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های بسياری در  جودی که موفقيتبا و. مهندسی ژنتيک نقش مهمی در اصلاح مدرن پنبه دارد

های زيادی در ايجاد پنبه  اما هنوز محدوديت ،است مطالعات انتقال ژن به پنبه حاصل شده

باززايی وابسته به ژنوتيپ و ريزنمونه کاربرد ارقام مختلف را در مطالعات  .يخت وجود داردرترا

باززايی و هبود يافته برای در اين مطالعه يک پروتکل ب. کند انتقال ژن اين گياه محدود می

چندين . است توصيف شده nptIIرقم تجاری با استفاده از حامل حاوی ژن  پنجمهندسی ژنتيک 

 محيط مشخص شد که. سازی انتقال ژن به اين ارقام مورد بررسی قرار گرفت پارامتر برای بهينه

(MS+ B5, 0.1 mg/L NAA, 0.1 mg/L 6-BA, + 2.5 g/l phytage )19)ن درصد باززايی تري بيش 

ساعت در  4-5ها به مدت کشت کوتاه مدت ريزنمونه پيشچنين  کند، هم را ايجاد می (درصد

 ميکرومولار 966مايع حاوی  MSدقيقه در محيط  06محيط حاوی سيتوکنين، تلقيح به مدت 

ولار ميکروم 066، همکشتی به مدت دو روز و همچنين افزودن OD: 3/6استوسيرينگون و استفاده 

نتايج . ترين کارايی ترانسفورماسيون را دارد استوسيرينگون به محيط هم کشتی برای تلقيح بيش

PCR وKan-painting   در گياهانT1  نشان داد که ژنnptII  در ژنوم پنبه درج و به خوبی بيان

 . شودمی

 های کليدی‬واژه
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از زمان ظهور اولین مورد از محصولات تراريخته، تکنولوژی 

