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  فاده از آگروباکتریومتفاکتورهاي مؤثر در تراریزش پنبه با اسبه نام
 

  2پور ، مطهره محسن1∗مسعود توحیدفر

  

   پژوهشکده بیوتکنولوژي کشاورزي کرج1
   دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري2

 
  چکیده

به عنـوان یـک منبـع     ارد ودر رتبه اول گیاهان تولید کننده الیاف در دنیا قرار د) .Gossipinm spp(پنبه 
ي به وجـود  ا هاي قابل ملاحظه هاي اصلاحی پنبه پیشرفت اگر چه در برنامه. شود  مهم روغن نیز محسوب می    

 انتخاب ناکـارا  ،عدم تلاقی هایی از جمله منبع ژنی محدود،  هاي سنتی داراي محدودیت  ولی روش  ،آمده است 
هاي مفید هموار   نه تنها راه را براي انتقال ژن     ،تقال ژن به پنبه   هاي اخیر در ان    پیشرفت. گیر بودن هستند   و وقت 

روش آگروبـاکتریوم یکـی از   . آورد تنظیم ژن را نیز فراهم می کند بلکه امکان شناسایی و مطالعه عملکرد و     می
ستگی به بکارایی انتقال ژن   . هایی است که بیشترین استفاده را در انتقال ژن به گیاهان از جمله پنبه دارد               روش

 گونه کردن مواد فنولی در محیط کشت،  باکتري، اضافه و غلظتنژاد می توان به   ،از جمله . داردچندین فاکتور   
 تیمـار ایجـاد   ک،ی ـوتیب یآنت ـ،  یکشت  هم يدما، دما  ز نمونه، نور و   ی، ر ي رشد يها هکنند میپ، تنظ ی و ژنوت  یاهیگ

در . اشـاره نمـود    شده از بافت غیرتراریخته    تهاي تراریخ   زخم در بافت هدف و روش مناسب انتخاب سلول        
نمونـه اسـتفاده    ها و سوسپانسیون سلولی به عنوان ریز     انتقال ژن توسط آگروباکتریوم به پنبه از هیپوکوتیل، لپه        

ها میزان باززایی کم و وابسته بودن آنها به ژنوتیپ است به طوري که تنها     نمونه محدودیت این ریز  . شده است 
با به وجود آمدن سیستم بـاززایی از مریـستم نـوك      . شوند  ها باززا می   نمونهریز از ارقام از این      تعداد محدودي 

در این مقاله تلاش شده است تا با . ساقه پنبه، این امکان به وجود آمد تا میزان انتقال ژن تا حدي افزایش یابد      
گروبـاکتریوم  آ در تراریـزش پنبـه بـا     انجام شده در انتقال ژن به پنبه، فاکتورهایی کـه  پژوهش هاي  بر   يمرور

 .دنشواند معرفی  موثر بوده
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  مقدمه

تـرین   تـرین و قـدیمی     گیاه پنبه به عنوان مهـم     
ــاگونی دارد و از نظــر      ــی مــصارف گون ــاه لیف گی

 اي العــاده اقتــصادي و تجــارت داراي اهمیــت فــوق
 الیـاف مـصنوعی بـا پنبـه         هر چند رقابـت   . باشد می

موجب شده است که این گیاه اهمیت نسبی خود را       
از دست بدهد، ولی با این وجود، مصرف جهانی و           

تـرین و    سطح زیـر کـشت آن افـزایش یافتـه، مهـم           
ی یترین الیاف صنعتی بوده و از نظـر غـذا          مصرف پر

جهـان  در را  روغنی، مقام دوم ۀنیز به عنوان یک دان    
ا وجـود تولیـد ارقـام مطلـوب پنبـه          ب .دارا می باشد  

 ژنتیکـی آن   توسط اصلاح نباتات کلاسیک، اصـلاحِ     
  وجـود  پلاسـم از نظـر     به دلیل فقـدان تنـوع در ژرم       

بودن   ها، طولانی   به آفات و بیماري    ت مقاوم يها ژن
بـودن صـفات مقاومـت بـه        ی کم  نیز زمان اصلاح و  

 یمهندس ـ. هـا محـدود شـده اسـت     آفات و بیمـاري  
، یژنتیک ـ ر به افزایش تولید، حفظ تنـوع        ک  قاد  یژنت

ــه از نهــادهةاســتفاد ــزایش ي کــشاورزيهــا  بهین ، اف
ــدار ــال  يپای ــاهش صــدمات س ــا ک ــد ب ــا  تولی  يه

زنـده و     زنـده و غیـر     يهـا   به علت تنش   یخشکسال
 و کـاهش فقـر      یاجتمـاع   و يهاي اقتـصاد   پیشرفت

ــشورها  ــيمفــرط در ک  باشــد ی در حــال توســعه م
)Satyavathi et al., 2002(.  

 ق ی ـبه پنبـه از طر    ز  یآم تیموفقانتقال ژن   ن  یاول
) Firoozabady et al. )1987 گروباکتریوم توسـط آ

 شـد کـه مـسیر    گزارش) Umbeck et al. )1987و 
شــده و  آزادســازي تجــاري نخــستین پنبــۀ بــاززایی

تراریخته و ورود آن به عرصۀ تولید را هموار نمـود         
)Perlak et al., 1990.(  پنبه به کمـک  تراریزش در

بـیش  زایی سوماتیکی تـاکنون      جنینآگروباکتریوم از   
اعظـم  قـسمت   . ها استفاده شده است     از سایر روش  

 آن و کـارایی      این روش  این موضوع به تکرارپذیري   
و نخستین  می شود مربوط  در باززایی گیاه تراریخته     

است که هم در بخـش خـصوصی و هـم در      یشرو
مـورد  اي   سترده بـه طـور گ ـ      براي پنبـه   دولتیبخش  

 ;Rajasekaran et al., 2005 (گیرد استفاده قرار می

Tohidfar et al., 2009.(بـه  باززایی گیاه تراریخته  
ــا 8یــک دورة  ــاز دارد10 ت ــه نی ــه از .  ماه ــا اینک ب

هـاي مختلفـی مثـل       هاي حاصـل از بافـت      ریزنمونه
 ـ    یزش استفاده م ـ  یها در ترار   و لپه  ها برگ  یشـود ول

اي بیشترین آمادگی را بـراي        گیاهچه هاي هیپوکوتیل
ــین ــد  جن ــی دارن  Trolinder and Goodin( زای

1988a.(   10 تـا    7هـاي جـوان       هیپوکوتیل گیاهچـه 
شـوند    به عنوان ریزنمونه بریده مـی      )1شکل  (روزه  

شده گروباکتریوم آغشته   آ با    و سپس  )متر  میلی 5تا  (
. دنشو  منتقل می  سو به محیط کشت القاءکنندة کالو     

هـاي گیـاهی و     حاوي ترکیبی از هورمون     محیط این
 . براي تحریک القاي کالوس تراریخته اسـت       اي  ماده

 ،) هفتـه  6 تـا    4(گردد    تشکیل می  کاملابتدا کالوس   
هـاي نـوع     کـالوس ،واکـشت گزینـشی  اما در ادامـه     
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. گـردد  زا مـی   مطلوب منجر به تشکیل کالوس جنین     
ب شـکل انتخـا     گرد و یا قلبـی     یهاي سوماتیک  جنین

در . دنشـو   مـی  منتقلییباززاشده و به محیط کشت     

ــد تراریــزش  ــابی  فراین ــایی بازی ــانع، توان آخــرین م
 اسـت هاي سـوماتیکی   آمیز گیاهچه از جنین  موفقیت

  ).Tohidfar et al., 2008( )2شکل(
  
  
  
  
  
  
 

  . روزه استریل10 گیاهچه -1شکل 
Figure 1- Ten days old sterile explant. 

