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A. tumefaciens تومور هايي به نام گال طوقه ايجاد مي نمايد، 

است.  موئي  ريشه  بيماري  عامل    A.rhizogenes حاليكه  در 
پلاسميد هاي بزرگ موجود در اين آگروباكتريوم ها را به ترتيب 
پلاسميد تومورزا  )پلاسميد Ti( و پلاسميد ريشه زا )Ri پلاسميد( 
اعطا  ناقل  هاي  باكتري  به   را  بيماريزايي  توانايي  كه  نامند،  مي 
مي كنند. هر دو بيماري فوق، از انتقال و تلفيق كاربردي بخش 
ويژه اي از پلاسميد Ti يا Ri به درون كروموزوم هاي گياه نتيجه 
 Ti مي شود. بعداًَ مشخص شد كه فقط بخش كوچكي از پلاسميد
كه T-DNA يا DNA منتقل شونده نام دارد به ژن هسته اي گياه 

منتقل و در آنجا تلفيق مي شود.

T-DNA انتقال
انتقال T-DNA با ورود باكتري ها به يك زخم گياهي شروع 
مي شود. ايجاد زخم، حداقل در ناحيه اي از گياه، يك رويداد 
الزامي براي فرآيند انتقال است و ممكن است تا حدي براي ساخته 
شدن تركيبات خاصي توسط گياه كه بيان ژن هاي را تحريك 
مي نمايند مورد نياز باشد. دو تا از فعال ترين مواد شناسايي 
بتاهيدروكسي  و   )Acetosyringone(استوسيرينگون شده، 
β-hydroxy-Acetosyringone(است.  استوسيرينگون)

هميوغي  در  دخيل  وقايع  به  زيادي  شباهت   T-DNA  انتقال 
باكتريايي دارد كه در طي آن كروموزوم E.coli به صورت تك 
رشته اي از يك سلول  باكتري به سلول ديگر منتقل مي شود. 
يك تفاوت اين است كه انتقال T-DNA معمولاً توسط توالي 
تكرار شونده مرزي سمت چپ محدود مي شود، در حاليكه 
تلفيق  نحوه  هنوز  است.  نامحدود  باكتريايي    DNA انتقال  كه 
نيست. روشن  چندان  گياه  ژنوم  درون  به  يافته  انتقال   DNA 

ناقل هاي مبتني بر آگروباكتريوم
مكانيزم  عناصر  از  آگروباكتريوم،   Ti پلاسميد  سيستم 
تراريختي آگروباكتريوم بهره مي گيرد، اما به دليل  ويژگي هاي 
كرد:  استفاده  مستقيم  طور  به   Ti پلاسميد  از  توان  نمي  زير 

غلبه بر موانع دست ورزي ژن هاي گياهي با شناخت خصوصيات و 
بهره برداري از پلاسميد هايي كه توسط دو باكتري بيماريزاي گياهي 

يعني Agrobacterium tumefaciens و A.rhizogenes حمل 
مي شود، محقق شد. اين پلاسميد ها امكان انتقال طبيعي ژن، بيان ژن 

    A. tumefaciens ،و سيستم هاي گزينش را فراهم مي آورند. امروزه
 به عنوان مؤثرترين مهندسی ژنتيك گياهي در طبيعت مطرح شده است.

Ti اساس ايجاد تومور و پلاسميد
اسميت ) Smith ( و تانسند ) Townsend ( در  سال 1907 
باكتري  يك  طوقه،  گال  هاي  تومور  ايجاد  عامل  كه  دادند  نشان 
دادكه  نشان  همكارانش  و   )  Braun  ( بران   آزمايشات  است. 
زنده  هاي  باكتري  مداوم  حضور  به  نيازي  تومور،  حفظ  براي 
نيست)Braun and Stonier 1958(. باكتري ها به درون سلول 
به  بلكه  نمايند،  نمي  نفوذ  تبديل مي شوند،  تومور  به  گياهي كه 
فضاي بين سلولي و سلول هاي زخمي رخنه كرده و فقط خود 
را به ديواره سلول هاي گياهي سالم مي چسبانند. بنابراين توجه 

محققان به شناسايي يك عامل فرضي ايحاد تومور معطوف شد.
 اولين بار زانن  Zaenene     و همكاران در 1974 اعلام كردند 
كه نژادهاي بيماريزاي A. tumefaciens پلاسميدهاي بزرگي در 
دارد.  در پلاسميد وجود  بيماريزايي  اندو صفت  داده  خود جاي 
وقتي كه پلاسميد را از  باكتري حذف مي نمايند، بيماريزايي نيزبه 

طبع از آن حذف مي شود.