امروزه . های قابل توجهی داشته استپیشرفت مهندسی ژنتیک

مهندسی ژنتیک به يک راهبرد اصلی برای بهبود ارقام زراعی و 

 .Nyaboga et al)است  ها تبديل شدهنین مطالعه عملکرد ژنچهم

در مقايسه با  Agrobacteriumروش انتقال ژن به واسطه . (2015

اين روش ساده، ارزان و . ترين کاربرد را دارد ها بیشساير رويکرد

 Agrobacterium.(Lei et al. 2012)کارايی بسیار بالايی دارد 

tumefaciens موثر برای روش يک  یعلت دامنه وسیع میزبان به

 .Niu et al) های متنوع گیاهی استدستکاری ژنتیکی گونه

دامنه میزبانی اين باکتری در  1661ز اوايل دهه ا .(2000

های گوناگون مانند های مهندسی ژنتیک به روشآزمايشگاه

استفاده از ترکیبات فنولی مصنوعی مانند استوسرينگون افزايش 

 .A، با اين حال استفاده از (Bourras et al. 2015)يافته است 

tumefaciens  در بسیاری از گیاهان زراعی هنوز کارايی پايینی

( .Gossypium hirsutum L)پنبه . (Juturu et al. 2015)دارد 

بهترين منبع طبیعی فیبر و منبع اصلی صنعت نساجی است که در 

مهندسی ژنتیک نقش مهمی در . شودکشور کشت می 96بیش از 

سطح زير کشت پنبه در  از درصد 11اصلاح مدرن پنبه دارد، 

جهان به پنبه تراريخت اختصاص دارد با وجود اين دستاوردها، 

های زيادی در دستیابی به پنبه تراريخت وجود يتهنوز محدود

 Juturu et)دارد و کارايی انتقال ژن به اين گیاه بسیار پايین است 

al. 2015) . باززايی وابسته به ژنوتیپ و ريزنمونه، طولانی بودن

کند اين گیاه را محدود میدر دوره باززايی، مطالعات انتقال ژن 

(Cousins et al. 1991; Feng et al. 1996; Trolinder and 

Goodin 1987). های مريستمی برای امروزه استفاده از بافت

باززايی و انتقال ژن با توجه به دوره کوتاهتر باززايی، و باززايی 

. است مستقل از ژنوتیپ بسیار مورد توجه قرار گرفته

(1986)Renfroe and Smith   اولین گزارش از باززايی از

بعد از آن گزارشات متعدد از  های مريستمی را منتشر کردند بافت

 .Morre et al. 1998; Saeed et al)باززايی مريستم منتشر شد 

1997; Zapata et al. 1999) .های مريستمی دارای از آنجا که بافت

افزايش کارايی  ،(Niu et al. 1998)کارايی بالای باززايی هستند 

انتقال ژن  .رسدنظر می ها ضروری بهترانسفورماسیون به اين بافت

های ای شامل اثر متقابل سلولواسطه اگروباکتريوم فرايند پیچیده به

. های میزبان استدر ژنوم سلول T-DNAمیزبان و باکتری و درج 

-Tترين و موثرترين عامل در افزايش آلودگی و درج شده شناخته

DNA های در ژنوم میزبان ژنVir پلاسمیدTi   هستند(Zupan et 

al. 1997) .های ژنVir ای که  شده از طريق محصولات شناخته

های  شوند و از طريق گیرندههای میزبان تولید میسلول توسط

 Sheng and)شوند  رسانی فعال می ديواره باکتريايی و آبشار پیام

Citovsky 1996) .ها و  ها، هورمون ترکیباتی مانند انواع شکر

موثر واقع  Virهای توانند در بهبود القای ژن اسیدها می بعضی آمینو

های باززايی و  که سیستم در حالی .(Niu et al. 2000)شوند 

ها  تراريختی برای پنبه توسعه يافته است، در عین حال اين روش

 Bakhsh) کارايی و راندمان پايین و تغییر پذيری ژنتیکی بالا دارند

et al. 2015.) صلاح برای استفاده از پتانسیل مهندسی ژنتیک در ا

ها بايستی تا رسیدن به سطح اقتصادی مطلوب  پنبه، اين روش

انتقال باززايی و  اين پژوهش يک پروتکل کارا برای. بهبود يابند

منظور انتقال  به پنبه زارعی به A. tumefaciens واسطه ژن به

کند، نیاز و عدم نیاز به پیش کشت  های مفید را معرفی می ژن

باکتری برای تلقیح، روش تلقیح،  ODريزنمونه و مدت زمان آن، 

شرايط هم کشتی و ترکیبات محیط تلقیح از عوامل بررسی شده 

برای بهبود  بهینه روش يکدر نهايت . باشند می اين پژوهش در

ترانسفورماسیون و افزايش توانايی باززايی پس از تلقیح ارقام 

 .ه شدتجاری پنبه توسعه داد

کاشمر و  نبه شامل خورشید، ساحل، ورامین، لطیفارقام تجاری پ

ابتدا . پژوهشات پنبه گرگان تهیه شدند از موسسه پژوهش

به ( درصد 69)زدايی بذور با اسید سولفوريک غلیظ منظور کرک به

ثانیه شستشو داده شدند، سپس بذور با استفاده از آب  11مدت 

استفاده از  پس از آن با. شويی شدند دقیقه آب 01شهری به مدت 

درصد بذور به مدت يک دقیقه شستشو داده شده و  11الکل 

دقیقه شستشو  21 درصد به مدت 21 هیپو کلريد سديمسپس در 

 6-9پس از آن بذور با استفاده از آب دوبار تقطیر استريل . دندش

پس از . شدند خشکخوبی آبکشی و بر روی کاغذ استريل  بار به

هر لوله آزمايش حاوی محیط  بذر در 1-0  خشک شدن بذور،

  مقدمه

  ها مواد و روش
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قرار داده شد و بذور کشت داده شده در ( MS/1 2)زنی جوانه

