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 چکیده

 با یاهگ این تراریختی و بافت کشت. باشدمی دنیا در ساکارز یتولیدکننده صنعتی گیاه ینترمهم (Saccharum officinarum) نیشکر

 Streptococcus یباکتر از (gtfI) سوکرازموتان یکدکننده ژن تحقیق، این در. است سازیبهینه نیازمند که است مواجه هاییچالش

downei به نسبت ریزنمونه از ژن پرتاب متریسانت 9فاصله  یانتقال داده شد. در روش تفنگ ژن یشکرو به ن سازیهمسانه ،یجداساز 

 فشار حفظ برای مانیتول و سوربیتول ترکیب از استفاده چنینهم. داد نشان را (P≤0.01) یدارمعنی اختلاف و بهتر مترسانتی 12 فاصله

 داریشهررا در  ییکارآ ینبهتر NAAو  IBA یهورمون یببرد. ترک بالا (P≤0.01) دارییمعنطور را به یختیدرصد ترار هاکالوس اسمزی

 زانیپارامتر پل )م یانگیننشان داد که م رکشت،یز مرحله دو از حاصل ختیترار یاهانقند گ هیتجزنشان داد.  یختترار یاهانکردن گ

موضوع نشان  یندرصد همراه بود. ا 32 حدود در ایملاحظهمربوطه با کاهش قابل  ینسبت به شاهدها یختترار ینساکارز( در هر دو لا

 قند را مصرف کند. یزانم نیاشده و توانسته است  یانب یشکرن یختترار هایلاین در خوبی به سوکرازموتان آنزیم که دهدیم
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 مقدمه

و  یصنعت ،لپهتک یاهیگ Saccharum officinarum)) نیشکر

است  یامهم دن یزراع یاهاز ده گ یکیمهم از خانواده گرامینه و 

که عموماً در  (Ingelbrecht et al., 1999)و همکاران  اینگلبرچت

 کاغذ، شکر، تولید برای گرمسیرییمهو ن یریمناطق گرمس

 یشکر. نشودمی کشت مالچ و زیستی اتانول کود، دام، خوراک

از  یشب یادرصد وزن تر  22از  یشاست که ساکارز ب 4C یاهیگ

 یلساقه آن را تشک ایگرهیاندرصد وزن خشک بافت م 02

 ;Komor et al., 1981)و همکاران  راو همکاران؛  کومور دهدمی

Rae et al., 2005) درصد از شکر  62-02 یناساس ب ینا بر و

 ,.Ming et al)و همکاران  مینگ کندمی ینجهان را تأم یدیتول

 پیشرفت میزان مهم، زراعی گیاهان سایر با مقایسه در. (2006

چون خزانه  یلیبه دلا یاهگ یندر ا یسنت هایروش به نژادیبه

 یپیچیده یتاندک، ماه یجنس یو بارور یدتول یر،فق یژن

 یاربس ی،ساله اصلاح به روش سنت 10-12زمان  و پلوئیدیپلی

 ,.Lakshmanan et al)و همکاران  مانان لاکشاست  یینپا

2005). 

 ههد دو در ژن، انتقال هایروش یژهوبه یاهی،گ بیوتکنولوژی

 خصوصبه یزراع یاهانگ نژادیبه برای یتوجهقابل هایگام اخیر

ن از انتقال ژ هاییگزارش اگرچه. است برداشته یالپهتک یاهانگ

وجود  یشکرن یاهدر گ Agrobacterium)) یبه روش اگروباکتر

 ینروش در ا ینکه استفاده از ا دهدینشان م یقاتدارد، اما تحق

 سونجک ؛همکاران و جویساست  یپمشکل و وابسته به ژنوت یاهگ

 بنابراین. (Joyce et al., 2014; Jackson et al., 2013) و همکاران

در  Biolistic)) یتفنگ ژن یلهوسکه انتقال ژن به رسدمی نظر به

 یآگروباکتر ی( در مقابل آلودگRecalcitrantسرسخت ) یاهانگ

 ,.Frame et al)و همکاران فریم ،لپه مانند ذرتتک یاهانو در گ

 کارسونوبرنج  ،(Zhao et al., 2000)و همکاران  ژائوگندم  ،(2000
و همکاران  منگجو  ،(Carsono and Yoshida, 2008) یوشیداو 