  مقاله علمی

مهندسی ژنتیک و روش های انتقال ژن

شبنم بهرامی- دانشجوی مقطع دکترای سلولی و مولکولی
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2- كشت توأم : پرتوپلاست ها جداسازي شده و در مرحله 
در  ساعت   40 تا   24 مدت  به  سلولي  ديواره  مجدد  تشكيل 
باكتري به ازاي  سوسپانسيوني ازآگروباكتريوم به غلظت 100 
هر پرتوپلاست كشت داده مي شوند. چند روز پس از كشت 
ترانسفورماسيون  گزينش،  عامل  برابر  در  گرفتن  قرار  و  توأم 

رخ مي دهد.
3-  روش ديسك برگي: در اين عمل، اين روش براي هر 
تمايز  و  نمو  براي شروع  منبع خوبي  كه  اي  نمونه  ريز  بافت 
گياه كامل است، قابل اجرا است. بدين منطور كوتيلدون هايي 
كه به تازگي خارج شده اند، مواد بسيار سودمندي است. در 
روش ديسكي يا ريز نمونه اي، قطعه اي از بافت را قطع كرده 
از  تا سه روزدر سوسپانسيوني  به مدت چند ساعت  را  و آن 
كشت  محيط  يك  روي  بر  سپس  و  برده  فرو  آگروباكتريوم 
مناسب براي رشد باكتري كشت مي دهند. سپس ريز نمونه هاي 
بافتي را به يك محيط كشت محتوي يك عامل متوقف كننده 
باكتري، كه باكتري ها را حذف مي كند، انتقال مي دهند. پس 
از اين مرحله، ريز نمونه ها به محيط كشتي كه براي گزينش 
سلول هاي گياهي تراريخت  طراحي شده و از آنتي بيوتيك 
منتقل مي شود. روش ديسكي  برخوردار است،  مناسب  هاي 
تراريخت  گياهان  سريع،  خيلي  و  بوده  ساده  تكنيكي  نظر  از 
توليد مي كند. بدين جهت در حال حاضر استفاده از اين روش 

ترجيح داده مي شود.

مزيت ها
ترانسفورماسيون يا ميانجيگري آگروباكتريوم از مزيت هاي 

زير برخوردار است:
1- اين روش يك ابزار طبيعي براي انتقال ژن ها است و در 
بين كساني كه روش هاي طبيعي را ترجيح مي دهند از مقبوليت 

بيشتري برخوردار است.
2- آگروباكتريوم از توانايي آلوده سازي سلول ها، بافت ها و 
اندام هاي گياهي سالم بر خوردار است. بر اين اساس مشكلات 
ناشي از محدوديت هاي كشت بافت، در اين روش كمتر بوده و 
باززايي گياهان تراريخت با سرعت بيشتري صورت مي گيرد.

با  را   DNA بزرگ  قطعات  كه  است  قادر  3-آگروباكتريوم 
كارايي زياد و بدون بازترتيبي هاي قابل توجه به گياه انتقال دهد.

4-تلفيق T-DNA يك فرآيند نسبتاً دقيق است.
5-پايداري ژن منتقل شده عالي است.

معايب
اگر چه امروزه انتقال صفات جديد به گياهان از طريق سيستم 
با  هنوز  اين سيستم  اما  است،  متداول  آگروباكتريوم يك روش 

مكان  فقدان   )3( تومورزايي  خاصيت   )2( بزرگ  اندازه   )1(
هاي  پلاسميد  برشي.  هاي  آنزيم  براي  بفرد  منحصر  برشي  هاي 
آگروباكتريوم را با حذف توالي T-DNA طبيعي كه مواد سرطان 
زا را كد مي نمايد و جايگزين كردن ژن هاي خارجي مورد نظر 
به جاي آن خلع سلاح مي نمايند. علاوه بر اين، مكان هاي برشي 
گردد. مي  اضافه  ها  پلاسميد  به    نيز  برشي  هاي  آنزيم   ويژه 

 
تكنيك هاي تراريختي با استفاده از آگروباكتريوم

امروزه براي توليد گياهان تراريخت، از تكنيك تراريختي گياهي 
با استفاده از آگروباكتريوم استفاده گسترده اي مي شود. مهمترين 
لازمه ها براي انتقال ژن با استفاده از آگروباكتريوم به گياهان عالي 

عبارتند از:
توسط  آن  با  مرتبط  تركيبات  ديگر  يا  استوسيرينگون  1-توليد 
ريز نمونه گياهي براي فعال شدن ژن هاي vir نياز است. يا بايستي 
آگروباكتريوم از قبل توسط استوسيرينگون مصنوعي تحريك شده 
هاي  سلول  به  بايستي  شده  تحريك  هاي  آگروباكتريوم  باشد. 