 .دشمنتقل ( درجه 26±2)شرايط تاريکی به اتاقک کشت 

 2-1روزه و  1-0، روزه 0-6های جداسازی مريستم از گیاهچه

در اين  .صورت گرفت .Zapata et al (1999) مطابق روش روزه

های ‌های کوتیلدنی به کمک سوزن‌روش پس از جداسازی برگ

باريک دو برگ اولیه جداسازی شده و مريستم که بین اين دو 

منظور  بهسازی شده های جدا‌مريستم. برگ است جداسازی شد

انتقال ( 1جدول )شش نوع محیط باززايی  سازی باززايی بهبهینه

به اضافه   MSمحیط پايه های اين محیطپايه اصلی تمام. يافتند

تولید ساقه هفته  1-0هايی که بعد از ‌مريستم. بود B5 ‌ويتامین

( 2جدول ) زايی‌محیط ريشهنوع  6زايی به ‌کرده بودند برای ريشه

 ينچند. منتقل شدند در قالب طرح تصادفیهفته  2-1 به مدت 

قرار  یورد بررسارقام م ينانتقال ژن به ا یساز ینهبه یپارامتر برا

بر روی نرخ تراريختگی منظور بررسی تاثیر پیش کشتی  به. گرفت

، يک روز، دو روز و ساعت 0-6شامل  دوره چهارها در  ريز نمونه

ها  تمامی ريز نمونه. پیش کشتی مورد مطالعه قرار گرفتندسه روز 

 MS+ B5 Vit+ 1 mg/l BAP+ 3%) به محیط پیش کشتی

Glocose) در اين مطالعه از دو سويه اگروباکتريوم  .منتقل شدند

LBA4404  وGVA 3101  که دارای پلاسمید دوگانهpBi 121 

ها، ابتدا يک کلون از منظور تلقیح ريزنمونه به .استفاده شدبودند 

لیتر میلی 21باکتری تازه کشت آگروباکتريوم برداشته شد و به 

  mg/lامايسین های کانبیوتیکمحیط کشت باکتری مايع دارای آنتی

 .لیتر منتقل شد میلی 111در ارلن  mg/L  16و ريف آمپسین  61

درجه به  21در دمای  rpm 116کشت در شیکر انکوباتور با دور 

منظور بررسی اثر  به. قرار داده شد( ساعت 19)مدت يک شب 

OD  لیتر از اين کشت برداشته  میلی دوبر کارايی ترانسفورماسیون

های کانامايسین و بیوتیکهمراه آنتی مايع به  LBرلیت میلی 61و در 

ساعت اين باکتری رسوب  0ريف آمپسین کشت داده شد پس از 

 محیط اول .داده شد و رسوب در دو نوع مايع تلقیح حل شد

 1/1به اضافه  MESمولار  میلی 16مايع به اضافه  MS شامل

مختلف  هایو غلظت زلیتر کاينتین و دو درصد گلوک بر گرم میلی

 و محیط دوم .(تنظیم شد 0/6محیط بر روی  pH)استوسرينگون 

تلقیح . بودند های مختلف استوسرينگونو غلظت  LBنیز شامل

ها و  نمونه به دو روش چکاندن مايع تلقیح بر روی ريز

ها در مايع تلقیح و شیک در انکوباتور در نمونهورسازی ريز غوطه

ورسازی در روش غوطه. های مختلف صورت گرفتمدت زمان

و  خشک شدندها بر روی کاغذ صافی پس از تلقیح ريز نمونه

روی محیط  رو به بالابرصورت عمودی و  پس از خشک شدن به

کشتی که يک کاغذ صافی بر آن قرار داده شده بود منتقل شدند  هم

روز در شرايط تاريکی در دمای  0و  1، 2، 1های و در مدت زمان

هايی که به روش چکاندن تلقیح ريزنمونه. شدنددرجه انکوبه  21

پس از مدت زمان . در همین شرايط قرار داده شدند نیزشدند 

خوبی خشک  ها با استفاده از کاغذ صافی بهکشتی ريز نمونه هم

های بیوتیک انتخابی و غلظتشدند و به محیط باززايی با آنتی

سیلین در کربنی گرممیلی 211گرم بر لیتر سفاتاکسیم و میلی 211

 26±2ساعت تاريکی و دمای  1 ساعت روشنايی و 19شرايط 

 .شدند واکشتها هر دو هفته يکبار ريز نمونه. درجه منتقل شدند

ژنومی  PCR، DNAمنظور بررسی درج ژن با استفاده از واکنش  به

وسیله  های جوان گیاهان باززا شده در محیط انتخابی بهاز برگ

 Soni and Murray)ی تغییرات استخراج شد با اندک CTABروش 

های اختصاصی مورد آغازگراز طريق   nptIIحضور ژن. (1994

های استفاده شده برای ژن مقاومت به آغازگر. تايید قرار گرفت

: آغازگر جلورونده صورت به کاناماسین

GGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGA-3′-5′  و برای آغازگر

که  باشند می  ATTCGGCAAGCAGGCATCGC-3′-′5رونده  عقب

عنوان  به pBi121پلاسمید  .کنندرا تکثیر می 700bpيک قطعه 

عنوان کنترل  میکس بهکنترل مثبت و گیاهان غیر تراريخت و مستر

برای تايید عدم  Vir چنین از آغازگر ژن مه. منفی انتخاب شدند

 .آلودگی با اگروباکتريوم استفاده شد

ها های آماری فراوانی تشکیل ساقه از ريزنمونهتجزيهمنظور  به

چنین درصد  هم .عنوان درصد باززايی در نظر گرفته شد به

مثبت به تعداد کل PCR  نترانسفورماسیون از روی تعداد گیاها

 611برای هر آزمايش . لقیح شده محاسبه شدهای تريزنمونه

ريزنمونه در نظر گرفته شد و هر آزمايش نیز در چهار تکرار کاملا 

های آزمايش با استفاده از تجزيه و تحلیل داده. تصادفی انجام شد

 ها با استفاده از  مقايسه میانگین. انجام شد  SPSS ver.16افزارنرم

 . گرفتصورت ای دانکن آزمون چند دامنه
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های موجود،  پلاسم های مقاومت در خزانه ژنی ژرمکمبود ژن