(Meng et al., 2009) و همکاران  باور یشکرو ن(Bauer et al., 

 از خود نشان دهد. یبهتر ییکارآ (2012

ستند و ه یوپلوئیدان یو گاه پلوئیدپلی هتروژن، نیشکر ارقام

 Behera) ساهو و ابهر شوندمی تکثیر قلمه توسط تنها روینازا

and Sahoo, 2009) .یکعنوان کشت بافت به هایمزیت از یکی 

الا و ب یفیتبا ک یاهانیاست که گ ینا یرجنسیغ یرروش تکث

 رکلم شوندمی تکثیر استریل شرایط تحت و تولید دستیک

(Merkle, 1990) .یستمجمله نوک مر زا یمتعدد هایریزنمونه از 

و  فالکو زاجنین کالوس ،(Wu et al., 2015)و همکاران  وو

و  تاپاریانارس ساقه  هایبرش ،(Falco et al., 2000) همکاران

 با یختترار یاهانگ یدتول برای (Taparia et al., 2012) همکاران

 هب حال، این با. است شده استفاده ژنی تفنگ روش از استفاده

 ینیدولپه پا یاهانبا گ یسهدر مقا ییباززا یزانکه م رسدمی نظر

مؤثر  یختیترار ییکارآ یزانم یرو یمتعدد یاست. فاکتورها

 ییززامهم در با یاز فاکتورها یکی یزنمونهمنبع ر یپهستند. ژنوت

عنوان مثال، . به(Zale et al., 2004)و همکاران  ژالهاست  یاهانگ

 یادیز حد تا تراریختی موفقیت میزان که دهدینشان م یقاتتحق

 ایدب آگروباکتری از استفاده صورت در و است وابسته ژنوتیپ به

ار قر یرا مورد بررس یاز آگروباکتر یمتعدد یو نژادها هاژنوتیپ

 ,.Arencibia et al)و همکاران  جویس ؛و همکاران آرنسیبیاداد 

1998; Joyce et al., 2010) .تراریخت گیاه تولید برای حال،ینباا 

، اما کاربرد دارد هاژنوتیپ از بسیاری برای ژنی تفنگ نیشکر در

اص خ هایژنوتیپ برای سازیینهبه یازمندروش ن یناستفاده از ا

 .(Altpeter and Oraby, 2010) اورابی و آلپتراست 

 مهمی سهم که است ایران گیاهان ینتراز مهم یکی نیشکر

 1393-زراعی سال آمار اساس بر. کندمی بازی جامعه تغذیه در

درصد  23/00با  یشکرشکر کشور ن یداز کل محصول تول ،1394

 شکر میزان. (Anonymous, 2016) نامبیدر رتبه نخست است 

 بوده تن هزار 022 حدود در 1394 سال در گیاه این از تولیدی

 میلیون 062 معادل ارزشی دلار، 022 تن هر احتساب با که ستا

 ی،سنت نژادیبه مشکلات دلایل به است بدیهی. است داشته دلار

ود انتقال ژن س یاز راهکارها یدبا یاه،گ ینا یکیبهبود ژنت یبرا

 کی سازیینهسود جستن از هرگونه روش انتقال ژن، به یبرد. برا

 یکارآمد و قابل تکرار با استفاده از ارقام مهم زراع دستورکار

 در. است مطالعه این اصلی هدف رویناست و ازا یکشور، ضرور

 گلیکوزیل یکدکننده ژن یک از بار اولین برای مطالعه این

 بیوپلیمر تولید برای آنزیمی که شد استفاده باکتریایی ترانسفراز

 نیا یدتول یبرا یمآنز ینا کهیی. ازآنجاکندمی تولید موتان

 نجشس کند،یعنوان سوبسترا استفاده ماز ساکارز به یوپلیمرب

 نگتف روش کارآیی ارزیابی برای خوبی محک تواندمی قند میزان

 .باشد ژنی

 