گياهي مستعد براي ترانسفورماسيون دسترسي داشته باشند.
2-سلول ها و بافت هاي مستعد براي ترانسفورماسيون بايستي 

از توانايي باززايي گياهان كامل برخوردار باشند.
3-ريز نمونه اي كه براي تلقيح يا كشت توأم با آگروباكتريوم ناقل 
ناقلين دوتايي يا تلفيقي مورد نظر مورد استفاده قرار مي گيرد مي تواند 
 سلول پرتوپلاست،كالوس، قطعاتي از بافت يا اندام هاي كامل باشد.

سه روش عمومي براي تلقيح آگروباكتريوم
 1-آلوده سازي گياهان زخمي: تلقيح اين ويووي گياهچه ها و 
يا گياهان كاملي كه در اين ويترو و تحت شرايط استريل تكثير 
با  تراريخت  ها  سلول  آوردن  بديت  سنتي  روشي  اند،  يافته 
آگروباكتريوم است. گياهچه ها را سربرداري كرده و سطح زخمي 
را كه بتازگي بريده شده است با يك كشت شبانه از آگروباكتريوم 
يك  به صورت  و  شود  مي  قطع  حاصل  تومور  كنند.  مي  تلقيح 
بافت كالوس رشد داده مي شود. كالوس هاي تراريخت جدا شده 

و باززايي مي شوند.
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)bombardment Microprojectile( و 
  )Particle acceleration( شتاب ذره اي
عنوان  به  را  خود  شود،  مي  ناميده  نيز 
راه  ترين  مؤثر  و  ترين  پذير  انعطاف 
موجودات  از  مختلفي  انواع  ايجاد  براي 
ها،  ميكروارگانيسم  شامل  تراريخت 
گياهي  هاي  گونه  و  حيواني  هاي  سلول 
مطرح ساخته است. اين روش كه در آن 
فرستادن  براي  شتاب  پر  هاي  ريزپرتابه 
اسيد هاي نوكلئيك به درون سلول هاي  
زنده استفاده مي شود، توسط كلين و همكاران و سانفورد و 

همكاران توصيف شد.
كرده  جلب  خود  به  را  زيادي  توجه  كه  اصلي  سيستم   
يا  ذرات   كننده  هدايت  تفنگي  وسيله    PDS-1000 از  است 
PDS-1000/He(  تفنگ هليومي هدايت كننده ذرات( استفاده 

 1-3 قطر  به    DNA ناقل)  تنگستن  يا  طلا  ذرات  كند.  مي 
ميكرومتر( معروف به ريز پرتابه ها كه توسط يك درشت پرتابه 
 )  Macro carrier( ناقل  درشت  يا   )Macro projectile(
پرتاب  زنده  گياهي  هاي  سلول  سمت  به  شود،  مي  حمل 
بر سطح جلويي  پرتابه ها(  DNA)ريز  مي شود. ذرات حامل 
درشت  برخورد  از  پس  و  شود  مي  داده  قرار  حامل  درشت 
حامل به يك صفحه يا غربال متوقف كننده، از آن رها مي شود.
صفحه مانع، به نحوي طراحي شده است كه حركت پيش 
رونده درشت پرتابه را متوقف مي نمايد، اما به ريز پرتابه ها 
اجازه عبور مي دهد. در اين روش هنگامي كه گاز هليوم از 
تانك آزاد مي شود، يك صفحه بازدارنده از ورود آن به اتاقك 
ممانعت مي كند. اين ديسك ها با قدرت هاي متفاوتي براي 
مقاومت در برابر فشار گاز كه از psi  500-700 متفاوت است، 

موجود است. 
پس از آنكه صفحه بازدارنده گاز هليوم را متراكم كرد، اين گاز 
به طور ناگهاني رها مي شود و يك ورقه پلاستيكي نازك را كه 
حامل ريزپرتابه ها است به سمت يك غربال فلزي شتاب مي دهد.
 پس از برخورد با يك صفحه يا غربال متوقف كننده، ريز 
پرتابه ها از منافذ غربال عبور مي نمايد. سپس اين ريز پرتابه ها، 
هدف  بافت  به  تا  كند  مي  طي  را  ناقص  خلاء  با  مسير  يك 
برسند. خلاء ناقص براي كاهش كشش ايروديناميك وارده بر 
ريز پرتابه ها و كاهش موج تلاطم ايجاد شده در زمان برخورد 
درشت پرتابه به صفحه متوقف كننده مورد استفاده قرار مي گيرد.