هتروزيگوسیتی بالا، آلوپلوئیدی و عدم همزمانی گلدهی اصلاح 

سنتی را در گیاه پنبه تبديل به فرايندی طولانی و طاقت فرسا کرده 

عنوان  بنابراين مهندسی ژنتیک به. (Noman et al. 2016)است 

دستاوردی ارزشمند و جايگزين برای بهبود و اصلاح ژنتیکی پنبه 

هر چند برای کاربرد . (Kumar et al. 2013)است  ح شدهرمط

مهندسی ژنتیک نیاز به سیستم باززايی با کارايی بالا و مستقل از 

اسیون ژنوتیپ و پروتکل مناسب با کارايی بالا برای ترانسفورم

نیازمند  ويژه برای ارقام زراعی توسعه چنین پروتکلی به. است

های موثر بر تراريزش مطالعه دقیق عوامل موثر بر باززايی و عامل

 .انده واسطه اگروباکتريومب

آن است که نتايج تجزيه واريانس میزان باززايی حاکی از 

ترين درصد  اند بیش قرار داده شده( b)هايی که در محیط  گیاهچه

دست  ههای ب گیاهچه(. 1شکل )را داشتند ( درصد 111)دهی  ساقه

های  آمده مطلوب و دارای فرم طبیعی بودند که در مقايسه با محیط

(1999)Zapata et al.  (1998) وGould et al.  های  تعداد گیاهچه

چنین اين محیط نسبت به  هم(. 2شکل )تری تولید کردند  بیش

  .Gould et al(1998)و   .Zapata et al(1999)های  محیط کشت

درصد (. 1جدول )کمتری تولید کرد  ای تعداد گیاهچه شیشه

( p≤ 0.01) داری یمعن ارقام مورد مطالعه اختلاف ینب یده ساقه

دهی تعداد ‌های باززا شده در محیط ساقه‌از بین مريستم. نشان نداد

نتايج . دهی منتقل شدند‌گیاهچه به پنج نوع محیط ريشه 121

( p≤ 0.01)داری تجزيه واريانس نشان داد که تفاوت بسیار معنی

چنین  هم(. 2جدول )زايی وجود دارد  های مختلف ريشه‌بین محیط

دار ‌های ريشه‌ها گیاهچه‌نسبت به ديگر محیط  Cزايی‌ريشه محیط

 (. 1شکل )تری تولید کرد  بیش

هتای   ها در غلظتت  منظور تعیین دز کشنده آنتی بیوتیک ريزنمونه به

هتا در   نتتايج کشتت ريزنمونته   مختلف آنتی بیوتیک قرار گرفتنتد،  

هفته نشتان داد   های مختلف کانامايسین بعد از حدود چهارغلظت

تترين   بتیش . هتا اثتر منفتی دارد     ه کانامايسین بر باززايی ريزنمونهک

مشاهده ( بدون کاناماسین)های تیمار شاهد  تعداد باززايی در نمونه

های از بین رفتته   با افزايش غلظت کانامايسین تعداد ريزنمونه .شد

گترم بتر لیتتر تمتامی     میلتی  61در غلظتت  . روند افزايشی داشتت 

داری در اما تفاوت معنتی . يخته از بین رفتندراهای غیر ترريزنمونه

همتین دلیتل    بته . گرم در لیتر مشاهده نشدمیلی 61سطوح بالاتر از 

گرم در لیتر تعیین شد و در میلی 61سطح مؤثر غلظت کانامايسین 

های انتختابی بتاززايی و نیتز تشتکیل ريشته از همتین       همه محیط

 (.1 جدول)د شغلظت استفاده 

 

 

 
هفته بر روی محیط  2سازی شده پس از  های جدا مريستم( لفا -1شکل 

هفته بر روی محیط  0سازی شده پس از  های جدا مريستم( ، بbدهی ‌ساقه

 bدهی ‌ساقه

 

10.69
99.88

45.23 10.36 33.69 38.28
0

100

200

a b c d e f

د ی در م ی   ای م  ل  در د سا ه

 
 دهی‌های مختلف ساقه‌دهی در محیط‌درصد ساقه -2شکل 

 

 
 زايی های مختلف ريشه در محیط زايی درصد ريشه -1شکل

 

 

 

 

  نتایج
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 مقايسه میانگین ترکیبات هورمونی مختلف بر روی میزان باززايی -1جدول 

 

 

 

 

 

 
 

a زمون دانکن نداردآدرصد در  يکداری در سطح  عنیتفاوت م يکسانحروف  اعداد با. 

 

 زايی زايی بر میران ريشه تاثیر تیمارهای مختلف ريشه -2جدول 

 

 

 

 

 
 

a درصد در آزمون دانکن ندارد يکداری در سطح  تفاوت معنی يکسانحروف  ااعداد ب. 