 هاروش و مواد

 ژن سازیهمسانه

 اندازراه یحاو 0'از سر  بیترتبه pBINPLUS/gtfI یانیب سازه

 یتوال ،(CaMV) کلمگل کییموزا روسیو 35S (×3) یعموم

 روسیمربوط به و ALMVترجمه موسوم به  یکنندهتیهدا

 یتوال ،(Tumer et al., 1991)و همکاران  تومر ونجه؛ی کییموزا

 سوکرازموتان یکدکننده ژن کامل یتوال و NOS دهندهانیپا

(gtfI) یاسترپتوکوکوس داون یاز باکتر (Streptococcus 
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downei )هیسو Mfe28 شد )شکل  یسازهمسانه لیبه شرح ذ

1 .) 

`CCCGGGTCGCA-5 )رفت:  یبا آغازگرها gtfIژن  ابتدا    

3`-CATATGACTGAAACTG برگشت:  و CCCGTTT-5`

3`-TTAGTTCCAGCCACGGTAGG) کمک  بهPCR ریتکث 

آغازگر رفت  ،SmaI میآنز برش گاهیجا یدارا آغازگر دو هر. شد

و آغازگر برگشت شامل کدون خاتمه  ATGکدون شروع  یدارا

TGA میبودند. از آنز Pfu (2.5u/µl, Stratagene, UK) یبرا 

 /SmaIبرش  گاهیدر جا PCRشد. محصول  استفاده ژن ریتکث

SmaI  ناقلpRAP33 یشرفشد  یسازهمسانه (Sharafi, 2012) .

،  pRAP33 یسازدر ناقل همسانه gtfIژن  یسازهمسانهپس از 

به روش سانگر  یابییتوال ،یسازهمسانهاز صحت  نانیاطم یبرا

توسط  gtfIژن  یحاو pRAP33/gtfIصورت گرفت. سپس ناقل 

برش داده شد تا کل قطعه  یاگونهبه EcoRI و AscI میدو آنز

. در ردیرا در برگ NOS یدهندهو خاتمه gtfIژن  انداز،راه یحاو

 یانیناقل ب SmaI/SmaI گاهیجامرحله بعد قطعه فوق در 

pBINPLUS و همکاران  انگلن ون(van Engelen et al., 1995) 

 .شود دیتول pBINPLUS/gtfI یانیب ناقل تا دیگرد یسازهمسانه

 

 
مرز چپ تا مرز راست عناصر  از استفاده شد. یختیترار یسامانه برا یناز ا .pBINPLUS/gtfI یانیسازه ب یکشمات یر: تصو1شکل 

 ها تطابق نداردآن یها در کادر مشخص شده است. اندازه عناصر با اندازه واقعقرار دارند که مشخصات آن یمتعدد
Fig. 1: Schematic representation of the construct and the T-DNA region of the pBINPLUS binary expression vectors 

used in this study. The T-DNA from the right border (RB) to the left border (LB) consists of different elements shown 

in the box. The relative size of the different components presented in the Fig do not reflect their actual relative sizes 

 

 گیاهی مواد

 CP 48-103 و CP 57-614دو رقم  هایقلمه از پژوهش این در

 رقم دو نیااستفاده شد.  خوزستان ریرکبیام یقاتمرکز تحق

 تکش ایدن و رانیا در شکر استخراج یبرا عیوس سطح در یتجار

والد و  یادیو شامل تعداد ز یچیدهارقام پ ینشجره ا .شوندیم

 .(Heinz, 1987) هینزاست  یاریبس هاینسل

 