 
زایی سوماتیکی به  راد به جنینچندین ای

عنوان راهکاري براي ایجاد گیاهان تراریختۀ پنبه 
 برطرف یوارد است که بیشتر آنها با تغییرات

یکی از معایب برجستۀ این روش در . دنشو می
 بدو امر در قابلیت تنوع سوماکلونال پدیدار شد

)Firoozabady and DeBoer 1993; 

Rajasekaran et al., 1996.(  در نسل اول
بسیاري از گیاهان تراریختۀ پنبه که با استفاده از 

 تنوع سوماکلونال به صورت  باززا شدندییزا نیجن
تغییر در مورفولوژي و کاهش باروري نشان 

ها بیش از  واقع امر آن است که این لاین. دنده می

مانند و در همین   ماه در محیط کشت باقی می10
وع زیانبار سوماکلونال مرحله و پس از آن خطر تن

بنابراین، . کند داري افزایش پیدا می طور معنی  به
 نکته ،شده در هر مرحله سازي زمان صرف کمینه

کردن مشکلات مربوط به تنوع   کلیدي براي کماي
اگر چه میزان انتقال ژن به پنبه  .سوماکلونال است

هاي اولیه  داري نسبت به گزارش به طور معنی
است ولی باز هم درصد انتقال ژن افزایش یافته 

عوامل  متعدي بر کارآیی . بیشتري مورد نیاز است
گذارند که در ادامه به آنها اشاره انتقال ژن اثر می

  .خواهد شد
  

 هیپوکوتیل
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 میلی 50به میزان (ر محیط انتخاب حاوي کانامایسین  تولید کالوس تراریخته و باززایی پنبه د-2 شکل

 هاي نکروزه غیر تراریخته و کالوس ها ي تراریخته فرضی مقاوم به کالوس) الف .)گرم در لیتر
هاي سوماتیکی با جنین) اه، کالوس هاي جنین زاي شکننده و قلبی شکل) ب، ج، د، کانامایسین

  . گیاه کامل بازاشده) ز، هاي سوماتیکی زنی جنین جوانه) او، مورفولوژي مختلف

Figure 2- Transgenic callus production and cotton regeneration stages in the kanamycin 
selective medium (50 mg/lit). a: non-transgenic necrotic callus and putative transgenic 
callus resistant to  kanamycin; b, c, d:   Heart-shaped emberiogenic callus; e: somatic 
embryos with different morphology; f: germination of somatic embryos; g: regenerated 
plant.  

 
  نوع ریزنمونه

ــشتر گــزارش ــادر بی ــۀ   ه ــراي ایجــاد پنب  ب
هاي لپه یا هیپوکوتیل براي       تراریخته از کشت سلول   

 ,.Umbeck et al (تراریـزش اسـتفاده شـده اسـت    

1987; Townsend and Llewellyn 2002; 
Tohidfar et al., 2005; Rathore et al., 2006; 
Tohidfar et al., 2008; Yazdanpanah et al., 

ــوارد ).2009 ــضی م ــزدر بع ــزش  نی ــراي تراری  از ب
اي کـه از کـشت سوسپانـسیون یـا          هیپوکوتیل یا لپه  

  کـه  ه اسـتفاده شـده اسـت      شد  کشت کالوس مشتق    
زایـی سـوماتیکی      ها از طریق جنین     بازیابی تراریخت 

 ;Finer and McMullen 1990(گرفـت   صورت می

Rajasekaran et al., 1996; Leelavathi et al., 
ــاه  ).2004 ــان کوت ــۀ     امک ــین مرحل ــردن دورة ب ک

a b c d 

e f g 
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 تراریخته با اسـتفاده      تراریزش و بازیابی گیاهان پنبه    
زا یا سوسپانسیون از قبـل تهیـه    هاي جنین   از کالوس 

شده به عنوان بافـت هـدف در روش اگروبـاکتریوم       
ــود دارد   ;Rajasekaran et al., 2000(وجـ

Leelavathi et al., 2004(، مرحلـه   ولی انجام ایـن 
هاي تولید اولیۀ کالوس و حفاظـت         نیز نیازمند دوره  

ــالوس  ــب از ک ــین  مرت ــاي جن ــشت ه ــاي  زا و ک ه
به منظور رفع مـشکلات ناشـی       . سوسپانسیون است 

هـایی بـراي      زایی سوماتیکی، تـلاش     از مراحل جنین  
ها با مریـستم انتهـاي سـاقه          تراریزش مستقیم سلول  
ــه اســت ده از  اســتفا، از ســویی دیگــر.انجــام گرفت

هیپوکوتیل، لپه و سوسپانـسیون     هایی نظیر     ریزنمونه
هایی نظیر بـاززایی کـم و         سلولی، داراي محدودیت  

وابسته بودن آنها به ژنوتیـپ اسـت بـه طـوري کـه             
باززایی فقط در تعداد محدودي از ارقام ممکن بوده         

با به وجود آمدن سیستم بـاززایی از مریـستم          . است
 تا انتقال ژن هه وجود آمدنوك ساقۀ پنبه این امکان ب   

 به هر ژنوتیپ در زمان کوتـاهی انجـام پـذیر شـود            
)Zapata et al., 1999.(  
  

  کالوساندازة 
اندازه کالوس اثري قوي در زنده مانـدن آن    

هـاي بـا انـدازه کـوچکتر میـزان زنـده           کالوس. دارد
آزمایش  در   ،با این وجود  . ماندن آنها پایین می باشد    

 تمــامی بمــانیم تــامنتظــر ه کــ ایــن ، انتقــال ژنهــا
 قبل از جداسازي بـه انـدازه کـافی رشـد          ،ها کالوس

، غیـر   کنند تا شانس زنده ماندن آنهـا افـزایش یابـد          
  منجـر   زیرا این امر ممکن اسـت      ،عملی خواهد بود  

یکـی  .  در حال رشـد شـود   به یکی شدن دو کالوس 
شدن باعث مخلوط شدن وقـایع تراریـزش مـستقل         

هـاي   یین زنـده مانـدن کـالوس       پا میزانِ. خواهد شد 
کوچک ممکن است به علت نیاز بـه تـراکم خـاص      

 بتواننــد بعــد از بــه طــور مــستقلســلول باشــد تــا 
.  از ریز نمونه به رشد خـود ادامـه دهنـد           يساز جدا

اعتقاد بر این است که این وضعیت مشابه با نیاز بـه            
حداقل تراکم خاص سـلول اسـت کـه بـراي رشـد            

ــز    ــلول گ ــا س ــت ی ــدهپروتوپلاس ــتارش ش   اس
)Shneyour et al., 1984.(  ــاز ــن نی ــق ای از طری

هـاي   کننده یا پرستار که رشد تـوده       هاي تغذیه  سلول
نـد  نک سلول کوچک یا پروتوپلاست را حمایت مـی       

ــی  ــران مـ ــود جبـ ). Imbrie-Milligan 1986 (شـ
ــلول   ــتفاده از س ــت اس ــا    درحقیق ــتار ی ــاي پرس ه

در   معمول است خصوصاً پژوهش ها کننده در    تغذیه
  امـا نیـاز  ، تراکم پروتوپلاست کـم اسـت   مواقعی که 

تـشکیل  هـاي سـلولی     تـوده  دارند تا تقسیم شوند و    
انـد کـه       نـشان داده   آزمایش هـا   .دهند تا باززا شوند   

هیپوکوتیل یـا   (پس از برش ریزنمونه از بافت اولیه        
هاي کـالوس مجـزا       ، تعداد قابل توجهی از لاین     )لپه

حیط حاوي کانامایسین در طول مراحل انتخاب در م    
. رونـد  پس از حـدود دو دوره واکـشتی از بـین مـی            