درشت تزريقي
در اين روش مقداري محلول DNA )10-5ميكروليتر(  با استفاده 
از ميكروپيپت به داخل ساقه هاي هوايي ) پنجه ها ( تزريق مي شود.

است. مواجه  هايي   نارسائي 
دامنه  در  محدويت  داراي   -1
از  تعدادي  و  است  ميزباني 
با  مهم  بسيار  زراعي  گياهان 
شود.  نمي  آلوده  آگروباكتريوم 
اگر چه اخيراً با ايجاد نژاد هاي 
شديدا بيماريزاي آگروباكتريوم، 
پيشرفت هاي زيادي براي فايق 
آمدن بر اين محدوديت صورت 

گرفته است.
2- در بعضي از موارد، تراريخت نمودن سلول ها در بافت هايي كه 
از توانايي باززايي برخوردارند، مشكل است. ممكن است سلول هاي 
جنين زا در مناطق دروني باشد و در دسترس آگروباكتريوم قرار نداشته 

و يا اينكه هدف انتقال T-DNA قرار نگيرد.

)Caulimoviruses(كوليموويروس ها
ويروس  يك  از  گياهي،  هاي  ويروس  انواع  بين  در 
كلم  گل  موزائيك  ويروس  يعنی  كوليموويروس،  گروه 
ناقل  ترين  محتمل  عنوان   )CaMV()Cauliflower mosaic virus (به 

بالقوه براي انتقال ژن هاي خارجي به گياهان ياد مي شود. دليل 
عمده اين نظر، اين است كه كوليموويروس ها به علت دارا بودن 
ژنومي با ساختار DNA دو رشته اي كه به راحتي قابل دست ورزي 
است، در بين ويروس هاي گياهي بي نظيرند. آنها اولين ويروس 
هاي گياهي بودند كه با استفاده از تكنولوژي DNA نوتركيب مورد 
دستورزي قرار گرفتند. گروه كوليموويروس ها از 6-19ويروس 
محدودي  ميزباني  ي  دامنه  از  يك  هر  كه  است  شده  تشكيل 
برخوردار است. معروف ترين اين ويروس ها عبارتند از: ويروس 
خراشي ميخك)Carnations etehed virus(، ويروس موزائيك 
 ،)Dahlia mosaic virus( كوكب  موزائيك  ويروس  كلم،  گل 
ويروس موزائيك لاله عباسي، ويروس رگبرگ نواري توت فرنگي
از  زيادي  تعداد  است،  گروه  اين  عضو  مشهورترين  كه   CaMV

گياهان تيره شب بو و همچنين  Datura stramonium را آلوده 
مي نمايد. اين ويروس در طبيعت توسط شته ها منتقل مي شود، 
داد.  انتقال  را  آن  توان  مي  راحتي  به  نيز  مكانيكي  روش  به  اما 
مشخص شده است كه هر گاه DNAي ويروسي يا DNA كلون 
شده CaMV به تنهايي بر سطح برگ هاي حساس ماليده شود از 

قابليت بيماري زايي برخوردار است.

بمباران ذره اي )Particle bombardment( يا بيوليستيك 
)Biolistic(

ريزپرتابه اي  بمباران  بيوليستيك،  كه  اي  ذره  بمباران  تكنيك   
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هاي برنده تيز برخورداند.
 انتقال DNA  در اين سيستم، احتمالاً به دليل نفوذ فيبرهاي 
سيليكون كربايد آغشته به DNA از خلال ديواره سلولي است.

ترانسفورماسيون با استفاده از اولتراسوند
توسط  خارجي   DNA جذب  تحريك  براي  اولتراسوند  از 
پروتوپلاست گياهي و قطعات برگي توتون استفاده مي شود. 
اين روش، شامل غوطه ور كردن اكسپلانت ها )قطعات برگي 
 ) Sonication buffer ( بافر صوتي يا پرتوپلاست ها ( در 
محتوي DNA ي پلاسميدي و ارسال امواج ماوراء صوت با يك 
مولد پالس هاي ماوراء صوتي با شدت صوتي w/cm2 5/0 به 

مدت 30 دقيقه است.