 ریزنمونه تهیه و بافت کشت

 هایبرگ. شدند تهیه ماه شش عمر با جوان گیاهان از هاقلمه

 مریستم حاوی هایقلمه سپس،. شدند چیده هاقلمه این اضافی

 ادهد شستشو استریل آب با آن، اطراف هایبرگ و فعال انتهایی

 درصد چهار سدیم هیپوکلرید در هاقلمه بعد، مرحله در. شدند

 مقطر آب با بار سه ادامه در و شدند ورغوطه دقیقه 10 مدت برای

 فحذ هاقلمه اطراف برگی هایلایه. شدند داده شستشو استریل

 دموا حذف برای. شود مشاهده قابل برگ ایلوله قسمت تا شدند

 اکسیدانیمحلول آنت یکبه مدت دو ساعت در  هاقلمه فنولی،

 در گرممیلی 122 و آسکوربیک اسید لیتر در گرممیلی 102)

 یه برگلول هایریزنمونه ادامه در. شدند تیمار( سیتریک اسید لیتر

قرار  یقهدق 10-12 ی( برا2HgCl) یوهج یدهود در کلرا یردر ز

شستشو و با  یلسه بار با آب استر هاداده شدند و سپس قلمه

 متریمیل دو قطر به هاریزنمونه. شدند خشک استریل صافی کاغذ

(. 2 )شکل شدند تهیه یرأس یستمبالاتر از مر مترسانتی 12 از

 موراشیگ ،(MS) اسکوگ و موراشیگ کشتمحیط به هاریزنمونه
 در گرم 0 حاوی (Murashige and Skoog, 1962) اسکوگ و

 ترـلی در گرممـیلی 0/2و  اکارزـس لیتر در گرم 32 ار،ـآگ ترـلی

2,4-D ایدم در هاریزنمونه. شدند منتقل زاییکالوس یالقا یبرا 

 نگهداری تاریکی در ماه یک مدت به گرادسانتی درجه 2±20

انتقال ژن  یبرا هاآن از زا،جنین هایکالوس ظهور از بعد. شدند

 یا و )Hercules, CA, USA)Rad-Bio , یتوسط تفنگ ژن

 .شد استفاده اگروباکتری

 

 اگروباکتری روش به ژن انتقال

-LBA یهدو سو یبه آگروباکترها pBINPLUS/gtfI پلاسمید

 Freeze- thaw) یمیکلس شوکبه روش  GV-3101و  4404

method) و همکاران مانیاتیز (Maniatis et al., 1982)  منتقل

 02مقدار  با( ng/µl10) دیپلاسم تریکرولیم 4 مقدار ابتداشد. 

 32 یاضافه شد و مخلوط برا خی یرو یگروباکترا تریکرولیم

دو  مدتبه دیو پلاسم یرها شد. سپس مخلوط باکتر قهیدق

 و شد داده شوک گرادیسانتدرجه  42در حمام آب گرم  قهیدق

قرار داده شد. در مرحله بعد  خی یرو قهیبه مدت دو دق لافاصلهب
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اضافه شد و به  LB طیمح تریلیلیم کیمخلوط مقدار  نیا به

 سپس .قرارگرفت گرادیسانتدرجه  30 یساعت در دما 2مدت 

 LBجامد  کشتیطدر مح ی،سامانه ژن یحاو هایآگروباکتری

 لیتر در گرممیلی 02 و کانامایسین لیتر در گرمیلیم 02 یحاو

 به ژن انتقال برای هاآگروباکتری این از. شدند کشت ریفامپسین

 از کدام هر جامد کشت از کلنی تک یک. شد استفاده هاریزنمونه

 یعما یطمح لیتریلیده م یانتخاب و در فالکن حاو هاآگروباکتری

LB در  گرادیدرجه سانت 20 یکشت داده شد. فالکن در دما

 یحاو کشتیطساعت، مح 32شد. بعد از  داشته نگه یکرداخل ش

شد.  یفیوژسانتر دقیقه 12 یبرا یقهدور در دق 4222با  یباکتر

حدوداً  ODبه  یدنحل شد و تا رس MS یعما یطدر مح یننشته

در  زاجنین هایقرار داده شد. کالوس یکردر داخل ش 0/2تا  6/2

قرار داده  یقهدق 10به مدت  یباکتر یحاو یعما MS یطمح

 یافکاغذ ص یبر رو یآلوده به آگروباکتر هایشدند. سپس کالوس

گرم در  0 یحاو MS یانتخاب کشتیطخشک و به مح یلاستر

 ،IBA یتردر ل گرمیلیم 0/2ساکارز،  یترگرم در ل 32آگار،  یترل

 کانامایسین لیتر در گرمیلیم 02و  BA یتردر ل گرممیلی 0/2

ساعت  16 ینور یطشرا با محیطیبه  هاریزنمونه. شدند منتقل

 ند.منتقل شد ینشو گز ییباززا یبرا یکیساعت تار 0و  ییروشنا

 
 

