم فهــم نتائــج التجربــة وتصحيــح الأخطــاء إن وجــدت.

التفكيــر فــي  المرحلــة  يتــم خــلال هــذه  التجربــة:  2- تصميــم 
تفاصيــل التجربــة و تحضيــر العينــات مــع انخفــاض ســعر الرقائــق 
 عشــرة 

ً
ــلا ــن )مث ــات مــن النوعي يستحســن اســتعمال عــدة عين

عينــات لخلايــا ســليمة و عشــرة عينــات مريضــة( مــن أجــل زيــادة 
الدقــة الإحصائيــة و إلغــاء الأخطــاء الموجــودة فــي كل عينــة، 
حيــث مــن المعلــوم أنــه لــو أعدنــا التجربــة باســتعمال نفــس 
ويقــوم  الجهــاز  نفــس  ونســتعمل  الكميــة  ونفــس  العينــة 

بالتجربــة نفــس الشــخص لــن تكــون النتائــج مطابقــة %100 .
 تحديــد نــوع الرقائــق التــي ســوف 

ً
بالإضافــة إلــى هــذا يجــب أيضــا

ســتعمل، رقائــق ثنائيــة القنــاة أم رقائــق أحاديــة القنــاة فــي 
ُ
ت

ــاة يجــب فقــط الأخــذ بعيــن  ــة القن ــة اســتعمال رقيقــة ثنائي حال
الاعتبــار أن نســبة التهجيــن ونســبة الـــ mRNA ســتكون مختلفــة 
بيــن العينتيــن وحتــى إن كانــت النســبة متســاوية فــإن نســبة 
إشــعاع اللــون الأحمــر )Cy3( واللــون الأخضــر )Cy5( ليســت 
متســاوية، لتصحيــح هــذه المشــكلة نقــوم بعمليــة قلــب الألــوان 
حيــث نقــوم بالتجربــة مرتيــن وفــي كل تجربــة نقلــب الألــوان 
بيــن العينتيــن، فالعينــة التــي كانــت ملونــة بالأحمــر فــي التجربــة 
فــي  بالأخضــر  وِنــت 

ُ
ل التــي  والعينــة  بالأخضــر  تلــون  الأولــى 

ــة. التجربــة الأولــى تلــون بالأحمــر وتعــاد التجرب

رسم تخطيطي يوضح مبدأ قلب الألوان

:Microarray3- القيام بتجربة ال
بعــد تجهيــز كل العينــات واختيــار نــوع الرقيقــة نقــوم بالتجربــة. 
4- معالجــة الصــور وحســاب نســبة النشــاط:في هــذه المرحلــة 
ــد نســبة الإشــعاع  تســتعمل برامــج متخصصــة مــن أجــل تحدي
عــن  الناجمــة  التشــويش  نســبة  وتحديــد  مســبار  كل  فــي 
الإشــعاعات الناجمــة عــن مصــادر أخــرى غيــر عمليــة التهجيــن. 
إذ أن هنــاك عــدة عوامــل يمكــن أن تأثــر علــى نســبة الإشــعاع 
 حذف 

ً
كوضعيــة الرقيقــة، ضغــط الغرفــة،... إلــخ، لهــذا يجــب أولا

الحقيقيــة  بالإشــارة  والاحتفــاظ  الخلفيــة  التشويشــات  هــذه 
قــدر الإمــكان، تختلــف البرامــج المســتعملة فــي تحليــل الصــور 
لكنهــا كلهــا تعمــل علــى حســب مبــدأ واحــد هــو حســاب نســبة 
الإشــعاع فــي النقطــة الأكثــر كثافــة بالنســبة لــكل مســبار بعــد 

ذلــك يتــم حــذف نســبة التشــويش.
ليكــن RR  نســبة الإشــعاع الأحمــر الأوليــة وليكــن  GGنســبة 
الإشــعاع الأخضــر الأوليــة فــي الرقائــق ثنائيــة القنــاة بعد حســاب
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و   للأحمــر  بالنســبة   RbRb  الخلفيــة التشويشــات  نســبة 
GbGb بالنســبة للأخضــر يتــم حســاب نســبة نشــاط )تعبيــر( 
الجيــن بحــذف نســبة التشــويش فتصبــح نســبة الإشــعاع 
 G−GbG−Gb  بالنســبة للأحمــر و R−RbR−Rb  تســاوي
ــر بســيطة لكــن مــن  بالنســبة للأخضــر هــذه الطريقــة تعتب
إلــى قيــم ســالبة طــورت  تــؤدي  بعــض مشــاكلها أنهــا 
طــرق أخــرى للتخلــص مــن نســبة التشــويش أكثــر فعاليــة.
بالنســبة لرقائــق أحاديــة القنــاة يختلــف تصميــم الرقيقــة 
حيــث يتــم تصميــم مســبارين لــكل جيــن. المســبار الأول 
يحتــوي علــى سلســلة مطابقــة لسلســلة الجيــن ونرمــز 
 ،MMMM  وسلســلة مغايــرة ونرمــز لهــا بـــ PMPM  لهــا بـــ
المبــدأ هنــا هــو أن الإشــعاع الناتــج عــن عمليــة التهجيــن 
نســبة  تمثــل  المطابقــة  السلســلة  ذات  المســابير  فــي 
السلســلة  عــن  الناتــج  والإشــعاع  الحقيقــي  النشــاط 
المغايــرة يمثــل التشــويش والهــدف أن يكــون الفــرق بيــن 
هذيــن الإشــعاعين كبيــر، فــإذا كان متســاوي فهــذا يعنــي 