علت این امر ممکن است کافی نبودن تودة سـلولی          
ماندن در شرایط انتخابی و یـا بـه علـت             براي زنده 
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اي بـراي درك علـت از بـین           در مطالعـه  . فرار باشد 
هاي کالوس، ارتباط بین انـدازة کـالوس،           لاین رفتنِ
 زنـده مانـدن در طـول دورة دو         تِ و قدر  GFPبیان  

ماهه روي محیط حاوي کانامایـسین مـورد بررسـی          
 بـه طـور واضـحی       آزمایش هـا  و نتایج   گرفت  قرار  

 را نیـز  GFPتري که    هاي بزرگ   داد که کالوس    نشان  
 بـه   ،ماندن بیشتري داشتند     زنده کردند قدرتِ   بیان می 

این در  . بود% 2/68ماندن آنها      طوري که میزان زنده   
هاي داراي    الی است که درصد زنده ماندن کالوس      ح

 6/25هـاي کوچـک        و کـالوس   2/50اندازة متوسط   
متـر     میلی 1هاي کوچک     اندازة کالوس (مشاهده شد   

 2 تــا 1 بــین متوســطهــاي  و کمتــر از آن، کــالوس
 )متـر بـود      میلی 3 تا   2هاي بزرگ     متر و کالوس    میلی

)Sunilkumar and Rathore 2001.(  
که از مریستم به عنوان ریزنمونه استفاده       در مواردي   

 9هاي جداشده از گیاهانی کـه         مریستمشده بود نیز    
زنـی بـذر قـرار داشـتند،           روز در محیط جوانه    11تا  

هـایی بودنـد      داراي باززایی بهتري نسبت به مریستم     
  ). Jiang 2004(شدند  که زودتر جدا می

  
  ها  ریزنمونه1کشت پیش

کـشت     که پـیش    نشان داده است   پژوهش ها 
پنبه مـوثر بـوده     ها در کارایی تراریزش در        ریزنمونه

اساس افـزایش کـارایی   . )Wu et al., 2005a(است 
کـشت،    گروباکتریوم در اثر پیش    آ انتقال ژن به کمک   

                                                             
1 Preculture 

آغـاز تقـسیم    . هنوز به درستی شناخته نـشده اسـت       
اتــصال در افــزایش ،  ســلولی فعــال در محــل زخــم

 کـه بـه تـازگی دیـوارة      هـایی   اگروباکتریوم به سلول  
و تولیــد   مـوثر بــوده سـاخته انــد  سـلولی خــود را  

هـایی    توسـط سـلول  virهاي  کنندة ژن  ترکیبات القاء 
کــه از لحــاظ متــابولیکی فعــال هــستند بــه عنــوان  

ــی  ــاي مهم ــن فاکتوره ــه در ای ــاراییک ــزایش ک  اف
  .)Karami 2008( باشند مشارکت دارند، مطرح می

  
  زنی ریزنمونه زخم

 عوامل مـوثر در کـارایی انتقـال ژن          از دیگر 
هـا عنـوان شـده اسـت         زنی مریستم  پیش تیمار زخم  

)Rajasekaran et al., 1996; Norelli et al., 

سـازي بـا    ها قبـل از مرحلـه آلـوده         مریستم). 1996
زنـی    باکتري ابتدا توسط سوزن استریل و تیز، زخـم        

شده و روي محیط همکشتی حاوي استوسـرینگون        
زنی دسترسی باکتري را بـه        زخم. شدند  یقرار داده م  

کـه قـسمت    ) رگه زایشی (تر مریستم     هاي پایین  لایه
دهــد، افــزایش  اعظـم بافــت جدیــد را تـشکیل مــی  

  .خواهد داد
  

ــرینگون   ــتفاده از استوس ــرات اس ــول  2اث در ط
  همکشتی

استوسرینگون یکی از ترکیبات فنلـی اسـت        
شود و   شده، ترشح می    که توسط بافت گیاهی زخمی    

                                                             
2 Acetosyringone 
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هـاي آگروبـاکتریوم      کننـدة بـالقوه ژن     ه عنـوان القـا    ب
چندین گـزارش در مـورد تـک        . شناخته شده است  

هـاي   اي ها و برخی گزارشات نیـز روي دولپـه      اي  لپه
آگروباکتریوم بـا     1اند که پیش القاي     هم، نشان داده  م

ــا اســتفاده از استوســرینگون در   استوســرینگون و ی
انتقال ژن بـه    محیط همکشتی به میزان قابل توجهی       

 Rashid(کمک آگروباکتریوم را افزایش خواهد داد 

et al., 1996; Leelavathi et al., 1999; 
Sunilkumar et al., 1999.( ــت  در حقیقــ

استوسرینگون به طور معمول براي انتقال ژن به تک       
آزمـایش  نتـایج    .گیرد  ها مورد استفاده قرار می     اي  لپه
 نـشان داد  )Sunilkumar and Rathore 2001 (هـا 
 برابـر  2-4کـارآیی انتقـال ژن را      استوسـرینگون   که  

تنهــا تعــداد   نــهاستوســرینگون . افــزایش مــی دهــد
متوسط وقایع انتقـال ژن ثابـت در هـر ریزنمونـه را      

 کـه   ییهـا   دهد بلکـه درصـد ریزنمونـه       یافزایش م 
دهنــد را نیــز افــزایش  انتقــال ژن پایــدار نــشان مــی

ــی ــد م ــای . ده ــا نت ــایج ب ــن نت ــایرمحققین در ای ج س
 .Shen et al (هـاي مختلـف از جملـه ذرت    گونـه 

و صــنوبر ) Godwin et al. 1991 ( ســویا)1993
)Levee et al., 1999 (در توتــون . مطابقــت دارد

بـه محـیط    استوسرینگون  مشخص شده هنگامی که     
 برابـر  3شـود کـارآیی انتقـال ژن        یکشت اضـافه م ـ   

ــ ــزایش م ــد یاف  .)Sunilkumar et al., 1999 (یاب
 اولیه در ارتباط با تراریختی      پژوهش ها هیچکدام از   

                                                             
1 Pre-induction 

در . پنبه، استفاده از استوسرینگون را گزارش نکردند      
ــزارش   ،)Rathore) 2001 و Sunilkumarگـــــــ

 میکرومولار در مرحلۀ    100استوسرینگون با غلظت    
نهــایی رشــد بــاکتري و در طــول همکــشتی مــورد 
اســـتفاده قـــرار گرفـــت و نـــشان داده شـــد کـــه 

داري کـارایی تراریـزش       استوسرینگون به طور معنی   
ــی  ــود م ــشد را بهب ــه   . بخ ــی ک ــق وقت در آن تحقی

 به محـیط    312استوسرینگون براي تیمار رقم کوکر      
هاي مقـاوم     کشت اضافه شد، میانگین تعداد کالوس     

در سـه رقـم     .  برابر بیشتر شـد    3 تا   2به کانامایسین   
 TAM-94L25, TAM-89E51, and(دیگـر پنبـه   

TAM-94WE37S (  ــزش در ــه تراری ــی ک ــز وقت نی
داري   افزایش معنی  ،حضور استوسرینگون انجام شد   

هاي مقاوم به کانامایـسین مـشاهده         در تعداد کالوس  
کند کـه استوسـرینگون    این نتایج پیشنهاد می . گردید

اي کـه داراي تـاثیر قابـل         توانـد بـه عنـوان مـاده         می
 قـرار   توجهی در تراریزش پنبه است، مورد اسـتفاده       

  ).Sunilkumar and Rathore 2001 (گیرد
 
   همکشتی دما دراثر

نشان داده شده است که همکشتی در دمـاي    
ــا    ــزش ب ــارایی تراری ــایین ک ــاکتریوم را در آپ گروب