 

سازی عوامل موثر برکارايی انتقال ژن عوامل مختلفی  منظور بهینه به

ها در ز جداسازی مريستمپس ادر ابتدا  .مورد بررسی قرار گرفت

و  2، 1کشتی به مدت ها بر روی محیط همشرايط استريل، مريستم

ها به مدت روز قرار داده شدند همچنین يک سری از مريستم 1

کشتی منتقل و در همان روز تلقیح ساعت به محیط هم 0-6

 11کشتی نرخ باززايی پس از تلقیح برای يک روز هم. شدند

در . درصد بود 19و  20ترتیب برابر  ه روز بهو س 2درصد، برای 

هايی که بلافاصله پس از جداسازی تلقیح شده حالی که نمونه

درصد را نشان دادند  16بودند، در محیط انتخابی نرخ باززايی 

ها را به  کشت ريز نمونه پیش  .Gould et al(1998)(. 1جدول )

ش علاوه بر اند که اين روروز توصیه و گزارش کرده 6-1مدت 

های  های آلوده تقسیم سلولی را در سلولشناسايی ريزنمونه

 Gould and Magallanes-Cedeno)کند مريستمی تحريک می

های میزبان های اگروباکتريوم و سلولنسبت بین سلول. (1998

 T-DNAيکی از عوامل بسیار مهم موثر در افزايش فراوانی انتقال 

را کاهش  T-DNAاست، غلظت کم اگروباکتريوم فراوانی انتقال 

های پذيری سلولکه غلظت بیشتر قابلیت زيست دهد در حالیمی

تاثیر غلظت . (Wang et al. 2009)دهد گیاهی را کاهش می

اگروباکتريوم بر روی فراوانی ترانسفورماسیون از طريق چهار 

اثر غلظت . بررسی شد( 9/1و  6/1، 0/1، 1/1)غلظت 

و  1/1اگروباکتريوم بر روی نرخ ترانسفورماسیون بین غلظت های 

که تفاوتی  دار بود در حالی درصد معنی پنجدر سطح  9/1و  6/1

. مشاهده نشد 0/1و  1/1های بین نرخ تراسفورماسیون در غلظت

ترين  بیش: 0/1و  1/1های  OD براساس نتايج مقايسه میانگین

در اين پژوهش اثر دو سويه (. 1جدول )کارايی انتقال ژن را دارد 

LBA4404  وGVA3103 بر روی نرخ ترانسفورماسیون ارقام 

داری بین دو سويه تفاوت معنی. تجاری پنبه مطالعه شد

نظر  اگروباکتريوم بر روی نرخ ترانسفورماسیون مشاهد نشد و به

اما کنترل . باشند رسد هر دو سويه برای انتقال ژن مناسبمی

بسیار دشوارتر بود  GVA3103آلودگی پس از تلقیح برای سويه 

 (.1جدول )  برای ادامه کار انتخاب شد LBA4404بنابراين سويه 

تعداد گیاهان ترانسفرم  LBمايع نسبت به محیط  MSمحیط تلقیح 

دار  و اين تفاوت در سطح پنج درصد معنی تری تولید کرد بیش

ضافه کردن استوسرينگون به محیط تلقیح اثر مثبت چنین ا هم. بود

در افزايش نرخ ترانسفورماسیون در تمام ارقام مورد مطالعه داشت 

محیط تلقیح  میکرولار استوسرينگون به 111افزودن غلظت 

ترين کارايی را در افزايش نرخ ترانسفورماسیون نشان داد در  بیش

 211غلظت صفر و  که تعداد گیاهان ترانسفورم شده در دو حالی

Treatment BAP (mg/l) NAA (mg/l) تعدا شاخساره های با رشد طبیعی طول شاخساره درصد باززايی روز تا باززايی 

a 0.1 0 10 cda 10.69e 1.83 ± 0.68b 40± 0.8c  

b 0.1 0.1 8 cd 99.88a 2.84 ± 1.29a  100± 0.7a 

c 0.1 0.2 12 bc 45.23b 0.84 ± 0.13c 75± 0.9b 

d 0.0 0 11 cd 10.36d 0.76 ± 2.42c 11± 1.3d 

e 0.0 0.1 13 b 33.69bc 0.87 ± 0.42c 12± 1.0d 

f 0.0 0.2 11 a 38.28b 0.82 ± 1.06c 9±0.7d 

 درصد ريشه دهی IBA (mg/l) محیط تیمار

 درصد

 (cm)طول ريشه  

A       1/2MS 0.0            90 aa                5.1±1.2a 

B MS 0.0            90 a  5.3±   1.5b 

C MS 1.0 95 a 0.7b±7.1 

D MS 1.5 63 b 1.3c±3.5 

E MS 2.0 40 c 0.5d±1 
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گیاهان  تعداد .داری نشان نداد میکرومولار با هم تفاوت معنی