 
 ساقه هاییزنمونهر یههمراه با محل ته یشکرقلمه جوان ن یک :2 شکل

Fig. 2: A young sugarcane stem showing the position of dissected leaf role explants 
 

 ژنی تفنگ روش به ژن انتقال

 یدیپلاسم DNA( با میکرومتر 1طلا )با قطر  ذرات

(pBINPLUS/gtfI)  یوردشرکت با یشنهادیپ دستورکارتوسط 

(BioRad, USA) از  یکرولیترم 02شدند. مقدار  داده شپوش

 یسرولطلا در گل یتردر ل گرمیلیم 62ذرات طلا ) یمحلول حاو

 22مولار( و  0/2) 2CaCl یکرولیترم 02درصد(، به همراه  02

 یکمولار(، در حال ورتکس به  1/2) یدیناسپرم یکرولیترم

شد. محلول  اضافه pBINPLUS/gtfI یدپلاسم یDNA یکروگرمم

 سسپ و شد داده قرار سکون حالت به دقیقه یک برای یجادشدها

وبار د نشینته رویی، محلول انتقال از بعد. شد ورتکس ثانیه دو

 یکرولیترم 142درصد و  02اتانول  یکرولیترم 142با  یببه ترت

 یکرولیترم 40درصد شسته شد. بعد از اضافه کردن  122اتانول 

با ورتکس، شش  نشیندرصد و حل کردن ته 122اتانول 

 گرفت قرار ماکروکریر مرکز در DNA یاز محلول حاو یکرولیترم

 یناز ا هاریزنمونه بمباران جهت. شود خشک تا شد داده اجازه و

طبق دستورالعمل شرکت  یرمحلول خشک شده در مرکز ماکروکر

 فادهاست سازیینهبه یموردنظر برا ییراتبا اعمال تغ یول یورادبا

 .شد

 

صل  سازی بهینه سبت  بمباران فوا  نوع و ریزنمونه به ن

 اسمزی محیط

 در اسمزی، محیط نوع و بمباران فواصل سازیینهمنظور بهبه

 اهآن به نسبت مترسانتی 12 و 9 فواصل ها،کالوس بمباران هنگام

 یکچهار ساعت قبل از بمباران و  چنینهم. شد گرفته نظر در

 0/2 یحاو MS کشتیطبه مح هاروز بعد از بمباران، کالوس

 مولار 2/2) متفاوت اسمزی هاییطو مح D-2,4 یتردر ل گرمیلیم

مولار  4/2 یتول،مولار سورب 4/2 یتول،مولار مان 2/2 + سوربیتول

 یشآزما یکبخش از مطالعه با  ین( منتقل شدند. ایتولمان

( دیشیبا سه تکرار )پتر یدر قالب طرح کاملاً تصادف یلفاکتور

 و CP48-103 مـرق دو املـش یپـژنوت( الف: اکتورـف سه و

CP57-614، 12 و مترسانتی 9 شامل ریزنمونه تا فاصله( ب 

 سوربیتول، مولار 4/2 شامل اسمزی محیط نوع( ج متر،سانتی

 مانیتول مولار 2/2 + سوربیتول مولار 2/2 و مانیتول مولار 4/2

 .گرفت صورت

 

 گزینش محیط به هاکالوس انتقال

 0 حاوی MS کشتیطبه مح هاکالوس بمباران، از بعد روز دو

 یتردر ل گرممیلی 0/2 ساکارز، لیتر در گرم 32 آگار، لیتر در گرم

 های عرضیمحل برش
Cross sections 
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IBA ((Indole-3-Butyric Acid، 0/2 یتردر ل گرممیلی BA 