Phaseolus acutifolius و Nicotiana tabacum 
 ـ ،دهـد  افـزایش مـی    .Dillen et al  ،کـه  يطـور ه ب

 در  gusقال ژن    کارایی انت   که  گزارش کردند  )1997(
ــا ــون در  )Phaseolus acutifolius (لوبیـ و توتـ
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 درجـه  27  و 25 ي درجه نسبت به  دما22حرارت  
 اولیـه روي تراریـزش پنبـه،        پژوهش ها در  . بالا بود 

 درجـه سـانتیگراد   28 ا ت ـ25همکشتی در دماي بین  
 بعدي نـشان دادنـد کـه    آزمایش ها . گرفت  انجام می 

شـود،    ه انجام مـی    درج 21وقتی همکشتی در دماي     
 Sunilkumar (کارایی تراریزش  پنبه بیـشتر اسـت  

and Rathore 2001( .Jin et al.) 2005( هم نشان 
گروباکتریوم در دمـاي پـایین      آدادند که همکشتی با     

 .Fullner et al .دهـد  کارایی انتقال ژن را افزایش می
بـه   نشان دادنـد کـه حـرارت پـایین منجـر       ) 1996(

. شـود  میآگروباکتریوم  سطح سلول   افزایش پیلی در    
پیشنهاد شده است کـه حـرارت پـایین کـه کـارآیی           

علـت بهتـر     ه  انتقال ژن را بالا می برد ممکن است ب        
  .باشد 4virD-virBعمل کردن ژن هاي 

  رقم و ژنوتیپ
دهد کـه بـاززایی پنبـه از         مطالعات نشان می  

 به   وابسته    حد زیادي   تا یزایی سوماتیک  طریق جنین 
 ;Firoozabady and DeBoer 1993 (پ استژنوتی

Koonce et al., 1996 .( تعداد کمی از ارقام قادرند
زایی سوماتیکی باززا شوند کـه اکثـراً        از طریق جنین  

هاي گروه کوکر هستند که امروزه به صـورت          واریته
 ی حذف وابـستگ   به منظور  .شوند  تجاري کاشته نمی  

ــپ  ــه ژنوتی ــ از ترارب ــزش مری ــاقهی ــ  و ستم س ا  ی
 شـود و  یاسـتفاده م ـ  یتفنگ ژنزش  به کمک   یترار

ستم ســاقه ایــن قابلیــت را دارد کــه یــتراریــزش مر
بـا  . هاي تراریخته را ممکن سازد     بازیابی سریع لاین  

 ــ ــشکلات فراوان ــائیایــن وجــود، از م ن درصــد ی پ
 Mahammadi et (مانـد د غافـل  ی ـز نبایزش نیترار

al., 2009; Zapata 1999; Rajasekaran et al., 
ارقــامی از پنبــه کــه تــاکنون بــا اســتفاده از ). 2000

انـد، در   آگروباکتریوم تحـت تراریـزش قـرار گرفتـه     
  نشانگرهاي انتخابی . نشان داده شده است1جدول 

ست مقالات چاپ شده در خصوص یل
ن نشاگر یدهد که اول یخته نشان می تراريها پنبه

بود که  nptII استفاده شده در پنبه ژن یانتخاب
. شود ین میسیامانک کایوتیب یباعث مقاومت به آنت

 یی باززايرزان بودن آن و نداشتن اثرات سوء روا
. ن کاربرد را داشته باشدیشتریاه باعث شده تا بیگ

  ژن استفاده شدهین نشانگر انتخابیدوم

 که باعث هرانسفراز بودن فسفوتیسیگرومایه
  شودین میسیگرومایک هیوتیب ینتآمقاومت به 

)Li et al., 2004.(هم در خصوص   دو گزارش
کش  مقاومت به علف( barاستفاده از ژن 

ن وجود در انتخاب ی با ا.وجود دارد )الافوسیب
ن استفاده نشده آخته از ی تراريها ه سلولی اوليها

موجود  nptII ژن). Wang et al., 2004b (است
ط و انسان سالم ی محيدر محصولات پنبه برا

صورت ه ن بیبنابرا. ص داده شده استیتشخ
ن یبا ا. شود یزش پنبه استفاده میمعمول در ترار
 يها توان با انواع روش یاز باشد میوجود چنانچه ن

خته یاهان تراری را از گی انتخابيموجود نشانگرها
  ).Breitler et al., 2004 (حذف نمود
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   انجام شده براي تراریزش پنبه با استفاده از آگروباکتریومپژوهش هااي از   خلاصه-1 جدول
 رقم

Cultivar 

ریزنمونۀ هدف براي 
 انتقال ژن

Target explant 
for 

transformation 

روش بازیابی 
ها تراریخت  

Transgenic plant 
regeneration 

method 

 ژن منتقل شده
Transgene 

 منبع
reference 

Coker 310, 312 و 
5110 

  هیپوکوتیل
 

زایی سوماتیکی جنین  cat و nptII Umbeck et al. 
(1987) 

Coker 201 لپه  
 

زایی سوماتیکی جنین  nptII و OCS Firoozabady et 
al. (1987) 

Coker 312 هیپوکوتیل  
 

زایی سوماتیکی جنین  CryIAc,  CryIAb  
 nptII و

Perlak et al. 
(1990) 

Siokra 1-3 زایی سوماتیکی جنین هیپوکوتیل  nptII و gusA Cousins et al. 
(1991) 

Coker 312 زایی سوماتیکی جنین هیپوکوتیل  nptII و tfdA Bayley et al. 
(1992) 

Coker 315  زایی سوماتیکی جنین لپه  gusA و tfdA Lyon et al. 
(1993) 

Coker 312  زایی سوماتیکی جنین لپه  nptII, protease 
inhibitors 

Thomas et al. 
(1995) 

Coker 315 و 
Acala varieties 

هیپوکوتیل، لپه، 
سوسپانسیون سلولی 

زا جنین  

زایی سوماتیکی جنین  nptII mutant 
native AHAS 

genes 

Rajasekaran et al. 
(1996) 

Coker 312 زایی سوماتیکی جنین هیپوکوتیل  nptII Nida et al. 
(1996); Chen et 

al. (2006) 
Coker 312 زایی سوماتیکی جنین هیپوکوتیل  nptII Payton et al. 

(1997) 
Coker 315 لپه  

 

زایی سوماتیکی جنین  nptII Murray et al. 
(1999) 

CUBQHRPIS باززایی شاخه در کشت مریستم نوك ساقه nptII, gusA Zapata et al. 
(1999) 

Coker 315 هیپوکوتیل  
 

زایی سوماتیکی جنین  Tobacco basic 
chitinase glucose 

oxidase, nptII 

McFadden et al. 
(2000) 

Coker 315 لپه  
 

زایی سوماتیکی جنین  Cotton Adh2, rice 
Pdc1, nptII 

Ellis et al. (2000) 

Coker 312 زایی سوماتیکی جنین هیپوکوتیل  Cotton seed-Song et al. 
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protein promoter 
or rbcS promoter 

driving gusA 

(2000) 

Coker 312 زایی سوماتیکی جنین هیپوکوتیل  nptII, gusA Sunilkumar and 
Rathore (2001); 
Rathore et al. 

(2006) 
Coker 312 زایی سوماتیکی جنین هیپوکوتیل  Mn-SOD,  APX, 

GR, nptII 
Kornyeyev et al. 
(2001), (2003a, 

b) 
Coker 312 زایی سوماتیکی جنین هیپوکوتیل  Mn-SOD, APX, 

GR, nptII 
Payton et al.  