میکرومولار برلیتر کمتر از  161ترانسفورم ايجاد شده در غلظت 

دست  به با توجه به نتايج. میکرومولار بود 111و  61های غلظت

ای ترکیبات فنولی های زخمی به اندازهرسد سلولبه نظر می آمده

میکرومولار بهترين کارايی را  111کنند که با غلظت یتولید م

میکرومولار در محیط  211های بالاتر از دهند و غلظت نشان می

 211اضافه کردن  بر اين، علاوه(. 1 جدول)تلقیح کشنده است 

کشتی برای افزايش کارايی میکرومولار استوسرينگون به محیط هم

در (. 1جدول )غلظت بود ترانسفورماسیون در ساير ارقام بهترين 

در  .ها استفاده شداين مطالعه از دو روش برای تلقیح ريزنمونه

ماکرولیتر  6)روش اول مايع تلقیح بر روی ريزنمونه چکانده شد 

و در روش دوم ريزنمونه در مايع تلقیح ( بر روی هر ريز نمونه

. دقیقه شیک شدند 21شناور شده و در شیکر انکوباتور به مدت 

(. 1جدول )تری نشان داد  دوم برای ساير ارقام کارايی بیشروش 

های زمان)با توجه به اين نتیجه مدت زمان تلقیح به روش شیک 

. مورد بررسی قرار گرفت( دقیقه بر روی ساير ارقام 11و  21، 11

لازم به ذکر است که دمای تلقیح و تعداد دور بر دقیقه شیکر برای 

. يکسان بود( rpm 191-161)ر کم درجه با دو 21ها تمام زمان

دقیقه برای ساير  11مشخص شد که نرخ باززايی در مدت زمان 

 11هايی که به مدت درصد بود در حالی که نمونه 6تا  1ارقام بین 

دقیقه تلقیح شده بودند نرخ باززايی بسیار کمی داشتند و اغلب 

رای ساير نرخ باززايی ب. ها در ساير ارقام از بین رفتندريزنمونه

اثر  (.1جدول )درصد بود  11-21دقیقه  21ارقام در مدت زمان 

روز  0و  1، 2، 1برای  کشتی بر نرخ تراريختگی مدت زمان هم

اثر مدت زمان هم کشتی بر روی رقم . گرفت مورد آزمايش قرار

 هاريزنمونهنتايج اين مطالعه نشان داد که مرفولوژی  .دار بودمعنی

روز  دو ها مشابه بود پس ازمام ريزنمونهپس از يک روز در ت

هايی که د اما در ريزنمونهنمیلی متر رشد کرد 1تا  6ها  ريزنمونه

های مريستمی زاينده کشتی شده بودند سلولبرای سه روز هم

روز هم کشتی ناحیه  چهار یهادر نمونه .شدندای ريشه قهوه

تی برای بهترين مدت زمان هم کش. شدمريستمی کاملا نکروزه 

 12ساعت بود در حالی که برای رقم ورامین  01ساير ارقام 

در طول (. 1جدول )ساعت بهترين مدت زمان هم کشتی بود 

القا  Virهای وسیله رگلون کشتی عناصر کد شده بهمدت زمان هم

 .Stachel et al)شوند را منجر می  T-DNAشده و انتقال و الحاق

 2-1ها  طور کلی مدت زمان هم کشتی برای اکثر گونه به. (1985

تر از اين منجر به  های بیشاست و مدت زمان روز گزارش شده

شود بیش کشت اگروباکتريوم و در نتیجه از بین رفتن ريزنمونه می

(Cervera et al. 1998) . گیاهانی که پس بر روی تايید تراريختی

هفته در محیط انتخابی زنده مانده بودند با استفاده از  1

چنین جهت  هم .صورت گرفت nptIIهای اختصاصی ژن  آغازگر

. نیز استفاده شد Virهای ها از آغازگر بررسی عدم آلودگی نمونه

ی منف Virژن  PCRمثبت و برای  nptIIژن  PCRگیاهانی که برای 

عنوان گیاهان تراريخت در نظر گرفته و به گلدان منتقل  بودند به

از طريق بررسی  تراريخت T1در ادامه گیاهان . (0شکل ) شدند

. شناسايی شدند kan-paintingکانامايسین با استفاده از روش بیان 

غلظت استفاده شده برای تايید تراريختگی مشابه غلظت استفاده 

کار بردن  پس از به. بود mg/l 61برابر  شده در محیط انتخابی و

کانامايسین بر روی برگ گیاهان، برگ گیاه غیر تراريخت نکروزه 

(. 6 شکل) شده اما برگ گیاهان تراريخت شاداب و سبز ماند

انجام  PCRچنین برای تايید بیشتر گیاهان مقاوم به کانامايسین  هم

 .شد

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 یاهان، گT1 ،T2  ،T3ی،کنترل منف -C؛ PCRحاصل از تجزيه  يجنتا -0شکل 