(Butyric Acid و )منتقل کانامایسین لیتر در گرمیلیم 02 

 ساعت 16 با گرادسانتی درجه 20±2 دمای در هاریزنمونه. شدند

 هر هاریزنمونه. شدند داده قرار تاریکی ساعت هشت و روشنایی

 یبرا یسینکاناما یزانواکشت شدند و م باریکدو هفته 

در  گرممیلی 122 به آخر هایهفته در شده باززایی هایکالوس

 . یافت یشافزا یترل

 

 ریشه تولید برای کشتمحیط سازیبهینه

 اب کالوس بافت از حاصل هایگیاهچه ماه، دو شدنسپری از پس

به سه  زاییریشه برای مترسانتی پنج تا سه حدود طول

 mg/L NAA0 ) 1 یطمح :شدند منتقل یربه شرح ز کشتیطمح

(Naphthalene Acetic Acid)2 یط(؛ مح ( mg/L IBA0 و )

 تمام در .شدند منتقل (mg/L IBA 0و  mg/L NAA 0) 3 یطمح

 گرم 32 آگار، لیتر در گرم MS، 0 یترگرم در ل 4/4از  هامحیط

 لیتر در گرممیلی 122 و فعال زغال گرم 3 ساکارز، لیتر در

 آزمایش یک با تحقیق از بخش این. شد استفاده کانامایسین

 )گلدان تکرار چهار با تصادفی کاملاً پایه طرح قالب در فاکتوریل

 بر کشتمحیط مختلف ترکیبات اثر و شد اجرا (کوچک ایشیشه

 پنج شامل تکرار هر. شد مطالعه هاگیاهچه دهیریشه میزان

 و دارریشه گیاهان تعداد هفته، پنج گذشت از بعد. بود گیاهچه

 تا روز تعداد نیز مدت این طی در. شد گیریاندازه هاریشه طول

بعد از  .گردید بردارییادداشت گیاه هر در چهریشه ظهور

 حاوی استریل خاک به استقرار، برای گیاهان ،دهیریشه

 منتقل ماسه و برگ خاک پرلایت،(، یلنارگ یاف)ال کوکوپیت

 .شدند

 

 PCRانجام  و DNA استخراج

به خاک، استخراج  یاحتمال یختترار هایگیاهچه انتقال از پس

DNA جوان به روش  هایبرگ از کل ژنومیCTAB  انجام شد

 gtfIژن  یابی. رد(Porebski et al., 1997)و همکاران  پوربسکی

 ایزنجیره واکنش توسط احتمالی تراریخت گیاهان ژنوم در

 GTAGTGGATGG-`5)رفت: یاستفاده از آغازگرها با مرازپلی

TATGAAACAGCAGAGC-3` 5برگشت:  و`-TTTCCC 

GGGTTAGTTCCAGCCACGGTA -3`) .صورت گرفت 

 

 قند هیتجز

 هیتجزو شاهد به خاک،  یختترار یاهانماه پس از انتقال گ سیزده

ز هر ا یشکرشرح انجام شد. در هر برداشت پنج ساقه ن ینقند به ا

 قند انتخاب یزانم یینتع یبرا یطور تصادفبه یشگلدان آزما

شد. شربت پنج ساقه با استفاده از دستگاه خردکن استخراج شد. 