(2001); Logan et 
al.  (2003) 

Coker 312 لپه  
 

زایی سوماتیکی جنین  Phaseolin 
promoter driving 
rapeseed mutant 

fad2 

Chapman et al. 
(2001) 

Coker 312 زایی سوماتیکی جنین هیپوکوتیل  Cotton α-globulin 
promoter driving 

gusA nptII 

Sunilkumar et al.  
(2002a) 

Coker 312 زایی سوماتیکی جنین هیپوکوتیل  CaMV 35S 
promoter driving 
GFP gene, nptII 

Sunilkumar et al. 
(2002b) 

Coker 315 زایی سوماتیکی جنین لپه  Seed-specific 
RNAi of Cotton 

SAD-1 and 
Cotton FAD2-

1nptII 

Liu et al.  
(2002b) 

Coker 315 زایی سوماتیکی جنین لپه  Soybean lectin 
promoter driving 

gusA 

Llewellyn (2002) 

MCU5, DCH32 و 
Coker310FR 

ها  جوانهنوك ساقۀ   .gusA,  nptII Satyavathi et al باززایی شاخه در کشت 
(2002) 

Coker 312 C زایی سوماتیکی جنین هیپوکوتیل  Cotton β-tubulin 
promoter driving 

gusA, nptII 

Li et al. (2002b) 

Coker 312 زایی سوماتیکی جنین هیپوکوتیل  Endochitinase 
gene from 

Trichoderma 
virens, nptII 

Emani et al. 
(2003) 

Coker 315 لپه  
 

زایی سوماتیکی جنین  Sense and 
antisense 

suppression of 
sucrose synthase, 

nptII 

Ruan et al. 
(2003) 

Coker 312 زایی سوماتیکی جنین  هیپوکوتیل  CaMV 35S 
promoter driving 

Martin et al. 
(2003); Benedict 
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 antisense cdn1-C1 et al. (2004) 
Coker 310FR زایی سوماتیکی جنین هیپوکوتیل و لپه  nptII gusA Chaudhary et al. 

(2003) 
Coker 310  لپه یا هیپوکوتیل

شده از کالوس مشتق  

زایی سوماتیکی جنین  Cry1Ia5nptII Leelavathi et al. 
(2004) 

Coker 312 هیپوکوتیل  
 

زایی سوماتیکی جنین  GF14λ,  nptII Yan et al. (2004) 

Coker 312 شده  هیپوکوتیل مشتق
 از کالوس

زایی سوماتیکی جنین  gusA nptII Haq (2004) 

G007 جنین تخم بارورشده دانۀ گرده  
 

acsA, acsB, hpt, 
gusA 

Li et al.  (2004) 

Coker 312 هیپوکوتیل  
 

زایی سوماتیکی جنین  Cotton ghCTL2 
promoter driving 

gusA, nptII 

Zhang et al.  
(2004) 

Coker 312 هیپوکوتیل  
 

زایی سوماتیکی جنین  Seed-specific 
antisense ofcotton 

FAD-2, nptII 

Sunilkumar et al. 
(2005) 

Coker 315 
antisense cdn1-C4 

  لپه
 

زایی سوماتیکی جنین  Soybean lectin 
promoter or 
CaMV 35S 

promoter driving 
nptII 

Townsend et al. 
(2005) 

Coker 312 C هیپوکوتیل  
 

زایی سوماتیکی جنین  Synthetic 
antimicrobial 
peptide D4E1, 

nptII 

Rajasekaran et al. 
(2005) 

F846 باززایی شاخه در کشت مریستم نوك ساقه Antisense of AV2, 
nptII 

Sanjaya et al. 
(2005) 

YZ-1 شده  هیپوکوتیل مشتق
 از کالوس

یی سوماتیکیزا جنین  gusA, nptII Jin et al. (2005) 

Coker 312 هیپوکوتیل  
 

زایی سوماتیکی جنین  Arabidopsis 
NHX1, nptII 

He et al. (2005) 

Ekang 9 and Jihe 
321 

شده  هیپوکوتیل مشتق
 از کالوس

زایی سوماتیکی جنین  CryIAc  API-B, 
nptII 

Wu et al. (2005a) 

Coker 312 C هیپوکوتیل  
 

زایی سوماتیکی جنین  Cotton ACTIN1 
promoter driving 
gusA , RNAi of 
ghACT1, nptII 

Li et al. (2005) 

Coker 312 هیپوکوتیل  
 

زایی سوماتیکی جنین  Bean chitinase 
and nptII 

Tohidfar et al. 
(2005) 
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Coker 312 هیپوکوتیل  
 

زایی سوماتیکی جنین  Tobacco 
glutathione S-
transferase and 

nptII 

Light et al. 
(2005) 

YZ-1, Coker 312 
and Coker 201 

شده  هیپوکوتیل مشتق
هاي ترد کالوس  از  

زایی سوماتیکی جنین  nptII Jin et al. (2006) 

Zhongmiansuo 35 هیپوکوتیل  
 

زایی سوماتیکی جنین  Phloem-specific 
promoter driving 
ACA gene nptII 

Wu et al. (2006a) 

Cukurova 1518 باززایی شاخه در کشت مریستم نوك ساقه gusA nptII Yuceer and Koc  
(2006) 

Zhongmian 35 زایی سوماتیکی جنین هیپوکوتیل  aroA-M1 Zhao et al. 
(2006) 

G9803 زایی سوماتیکی جنین هیپوکوتیل  GhExp1 nptII Zhu et al. (2006) 

Coker 312 H سوماتیکیزایی جنین پتیول لپه  Seed-specific 
RNAi of cotton δ-

cadinene 
synthase, nptII 

Sunilkumar et al. 
(2006) 

Table 1- Summary of performed research for Agrobacterium mediated transformation of 
cotton. 

  
  سازه انتقال ژن

هـاي مـورد نیـاز بـراي انتقـال ژن بـا           ناقل
 کـه  DNA با قطعاتی از  T-DNAجایگزینی بخش   

بیـان  . آینـد باید به گیاه وارد شـود بـه دسـت مـی           
هاي خارجی پس از انتقال به گیـاه        آمیز ژن  موفقیت

کردن ساختار مناسب ژن قبل از انتقال     نیازمند آماده 
 توجه به توالی ژن بایـستی       علاوه بر . به گیاه است  

 3/ و   5/هـاي     مناسـبی بـه پایانـه      2 و پایانبر  1پیشبر
اضافه گردد تا بیان موثر و دلخـواه ژن را تـضمین            

تــشخیص گیاهــان تراریختــه احتمــالی در  .نمایــد
هاي اولیه رشد براي محقق بسیار مهـم خواهـد      ماه

                                                             
1 - Promoter 
2 - Terminator 

توانـد وقـت و دقـت و کـار بیـشتري را             بود و می  
رورش ایـن گیاهـان ارزشـمند       صرف رسیدگی و پ   

نموده تا به رشد کافی دست یابند و داراي سیستم          
اي مناسبی براي انتقال به گلـدان شـده و بـه            ریشه

طراحـی و اسـتفاده    . مراحل بلوغ و بذردهی برسند    
از سازة مناسبی که امکـان ردیـابی آسـان گیاهـان            
تراریخته را در مراحل اولیـۀ رشـد فـراهم نمایـد،            

 .ه این هدف بسیار مفید خواهد بـود      براي رسیدن ب  
موردنظر بین  طراحی و ساخت پلاسمید حامل ژن       

، امکان ردیابی  یک ژن انتخابی   یک ژن گزارشگر و   
آســان و ســریع گیاهــان تراریختــه احتمــالی را در 

به عنـوان  . خواهد نمودمراحل اولیه باززایی فراهم   
 به همـراه نـواحی تنظیمـی        نظر موردژن  مثال اگر   
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ــین ژن  ــشگر ب ــت و ژن  nptIIگزین ــرز راس  در م
ــگر  ــه   gusگزارش ــپ ناحی ــرز چ  T-DNA در م