 يختهترار یرشاهد غ یاهگ Ctrlترانسژن و 
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کند، سمت راست گیاه شاهد غیر تراريخت پس از هفت ، سمت چپ گیاه ترانسژنی که ژن کانامايسین را بیان میT1بر روی گیاهان  Kan leaf-paintingآزمون  -6شکل 

 .دهد کانامايسین را نشان می بردنفلش نقاط نکروزه شده بر اثر به کار . کانامايسین بر روی برگ مورد مطالعه بردنه کار روز ب

 

 کارايی ترانسفورماسیون بر روی پنج رقم پنبه با استفاده از تیمارهای انتخاب شده. 1جدول 
 cultivar رقم تیمار

 خورشید مدت زمان پیش کشت

 

 کاشمر

 

 ساحل

 

 رامینو

 

 لطیف

0 25 a a 23 a 24 a 23 a 24 a 
1 20 b 15 b 16 b 18 b 16 b 

2 11 c 12 c 9 c 12 c 12 c 

3 5 d 3 d 4 d 8 c 5 d 

OD باکتری      

0.3 25 a 24 a 22 a 25 a 26 a 

0.4 20 a 22 a 23 a 22 a 25 a 
0.5 12 c 13 c 11 c 11 c 12 c 

0.6 8 d 2 d 9 c 8 d 8 d 

      (میکرو مولار)استوسرينگون  غلظت

0 2  d 1 d 1 d 2 d 1 d 

50 12 b 11 b 14 b 13 b 14 b 

100 24 a 21 a 23 a 24 a 24 a 
150 7 c 6 c 5 c 6 c 6  c 

200 2 d 1 d 2 d 1 d 1 d 

      نحوه تلقیح

 b 5 b 7 b 2 b 4 b 6 چکاندن

 a 18 a 21 a 18 a 19 a 20 غوطه ور سازی

      مان تلقیحمدت ز

10 8  b 8 b 7 b 5 b 5 b 

20 19 a 20 a 18 a 19 a 18 a 

30 2 c 1 c 2 c 1 c 1 c 

      مدت زمان هم کشتی

1 8 b 8 b 7  b 6 b 6  b 

2 23 a 21 a 20 a 21 a 23 a 
3 6 c 4 c 4 c 19 a 3 c 

4 2 d 3 c 2 c 1 d 0 d 

      سويه اگروباکتريوم
GN 3103 

LBA 4404 
20 16 b 20 a 18 a 19 a 

18 a 20 a 19 a 20 a 20 a 
      محیط تلقیح

MS مايع 
LB 

19 a 20 a 19 a 20 a 18 a 

5 b 6 b 5 b 4 b 5 b 

      کشتیمحیط هم
Co-culture+200 aceto 
Co-culture+ 0 aceto 

20 16 a 20 a 18 a 19 a 
5 b 6 b 5 b 4 b 5 b 

a داری در سطح پنج درصد در ازمون دانکن ندارد تفاوت معنی اعداد به حروف يکسان. 
 

Transgenic 

plant 
non-transformed plant 
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 گیری  ن یجه

واسطه اگروباکتريوم پرکاربردترين روش  اگر چه انتقال ژن به

کمی از ارقام به اين روش پاسخگو  انتقال ژن است، تنها تعداد

واسطه  توانند کارايی انتقال ژن بهعوامل زيادی می .هستند

ترين دلیل اين امر ت تاثیر قرار دهند که عمدهاگروباکتريوم را تح

استفاده از . زايی سوماتیکی استپاسخ وابسته به ژنوتیپ در جنین

از زمان اولین . تر استمريستم انتهايی برای باززايی نسبتا آسان

های های انتقال ژن به واسطه اگروباکتريوم به ريزنمونهگزارش

  .Zapata et alو  .Gould et al(1998) توسطمريستم انتهايی 

گزارشات متعدد ديگری از انتقال ژن به اين ريزنمونه  (1999)