 یمتربا استفاده از پلار (Polarization (Pol))درصد پل 

( با استفاده از رفرکتومتر Brix) یکسدرصد بر شد، گیریاندازه

توسط  ینورتدرصد شکر ا چنینهم ،(Whalley, 1964) والی

 ی. برا(Rein, 2007) رینشد  یریگاندازه ینر یتریمتریکروش ت

 نوراکو یودنتاست -یاز آزمون ت یختشاهد و ترار یاهانگ یسهمقا
 استفاده شد. (O'Connor and Robertson, 2003) ربرتسون و

 

 یآمار یهاهیتجز

و  ver. 20 SPSS یافزارهابا استفاده از نرم هاداده وتحلیلیهتجز

ver. 9 SAS دو فرض  یانس،وار هیتجزاز انجام  یشانجام شد. پ

 به هاداده توزیع بودن نرمال شامل هاداده یانسوار یهتجز یاصل

و  یلکو-یرو شاپ یرنوفاسم-کلموگروف هایآزمون کمک

با کمک آزمون بارتلت  یشیآزما یخطاها یانسبودن وار یکنواخت

 شد. یبررس

 

 بحث و نتایج

 تراریخت گیاهان غربالگری

 گتفن روش به نسبت اگروباکتریوم روش به ژن انتقال اگرچه

الحاق تعداد  ی،چون: صرفه اقتصاد هاییمزیت دارای ژنی،

ر تبزرگ یژن هایاز ژن موردنظر و انتقال سامانه محدود هایکپی

 ؛و همکاران مانیکاواساگام ؛کارانمو ه ویاست  یبدون شکستگ

 Wei et al., 2003; Manickavasagam et) و همکاران سانتوسا

al., 2004; Santosa et al., 2004) یندر ا حالینا با ،است 

مهم،  یاز پارامترها یبرخ ییرتغ رغمیعل یرمطالعه، روش اخ

 یمتفاوت هاینبود. باوجود آنکه سه مرتبه به روش آمیزیتموفق

و  کبیوتییسطوح آنت ییرتغ کشتی،هم زمان مدت تغییر مانند

 یلهوسمتفاوت، مبادرت به انتقال ژن به یهاستفاده از دوسو

 به ادرق مطالعه این ارقام از یکیچمتأسفانه ه ید،گرد یاگروباکتر

ر د یانکروزه شدند  یا هاگیاهچه تمام. نشدند هاگیاهچه باززایی

 یجرفتند. نتا ینشدن از ب یدپس از سف ینشمراحل آغاز گز

 یروش گزارش شده است. برا ینبه ا یتاز عدم موفق یمشابه

و همکاران  جکسون و (2014 ,2010)و همکاران  جویسمثال، 

 یتاهم یزنمونه،منشأ ر یاهگ یپنشان دادند که ژنوت (2013)

مطالعات،  یندارد. در ا یشکردر ن یختیترار یتدر موفق یادیز

 رد تغییراتی با همراه آگروباکتری متفاوت یهاستفاده از دوسو

 تراریختی برای کشتیهم مدت و کشتی هم روش کشت،محیط

و همکاران  سیجو ،آمدهدستبه یجنتا براساس. شد گزارش

 یهسو دیبا ی،به روش آگروباکتر یختیکردند که در ترار یشنهادپ

 زملا رو،ینکرد. ازا یدارا پ یپژنوت هر یبرا یمناسب آگروباکتر
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 یکی اب مقدماتی آزمایش یک زمینه، این در موفقیت برای تا است

 مهاجم هایسویه از متعددی تعداد همراه به گزارشگر هایژن از

 شورک هر مهم و امیدبخش هایژنوتیپ و گیرد صورت اگروباکتری

  .بگیرند قرار آزمون مورد

مطالعه  یندر ا یانتقال ژن به کمک تفنگ ژن روش    

 تراریخت گیاه زیادی تعداد تولید به منجر و بود آمیزیتموفق

تقل بزرگ من هایگلدان به سپس و خاک به موفقیت با که گردید

  .(3شد )شکل  یهها قلمه تهاز آن یتشدند که در نها
. 