اي کـه در    شـده  سازي گـردد، گیاهـان بـاززا      کلون
محیط حاوي کانامایسین رشد کـرده و بـه آزمـون           

دهنـد، بـه    پاسـخ مثبـت مـی   GUSهیستوشیمیایی  
هـاي  نظـر کـه در فاصـله ژن      ژن مورد  زیاد احتمال

gus و nptIIا نیــز دریافــت ســازي شــده ر  کلــون
شـده   با توجه به اینکه گیاهان بـاززا . خواهند نمود 

از مریستم نوك ساقه پنبه بسیار کند رشـد بـوده و        
شـوند، تـشخیص گیاهـان      دار مـی  به سختی ریشه  

هـاي اولیـه رشـد بـراي        تراریخته احتمالی در مـاه    
 بـه علـت اینکـه    .محقق بـسیار مهـم خواهـد بـود     

 پنبه حتـی تـا   گیاهان حاصل از مریستم نوك ساقه    
چندین ماه پس از باززایی بسیار ظریف و کوچـک   

هـاي کوچـک   مانند، جداسازي ایـن بـرگ     باقی می 
جهت آنالیرهاي ملکولی موجب ضغیف و نـاتوان        
شـدن بیـشتر گیـاه شـده و ممکـن اسـت گیاهـان        

 بـراي  هـا   جداسازي برگ  .تراریخته از دست بروند   
 بـه  بررسی رویداد انتقال ژن تا زمان رسـیدن گیـاه      

 Mohsenpoue et(گـردد    رشد کافی توصیه نمـی 

al., 2007 .(  از طرفـیPCR  مـستقیم روي قطعــه 
ــدون انجــام مراحــل    ــه و ب ــرگ پنب ــوچکی از ب ک

 به دلیل وجـود سـطوح بـالایی از       DNAاستخراج  
هایی نظیر پنبـه    ها در گونه  فنلساکاریدها و پلی   پلی

مجموعـه  ایـن ترکیبـات یـک       . باشـد مناسب نمـی  
سازي به وجـود    اي رنگ در طی آماده     قهوه یژلاتین

 PCR و مراحــل DNAآورنــد کــه در هــضم مــی
ولـی بـراي انجـام آزمـون        . کنـد تداخل ایجاد مـی   

 حتی قطعه کـوچکی از یـک     GUSهیستوشیمیایی  
برگ نیز بـدون نیـاز بـه انجـام مراحـل اسـتخراج           

DNA   بنـابراین نیـاز بـه نمونـه       . کنـد  ، کفایت مـی 
گر، نـسبت    هاي گزارش  ژن گیاهی کمتر در ردیابی   

به آنالیزهاي ملکولی، یکی از مزایاي ایـن سیـستم          
از سویی دیگر از بین رفتن تعـداد        . باشد می یردیاب

زیادي از گیاهان غیرتراریخته نیز در محیط حاوي         
ایـن  . انجامـد کانامایسین تا چندین ماه به طول می      

ضعف حاصـل   . شوندگیاهان به تدریج ضعیف می    
 ــ ودن بــا ضــعف بــاززایی روي محــیط از مقـاوم نب

حاوي کانامایسین که گیاهان تراریخته را نیز شامل      
کـه  شـود، قابـل تـشخیص نبـوده و از آنجـایی           می

ــه طــور   ــسین در محــیط کــشت ب حــضور کانامای
داري طویل شـدن سـاقه و رشـد گیـاه را بـا              معنی

و بـراي القـاي   ) Jiang 2004(کندي مواجه کـرده  
ن از محـیط کـشت گیـاه    ریشه نیز بایـد کانامایـسی   

حذف گردد، با تشخیص گیاهان تراریخته احتمالی   
ــون  ــه  GUSتوســط آزم ــل اولی ــنجی در مراح  س

توان آنها را روي محـیط کـشت بـدون          باززایی می 
شدن کانامایسین قرار داده تا دچار کندي و متوقف       

ــد  ــد نگردن ــان   . رش ــالگري، امک ــن روش غرب ای
ه در اثر   اي را ک  تشخیص و حذف گیاهان تراریخته    

 ممکن است تنها    T-DNAعدم الحاق کامل ناحیه     
 را دریافت کرده و بنـابراین روي محـیط     nptIIژن  



 1389توحیدفر و همکاران، 

 ١٤

حاوي کانامایسین به رشـد خـود ادامـه داده ولـی            
باشند را نیـز بـا منفـی بـودن          فاقد ژن موردنظر می   

بـا  . کنـد ، فـراهم مـی    GUSآزمون هیستوشیمیایی   
مــالی تــشخیص زودهنگــام گیاهــان تراریختــه احت

ــی  ــر، م ــورد نظ ــان  داراي ژن م ــر گیاه ــوان دیگ ت
غیرتراریختـه را در مراحـل اولیـه بـاززایی حــذف     

اي کـه صـرف   نمود و حجم کـار، وقـت و هزینـه      
نگهداري آنها شده تا به میزان رشـد کـافی جهـت         

ــی  ــبررس ــند و هزین ــولی برس ــاي ملک ــافه ۀه  اض
آنالیزهــاي ملکــولی روي گیاهــان غیرتراریختــه را 

طراحی  ).Mohsenpour et al., 2007(کاهش داد 
و استفاده از پلاسمیدهاي نوترکیبی که دو یا چنـد          

 T-DNAژن را تحت پیشبرهاي جداگانه در ناحیۀ    
هـاي انتقـال    دارا هستند، منجـر بـه کـاهش هزینـه      

ها شده و با وارد کردن همزمـان آنهـا،          جداگانه ژن 
گیر و پرهزینه ایجاد گیاهانی      به انجام مراحل وقت   

ها را دریافت نمـوده و        ه به طور جداگانه این ژن     ک
بندي ژنی بـه   سپس تلاقی آنها و انجام مراحل هرم      

اي کـه     منظور دستیابی و شناسایی گیاهان تراریخته     
ــود     ــد ب ــازي نخواه ــند، نی ــر دو ژن باش داراي ه

)Mohsenpour et al., 2008.(  
  

  کنندگان رشد گیاهی تنظیممحیط کشت و 
 بـزرگ تولیـد پنبـه    يها یکی از محدودیت 

این محـدودیت   . تراریخته باززایی از کالوس است    
 بـودن   یماندن لاین هـاي کـشت وطـولان          به زنده 

 یکالوس هاي جنین زا مربوط م ـ مدت زمان تولید 
غلظت بالاي سیتوکنین براي زنـده مانـدن و         . شود
. کالوس بعـد از جداسـازي ضـروري اسـت          تکثیر

یتوکنین پایین و انتقال بلافاصله کالوس به محیط س    
اکسین بالا بعد از جدا سازي، زنده ماندن کـالوس          

و زمان و مقدار واکـنش جنـین زایـی را            را کاهش 
نسبت بالاي اکسین به سـیتوکنین   . افزایش می دهد  
 کالوس در مراحل اولیـه و در        بودنباعث شکننده   

در  .نهایت  باعث تبدیل آنها بـه جنـین مـی شـود            
ت موراشی و اسکوگ اکثر این مطالعات محیط کش    

)MS (         با بعضی تغییرات به عنوان محیط اولیـه در
ترکیبـی از  . ها مورد استفاده قرار گرفته است      کشت

کلروفنوکسی اسـتیک اسـید      دي -4و2(یک اکسین   
)2,4-D( 3نفتالن استیک اسید یـا اینـدول        -، آلفا- 

 -N6کنیتین یـا    (و یک سیتوکینین    ) بوتیریک اسید 
 بـراي   MgCl2 بـه همـراه      )نآدنـی )  ایزوپنتنیل -2(