انتقال ژن از طريق دانه گرده
محققان تعدادي دانه گرده را به عنوان يك حامل براي انتقال 
ژن پيشنهاد كرده اند. گزارش شده است كه فرستادن DNA به 
درون گامت ها و پس از آن، لقاح و جنين زايي زايگوتي، منجر 

به انتقال ژن خواهد شد.
روش هاي انتقال شيميايي ژن

كننده  شل  مواد  از  ژن  انتقال  تسهيل  براي  روش  اين  در 
شود.  مي  استفاده  دهنده  رسوب  مواد  يا  و  پلاسمايي  غشاء 
ها  پرتوپلاست  است.  پرتوپلاست  اصولاً  استفاده  مورد  بافت 
اورنيتين  ال-  پلي   ،PE محتوي  هاي  بافر  در   DNA با  همراه 
دو  هاي  يون  يا  الكل  وينيل  پلي   ،)Poly L-ornithine  (
ظرفيتي انكوبه مي شود. تكنيك هاي ترانسفورماسيون شيميايي 
تصادفي  بعلاوه  دارند.  كارآيي  گياهان  از  وسيعي  طيف  براي 
بودن اين روش از نظر تلفيق DNA در ژنوم، بدين معني است 
كه براي انتقال ژن هاي غير انتخابي، بررسي كامل خصوصيات 
تأييد  براي  بلات  تكنيك ساترن  از  استفاده  با  تراريخت  افراد 

ماهيت فرآيند تلفيق ضروري است.

رسوب با فسفات كلسيم
در اين روش، DNA با محلول كلريد سديم و بافر فسفات 
ايزو تونيك مخلوط شده و رسوب DNA-CaPO4 تشكيل مي 
شود. به اين رسوب اجازه داده مي شود تا به سلول هاي فعال 
و سپس  بپردازد  تعامل  به  در حال رشدبه مدت چند ساعت 
تازه  محيط كشت  در  ها  اينكوباسيون سلول  و  عمل شستشو 
 ،DSMOانجام مي شود. وارد كردن يك شوك فيزيولوژيكي با
كارايي ترانسفورماسيون را تا حد معيني افزايش مي دهد. ميزان 
رسوب  در  آن  ظاهر  حفظ  و   DNA زياد  غلظت  به  موفقيت 

بستگي دارد.

ريز تزريقي
صورت  به  و  مستقيم  طور  به    DNA تزريقي،  ريز  روش  در 
هدف  يك  درون  به  ميكروسكوپي  كنترل  طريق  از  و  مكانيكي 
مشخص فرستاده مي شود. هدف  مي تواند يك سلول معين در 
درون يك ساختار چند سلولي نظير جنين، تخمك، مريستم، و يا 
يا يك جزء  يا سلول ها و  پرتوپلاست ها  از  در درون توده اي 
معين از يك سلول باشد. ريز تزريقي به عنوان يك روش فيزيكي 

مستقيم قادر به نفود از ديواره سلولي سالم است.

ترانسفورماسيون با استفاده از ليپوزوم
ليپوزوم ها، حباب هاي ليپيدي مصنوعي است كه توسط غشا هاي 
مصنوعي فسفو ليپيدي احاطه شده و در كشت بافت هاي حيواني 
براي فرستادن داروها، پروتئين ها و نظاير آن به درون سلول مورد 
استفاده قرار مي گيرد. ليپوزوم ها را مي توان با استفاده از PEG براي 
تلفيق در پرتوپلاست ها  تحريك و از آنها براي انتقال ژن ها استفاده 
كرد. در اين روش DNA در نتيجه آندوسيتوز شدن ليپوزوم ها به 

درون پرتوپلاست وارد مي شود؛
مراحل كار عبارتند از :

1-چسبيدن ليپوزوم ها به سطح پروتوپلاست
2-تلفيق ليپوزوم ها در مكان اتصال

3-رهاسازي پلاسميد ها در درون سلول
ترانسفورماسيون با استفاده از فيبر سيليكون كربايد:

SCF   ( ) Silicon carbide fiber- medi- (  فيبر هاي سيليكون كربايد
ated transformation ( از متوسط اندازه اي به قطر 0/6 ميكرومتر و 

  DNA طول 80-10 ميكرومتر برخوردارند. اين فيبر ها قابليت انتقال
به درون سلول هاي گياهي برخوردارند. در اين روش مخلوطي از 
DNAي پلاسميدي كد كننده يك ژن نشانگر گزينشگر، فيبر هاي 

سيليكون كربايد و بافت ريز نمونه دريك تيوپ اپندروف ورتكس 
مي شود. فيبر هاي سيليكون كربايد از ماهيت بسيار سخت با لبه 