أن القيــاس غيــر صحيــح. 
5- مقاييس الجودة:  

قيمــة  وحســاب  جيــن  كل  إشــعاع  نســبة  حســاب  بعــد 
نســبة  بقيــاس  القيــام  يستحســن  الخلفــي  التشــويش 
جــودة البيانــات لمعرفــة هــل يمكــن مواصلــة اســتعمالها 
توجــد  لا  التجربــة،  نجــاح  نســبة  مــدى   

ً
أيضــا ومعرفــة 

الجــودة،  نســبة  تحديــد  أجــل  مــن  محــددة  بروتوكــولات 
لكــن مــن القياســات المســتعملة بكثــرة هــي قيــاس نســبة 
الإشــارة إلــى الضجيــج )SNR( والتــي كلمــا كانــت كبيــرة 

جيــدة. الجــودة  كانــت 

أمثلة عن عيوب البقع الضوئية
 A- شكل دونات B- شكل بيضوي أو كمثري C- ذات 

ثقب داخلي غير متجانس D- قطعة أثرية عالية الكثافة 
E- شكل المنجل F-على شكل خدوش

ــاك عــدة طــرق لحســاب هــذه القيمــة ويمكــن التطلــع  هن
 فــي البيــان الموضــع فــي 

ً
عليهــا فــي مصــادر أخــرى، مثــلا

 SNR الصــورة فــي الأســفل يوضــح رســم بيانــي لقيمــة
للإشــارتين الحمــراء والخضــراء لتجربتيــن. نلاحــظ أن نســبة الـــ 
SNR فــي التجربــة الممثلــة فــي الصــورة العلويــة أحســن 
مــن الصــورة الســفلية لأن نســبة الإشــارة الحقيقيــة أكبــر 
مــن نســبة الضجيــج أمــا فــي الثانيــة نلاحــظ أنهــا ضعيفــة.

6 - تنسيب القيم إلى الواحد:
الـــ  بيانــات  المرحلــة مرحلــة حساســة فــي معالجــة  هــذه 
دقــة  تحــدد  التــي  هــي  نتائجهــا  أن  حيــث   Microarray

النهائيــة. النتائــج 
 اختــلاف بيــن القياســات 

ً
 أن هنــاك دائمــا

ً
كمــا قلنــا ســابقا

لتجربتيــن مختلفتيــن وذلــك ناتــج عــن أســباب تقنيــة.
فعنــد المقارنــة بيــن عينتيــن يجــب أن تكــون القيــم قابلــة 
الكميــة  كانــت  الأولــى  التجربــة  فــي   

ً
فمثــلا للمقارنــة، 

المســتعملة كبيــرة وفــي الثانيــة كانــت أقــل بالطبــع ســوف 
إلــى قيــم مختلفــة فــي الإشــعاع لكــن هــذا لا  تــؤدي 
 مــن التجربــة 

ً
يعنــي أن جينــات التجربــة الأولــى أكثــر نشــاطا

ــم  ــت الـــ   Normalization تنســيب القي ــة لهــذا وجب الثاني
ــى الواحــد. إل

تعتمــد الطــرق المســتعملة فــي التنســيب علــى فقــط 
ــات  ــن وهــي الجين ــن عينتي ــر بي ــات يتغي نشــاط بعــض الجين
ــات فــلا يكــون  ــة الجين المســؤولة عــن الاختــلاف أمــا أغلبي

هنــاك تغيــر ملحــوظ فــي نســبة نشــاطها.
لهــذا تــم تصميــم بعــض الرقائــق لتحتــوي علــى مجموعــة 
مــن الجينــات تســمى الجينــات المحافظــة وهــي جينــات 
أنــواع الخلايــا  بيــن كل  ثابتــة  يعتقــد أن نســبة نشــاطها 
وبالتالــي يمكننــا اســتعمالها لتوحيــد قيمــة النشــاط بيــن 

عينتيــن، لكــن هــذه الطريقــة لهــا بعــض الســلبيات.
 هــي طريقــة الـــ 

ً
 أيضــا

ً
مــن بيــن الطــرق الأكثــر اســتعمالا

Normalization باســتعمال طريقــة الانحــدار  تقــوم هــذه 
الطريقــة علــى الملاحظــة القائمــة أن نســبة الإشــعاع بيــن 
الملــون الكيميائــي الأحمــر والأخضــر تختلــف علــى حســب 
نســبة تركيــز المحلــول وأن المكونــات الكيميائيــة تمتــص 
إشــعاع المكونــات المجــاورة ممــا يــؤدي إلــى  نــوع مــن 
النشــط )Dye Bias( فالأصــل  اللــون  نــوع  الانحيــاز فــي 
أننــا إذا قمنــا بمقارنــة نســبة إشــعاع اللــون الأحمــر واللــون 
الأخضــر فــإن النســبة بينهمــا  ســتكون مســاوية للواحــد 
بالنســبة لأغلــب الجينــات, يعنــي لــو رســمناها فــي بيــان 
خــط  علــى  أغلبهــا  ســتكون   )Scatter plot( الانتشــار 

المحــور 45 درجــة.

إعداد: الدكتور ينال أحمد القدسي
الهيئة العامة للبحوث العلمية الزراعية
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