هاي  القاي کالوس، تکثیر و به دست آوردن کالوس     
معمولاً یک محیط بدون    . زا به کار رفته است      جنین

هاي    براي نمو جنین   KNO3هورمون در ترکیب با     
بعـضی از   . گیـرد   سوماتیکی مورد استفاده قرار مـی     

ــا ــایش ه ــسیون  آزم ــشت سوسپان ــک ک ــز از ی  نی
 Cousins et al., 1991; Bayley et (حدواسـط 

al., 1992; Payton et al., 1997; Wilkins et 
al., 2004( ،  زایـی و افـزایش    براي تـسریع جنـین
 .اند هاي سوماتیکی استفاده کرده تعداد جنین
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  سویۀ اگروباکتریوم
تواند نقش مهمی در  عامل دیگري که می

زش پنبه داشته باشد سویه اگروباکتریوم یترار
تواند در کارآیی انتقال ژن  ه میانتخاب سوی. است

 281A،101EHAهاي  براي مثال سویه. مهم باشد
 Raineri( مشخص شد براي غلات EHA105و 

et al., 1990(ترنداي هاي مناسب  و دو لپه .
 نشان دادند که که کارایی انتقال ژن با آزمایش ها

 2بیش از ( به طور قابل توجهی LBA4404سویۀ 
انجام .  در پنبۀ بودEHA105یۀ بیشتر از سو) برابر

هاي آگروباکتریوم براي سه  این مقایسۀ سویه
-TAM-94L25, TAM(ژنوتیپ دیگر پنبه 

89E51, and TAM-94WE37S ( نیز برتري
، در تمام EHA105 را به LBA4404دار  معنی

یکی از مشکلات سویۀ . ارقام نشان داد
EHA105 رشد بیش از حد آن در  طول مرحلۀ ،

. شود ها دیده می  است که روي ریزنمونهانتخاب
رشد بیش از حد باکتري با رشد کالوس در محیط 
انتخابی تداخل ایجاد خواهد کرد که این مشکل با 

سیلین به محیط کشت  افزودن سفاتاکسیم و کربنی
 .حل خواهد شد

  
  گروباکتریومآ غلظت

، رشد زیاد بـاکتري باعـث افـزایش    در پنبه 
ه بـاززایی گیـاه را کـاهش    نتیج ـ در آلودگی شده و

 پـژوهش هـا    ).2005جـین و همکـاران،       (دهد  می

ــشان داده ــه  نـ ــد کـ ــا  انـ ــاکتري بـ ــتفاده از بـ اسـ
6/0OD600nm=بــه  در افــزایش کــارایی انتقــال ژن 

 ).Jiang 2004 (باشد  موثر میپنبه

  
   و بحثگیري نتیجه

تواننـد اثـر    چندین فاکتور مـی طور کلی   ه  ب
 از آگروبـاکتریوم در      بر تراریزش با اسـتفاده     مهمی
انتخـاب  . هاي گیاهی مختلـف داشـته باشـند         گونه

سویه آگروبـاکتریوم در کـارایی انتقـال ژن بـسیار           
   وEHA101در حالی است کـه  . تأثیرگذار است

EHA105       زاي   که از مشتقات سویۀ بسیار بیمـاري
A281       هستند براي تراریزش غلات بسیار مناسب   

 Raineri et al., 1990; Rashid (انـد  گزارش شده

et al., 1996(،    ــسۀ ــه، مقای ــورد پنب ــی در م ول
 نـشان داد کـه      EHA105 و   LBA4404هاي    سویه

ــا   ــزش بـ ــارایی تراریـ ــامی LBA4404کـ  در تمـ
 هاي مورد آزمایش پنبه بیـشتر بـوده اسـت       ژنوتیپ

)Sunilkumar and Rathore 2001( .   عـلاوه بـر
 در انتفـال ژن بـه       LBA4404 وقتی از سـویۀ      ،این

نبه استفاده شد، میزان پایداري تراریـزش افـزایش    پ
از آنجایی کـه تراریـزش بـدون اسـتفاده از           . یافت

پذیر بوده است، نـشان   استوسرینگون در پنبه امکان   
زنــی بافــت پنبــه فاکتورهــاي  دهــد کــه زخــم مــی
 که براي تراریزش به واسطۀ      virهاي    کنندة ژن   القاء

 اما  .نماید  اگروباکتریوم ضروري هستند را تولید می     
 مختلـف نـشان داده اسـت کـه          آزمایش هـا  نتایج  
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استفاده از استوسرینگون کارایی تراریزش پایدار را       
هاي مختلف پنبـه       برابر در ژنوتیپ   4 تا   2به میزان   

 این نتایج با نتـایج حاصـل از          و افزایش داده است  
 گیاهان دیگري    تراریزش استفادة استوسرینگون در  

 ه اسـت   مطابقـت داشـت    مثل ذرت، سویا و توتـون     
)Shen et al., 1993; Godwin et al., 1991; 

Sunilkumar et al., 1999( .کــشتی بــا   هــم
 کـارایی   هبـود آگروباکتریوم در دماي پایین نیز در ب      

در . باشـد   مـوثر مـی   هاي گیاهی    به سلول  تراریزش
کـارایی    درجـه  21همکشتی در دماي     با   مورد پنبه 

 Sunilkumar and( شـده اسـت  تراریزش  بیشتر 

Rathore 2001(.     همانطور کـه قـبلاّ اشـاره شـد، 
ــراي    ــده ب ــرین مراحــل محدودکنن ــی از بزرگت یک

. باشــد یی مــیدســتیابی بــه پنبــۀ تراریختــه، بــاززا
شده   ماندن لاین کشت    محدودیت باززایی به زنده   

کـشد تـا بـه کـالوسِ       و مدت زمانی که طـول مـی       
 Sunilkumar. مـرتبط اسـت   زا تبدیل شـود،       جنین

نشان دادند که فقط یک دورة ) Rathore  )2001و
  کشت اضافی پس از جداسازي به مـدت دو هفتـه      

 اکـسین  /  زیاد روي محیط کشت حاوي سیتوکنین    
مانـدن کـالوس را        ، به طور قابل توجهی زنـده      کم

زایـی را      ولی این تیمار وقوع جنـین      هبهبود بخشید 
هـاي   لظـت غاستفاده از احتمالاً  . اندازد  میبه تأخیر   

  بالاتري از سیتوکنین در محیط کـشت بـراي زنـده        
هـاي مجـزا      هـا در کـالوس      ماندن و تکثیـر سـلول     

انتقـال و   .  اسـت  نیـاز ،  جداسازيبلافاصله پس از    

 کالوس در محیط داراي سیتوکنین      هاي  کشت لاین 
، جداسـازي  پـس از     بلافاصـله اکـسین زیـاد،     / کم

 و  دهد ولـی زمـان      ماندن را کاهش می     درصد زنده 
هـاي زنـده    زایـی را در کـالوس    مقدار پاسخ جنـین   

 نسبت بالاتري از اکسین بـه  .بخشد  میبهبوداساساً  
رد  شدن کالوس  سیتوکنین باعث زودتر ایجاد    هاي تُ
رد هـستند کـه     هاي تُ     و شکننده شده و این کالوس     

  .شوند زا تبدیل می هاي جنین سرانجام به کالوس
 بــه منظــور تراریــزش پنبــه، یــک سیــستم

باززایی مطمـئن و مـستقل از ژنوتیـپ مـورد نیـاز         
زایــی ســوماتیکی   بــاززایی از طریــق جنــین. اســت

از جمله اینکـه تنهـا تعـداد      . داراي مشکلاتی است  
کمی از ارقام قادرند از این طریق باززا شـوند کـه            