 Juturu et al. 2015; Sunilkumar and Rathore)است  منتشر شده

2001; Zhang 2013) . اما کارايی انتقال ژن در تمام اين گزارشات

در اين مطالعه تعدادی از عوامل اثرگذار بر . بسیار پايین است

  . شدکارايی انتقال ژن به واسطه اگروباکتريوم را بررسی 

ها بررسی شد که العه اثر پیش کشت برای نمونهدر اين مط

روی محیط هايی که فقط چند ساعت بر مشخص شد نمونه

درصد را  21ترين نرخ باززايی  اند بیش کشت قرار داده شده پیش

 . نشان دادند

های مريستمی در بسیاری از کشت کردن ريزنمونههر چند که پیش

کشت ريز پیش Li et al. (2012) مطالعات توصیه شده برای مثال

 .(Lei et al. 2012) اندروز توصیه کرده 0-1ها را به مدت نمونه

(2012)Li et al. OD600= 0.5 به پنبه پیشنهاد  را برای انتقال ژن

های گیاهان غلظت در بسیاری از گونه .(Lei et al. 2012)اند کرده

اگروباکتريوم بر روی کارايی ترانسفورماسیون بستگی به رقم و 

سازی بنابراين بهینه .(Dutt and Grosser 2009)گونه گیاهی دارد 

غلظت اگروباکتريوم و رقم مناسب جهت افزايش نرخ باززايی 

سويه اگروباکتريوم نقش مهمی در فرآيند . ضروری است

ترانسفوماسیون دارد زيرا که در آلودگی و کارايی انتقال ژن نقش 

توان آلودگی سويه  .(Bhatnagar and Khurana 2003) دارند

های مختلف گیاهان و حتی ارقام گیاهی بسیار باکتری بین گونه

های گیاه ناشی از نوع اثر متقابل سلولمتنوع است و اين امر 

تاکنون . (Davis et al. 1991)های باکتريايی است میزبان و سلول

ترين کاربرد را در مطالعات انتقال ژن به  بیش LBA4404سويه 

و تاثیر سويه اگروباکتريوم  .(Bakhsh et al. 2015)پنبه داشته است 

نتايج مقايسه . است ايی تاکنون بررسی نشدهبر روی نرخ بازز

میانگین نشان داد که دو سويه برای ساير ارقام به جز رقم کاشمر 

 T-DNAفرايند انتقال و درج . کارايی يکسانی در انتقال ژن دارند

گیرد، صورت می Virهای های میزبان به وسیله پروتئین به سلول

خته شده توسط وسیله ترکیبات فنولی سا اين گروه ژنی به

. (Georgiev et al. 2008)شوند  های زخمی گیاهان القا می سلول

اند شناسايی شده Virهای تاکنون ترکیبات متعددی در القای ژن

(Delmotte et al. 1991; Dye et al. 1997).  از بین ساير اين

شمار  ترکیبات استوسرينگون پرکاربردترين و موثرترين عامل به

در حضور غلظت کم استوسرينگون  .(Fortin et al. 1992)رود می

صوررت سینرژيک در  ترکیبات قندی مانند گلوکز و گالاکتوز به

و سبب  (Cangelosi et al. 1990)کنند عمل می Virهای القای ژن

شوند ها میافزايش نرخ ترانسفورماسیون در بسیاری از گونه

(Henzi et al. 2000).  (1999)هرچندZapata et al.   روش اول را

 با اين حال،اند های مريستم پیشنهاد کردهريزنمونهبرای تلقیح 

(2009) .Nandeshwar et al  روش دوم را برای تلقیح

در اين مطالعه . اند ردهتر گزارش کهای مريستمی مناسب ريزنمونه

ساعت بود طول  01کشتی برای ساير ارقام بهترين مدت زمان هم

القا  Virهای وسیله رگلون کشتی عناصر کد شده بهمدت زمان هم

 .Stachel et al)شوند را منجر می  T-DNAالحاقشده و انتقال و 

 1-2 هاکشتی برای اکثر گونهطور کلی مدت زمان هم به. (1985

تر از اين منجر به  های بیشاست و مدت زمان روز گزارش شده

شود بیش کشت اگروباکتريوم و در نتیجه از بین رفتن ريزنمونه می

(Cervera et al. 1998).  با اين حال در مطالعات تراريزش

روز بهترين نرخ ترانسفورماسیون  0کشتی های مريستمی هم‌نمونه

های ‌دهد بافت‌که اين نشان می، (Dutt et al. 2007)را داشته است 

تری نسبت  کشتی مقاومت بیشمدت زمان هممريستمی نسبت به 

دست آمده از پژوهش حاضر را  نتايج به. ها دارند‌به ساير ريزنمونه

کشت آگروباکتريوم استرين : خلاصه کردزير توان به شکل ‌می

LBA4404  در محیطLB های مريستم در محیط ‌و کشت ريزنمونه

وسیله ها به ‌ساعت، سپس تلقیح ريزنمونه 0-6کشت به مدت پیش

میکرومولار  111با غلظت  MSباکتری در محیط تلقیح 

ها سازی نمونه ورغوطه ،گرم بر لیتر کاينتینمیلی 1استوسرينگون و 

کشتی  روز هم 2 ،درجه 21دقیقه در شیک انکوباتور  21به مدت 
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 61استفاده از غلظت  و درجه 21در شرايط تاريکی و دمای 

های ترانسفورم  ی انتخاب ريزنمونهگرم بر لیتر کانامايسبن برا میلی

در اين  .دهد درصد افزايش می 21کارايی ترانسفورماسیون را تا 

رقم  پنجواسطه اگروباکتريوم برای  مطالعه روش انتقال ژن به

 . سازی شد تجاری پنبه که گیاهی بسیار سرسخت است بهینه
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