هاي گروه کوکر هستند کـه امـروزه بـه     اکثراً واریته 
 عــلاوه بــر .شــوند صــورت تجــاري کــشت نمــی

ــه    م ــانی ک ــسیاري از گیاه ــوتیپی، ب ــدودیت ژن ح
شـوند   زاي سوماتیکی باززا مـی  هاي جنین   ازکالوس

گیر بودن ایـن     این مشکلات و وقت    .نرمال نیستند 
روش کاربرد این روش را در بیوتکنولوژي پنبـه و          

 ایجاد سیستم انتقـال ژن . کند اصلاح آن محدود می  
نـوع  گروباکتریوم، امکان هر    آ مریستم به واسطه     به

تغییر در ژنوتیپ را بدون وابستگی به نوع ژنوتیپ         
هاي   از آنجایی که اغلب ژنوتیپ   .فراهم کرده است  

ــد و    ــایینی دارن ــاززایی پ ــسیل ب ــه، پتان زراعــی پنب
ــی   ــشکل م ــا م ــی در آنه ــتکاري ژنتیک ــد،  دس باش

سازي باززایی از طریـق کـشت مریـستم کـه             بهینه
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ان باشد و مـدت زم ـ      چندان به ژنوتیپ وابسته نمی    
 .دهد مناسب به نظر می رسد     باززایی را کاهش می   

با بهینه سازي فاکتور هاي موثر مـی تـوان کـارایی      
هـایی    داسـتان علیرغم   .انتقال ژن به پنبه را بالا برد      

تراریختی بـه کمـک آگروبـاکتریوم       موفقیت  که از   
حکایت دارد، ایـن روش بـا چنـد مـشکل بـالقوه             

دسـت   ه نیز ب  هایی  حل ها راه   روبروست که براي آن   
یکـی از ایـن مـشکلات آن اسـت کـه           . آمده است 

آگروباکتریوم به دنبال تراریختی بـه حـضور خـود        
آلـودگی  به  دهد که این امر منجر در بافت ادامه می

با این وجود، از آنجا کـه ایـن         . شود سیستمیک می 
هایی که به صـورت کلـونی تکثیـر     مشکل در گونه 

هـاي   ونـه در گمـشکلی  تـر اسـت،    گردند جدي  می
در هر دو حالت،    . کند ایجاد نمی بذرزادي مثل پنبه    

روش اســتانداردي بــراي ارزیــابی نــواحی کنــاري 
کنندة محل ادغام بـراي حـصول اطمینـان از          احاطه

اینکه ژن در ژنوم میزبـان ادغـام شـده اسـت و در      
موضـوع دوم،  .  نیست، وجود دارد موجود پلاسمید

ــاهی     ــه گ ــت ک ــورد اس ــن م ــر در ای ــشف اخی ک
اي  هـاي حاشـیه    بیرون توالی DNAهایی از    قسمت

T-DNA     همراه با ژن انتقالی در داخل ژنوم میزبان 
  .)Fullner et al., 1996( گردد ادغام می

 نظراز ژن مورد    ) ≤6(ادغام چندین نسخه    
در تراریختی به کمک آگروباکتریوم نسبتاً معمـول        

اراترین روش براي   است، هر چند که این روش، ک      
هاي چندگانۀ  نسخه. اي است نسخه ایجاد ادغام تک 

درپـی و یـا بـه     شدن پـی  ژن که یا به صورت ادغام   
هـاي تـصادفی     هاي پراکنده در محل    صورت نسخه 

گردد، احتمال ایجاد اثرات     از ژنوم میزبان ادغام می    
 (ثانویۀ غیرمطلـوب و الگوهـاي تـوارثی پیچیـده    

ــه  ــر را انتقــال ژن مــورد نظــر ب ــام برت  داخــل ارق
 را به ویژه در شرایطی افزایش       )سازند تر می  پیچیده

هاي انتقالی به طور متفـاوتی بـروز          دهند که ژن   می
 30از ایـن رو، حـداقل       . گردنـد  یابند یا خـاموش      

لاین سلولی تراریختۀ مستقل مورد تجزیه و تحلیل  
اي بـراي    گیرند تا لاین تراریختـه     مولکولی قرار می  

زي تجاري انتخاب شود که شرایط ذیـل را         آزادسا
نسخه از ژن مـورد نظـر        یک تک   ) 1: (داشته باشد 

در ژنـوم ادغـام شـده باشـد و بـا             به طـور پایـدار    
ژن ) 2(مندلی به نتاج انتقـال یابـد     هاي شبه    نسبت

نخورده بـوده و بنـابراین       مورد انتقال کامل و دست    
داخل  باشد که با بروز آن ت      1فاقد هرگونه نوترتیبی  

 کناري خارج از    DNAهیچ گونه   ) 3(نداشته باشد   
بـراي  ) 4( به آن منتقل نشده باشد       T-DNAناحیۀ  

برطرف نمودن اثر مکانی، تعـداد کـافی از گیاهـان       
به حد کـافی    مورد نظر   ژن  ) 5( و   می شوند غربال  

 بروز یابد تا فنوتیـپ مـورد نظـر را ایجـاد نمایـد             
)Fullner et al., 1996.(ــ ه کمــک  تراریختــی ب

هایی کـه دارد، در     آگروباکتریوم علیرغم محدودیت  
حاضر هنوز هم کاراترین روش بـراي تولیـد          حال
هایی در جریان اسـت      کوشش.  است  تراریخته پنبه

                                                             
1 Rearrengment 
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تـا تعـداد     .تر و مؤثرتر نمایند     ساده راتا این روش    
هاي برتر را     خصوص واریته ه  هاي بیشتر، ب    ژنوتیپ

ــد ــه نماین ــو.تراریخت ــرین م ــره،ارد در بهت وري   به
هــاي پیــشرفتۀ  ســازي لایــن صــنعتی بــراي غربــال

هـاي   پلاسم سازگار با محل، جداسـازي لایـن        ژرم
هـاي    فرصت  امروزه باززاشونده است، هر چند که    

 هاي کـاربردي   گذاري براي اینگونه فعالیت    سرمایه
بــراي ایجــاد یــک روش . تقریبــاً موجــود نیــست

 هش هـا  پـژو تراریختی مستقل از ژنوتیپ در پنبـه        
 افــزایش تقاضـا بــراي   بـه بیـشتري لازم اسـت تــا  

تولیـد  بـراي    بهبودیافتـه    یارقـام به  سریع  دستیابی  
 .تجاري پاسخ داده شود
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Abstract 
Cotton (Gossipium spp ) is ranked first among the fibers producing plants in the world 

and is also considered as an important source of oil.  Although significant progress has been 
made in traditional cotton breeding programs, but there are still limitations including limited 
gene resources, lack of crosses, lack of efficient selection and high timeconsumption. Through 
recent advances in gene transformation to cotton, not only facilitated transformation of useful 
genes has become possible, but also  promising results have been obtained in gene 
identification as well asfunction and regulation studies. Agrobacterium mediated 
transformation is one of the most used transformation methods in plants, including cotton. 
Several factors could affect transformation efficiency such as bacterial strains and 
concentrations, added phenolic regent in plant culture medium, plant species and genotypes, 
use of plant growth regulators, explants type, light and temperature during co-cultivation, 
antibiotics, wounding the target tissue and suitable method for selection of transgenic cells. 
Hypocotyls, cotyledons and cell suspensions are used as explants in cotton transformation 
using Agrobacterium. These explants have some limitations such as low regeneration rate and 
genotype dependence. Therefore, regeneration could be obtained in only a limited number of 
species using these explants. On the other hand, establishment of a regeneration system using 
shoot apex meristem in cotton has increased its transformation efficiency. This article is trying 
to review the factors shown to be effective in gene transformation into cotton.   
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