 
 هایگلدان در داریشهر یاهانگ (C)حاصل از کالوس بعد از انتقال ژن.  گیاهان( Bو  A) .نیشکر بافت کشتمختلف  مراحل: 3 شکل

 ماهه 13 تراریخت هایبرداشت قلمه (Fبه گلخانه و ) داریشهر یاهانانتقال گ (Eو  D) پلاستیکی
Fig. 3: Different sugarcane tissue culture steps. (A and B) Bombarded sugarcane calli. (C) Rotted transgenic sugarcane 

plants in plastic pots (D and E) Transgenic sugarcane plants in green house and (F) Harvested thirteen months old 

transgenic stems 
 

و  یاحتمال یختترار یاهاناز گ یژنوم DNAاز استخراج  پس    

 با شاهد و احتمالی تراریخت گیاهان روی PCR شاهد، واکنش

و انجام  تراریختی ییدتأ یبرا gtfI ژن اختصاصی آغازگرهای

جفت باز  622باند در حدود  یکانجام شد.  یآمار یهاهیتجز

شد، اما  یرتکث یختترار یاهاندر گ gtfI از ژن یمربوط به بخش

موضوع نشان داد  ینشاهد مشاهده نشد. ا یاهدر گ ایقطعه ینچن

وارد شده است )شکل  یختترار یاهانکه ژن موردنظر در ژنوم گ

که به روش تفنگ  رقم دو هر اولیه ریزنمونه 144 تعداد از(. 4

 یلتبد یاهچهبه گ یزنمونهر 30شده بودند، تعداد  یختیترار یژن

که  دهدیموضوع نشان م ینبودند. ا یختشدند و به ظاهر ترار

 در کهییدرصد بود. ازآنجا 0/20روش حدود  ینا ییکارآ یزانم

 نیزاکالوس صورت گرفت، م هایریزنمونه به شلیک 10 مجموع

 یاهگ 20/2 یک،نظر از نوع رقم و فاصله شلصرف یختیترار ییکارآ

  بود. یکهر شل یبه ازا یختترار
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 هایلاین شماره اعداد. اختصاصی آغازگرهای از استفاده با سوکراز ژن موتان یختبه ظاهر ترار یاهانگ یرو PCR: واکنش 4 شکل

 یاهانگ DNAعنوان شاهد مثبت استفاده شد. از به C+در چاهک  pBINPLUS/gtfI یانیب یدپلاسم. از دهندمی نشان را تراریخت

 است 1Kb یاندازه نشانگر بیانگر: Mاستفاده شد.  UT-CP57 و UT-CP48 هایعنوان شاهد در چاهکبه یرتراریختغ
Fig. 4: PCR test using gtfI specific primers on putative transgenic sugarcane plants. Numbers represent different 

transgenic lines. In lane C+ pBINPLUS/gtfI plasmid was used as template. Genomic DNA from untransformed control 

plants (UT-CP48 and UT-CP57) was used as negative control 
 

 کارآیی ترینبیش( Taparia et al., 2012)و همکاران  تاپاریا

 یبه ازا یختترار یاهگ 2/2را  یشکرن هایریزنمونه برای تراریختی

همکاران  و کیماست که  یدرحال ینگزارش کردند. ا یکهر شل

(Kim et al., 2012) یزانم سازیینهبا به DNA یاندر جر 

هر  یبه ازا 96/2-42/3 ینرا ب یختترار یاهگ یزانم یک،شل

 رقم دو که دهدمی نشان موضوع این. اندگزارش نموده یکشل

 یژن تفنگ روش به تراریختی برای لازم آمادگی از مطالعه این

 به مبادرت روش این به توانیم یخوبلذا به و برخوردارند

 .نمود هاآن تراریختی

 

 اسمزی محیط و ژن پرتاب فواصل یرتأث

 یزانم تواندیم یزنمونهتا ر DNAفاصله پرتاب  کهییازآنجا

و همکاران؛  موسویقرار دهد  یررا تحت تأث یختیترار ییکارآ

 ,.Mousavi et al., 2009; Petrillo et al)و همکاران  پتریلو

 یجمطالعه موردتوجه قرار گرفت. نتا ینموضوع در ا ینا ،(2008

)جدول  بافت کشت از حاصل هایداده یانسوار یهحاصل از تجز

فواصل  ، (P ≤ 0.01)ارقام بین دارمعنی تفاوت که داد نشان( 1

 (P ≤ 0.01) یاسمز یطو مح (P ≤ 0.01)نمونه  یزپرتاب ژن تا ر

 وجود دارد.

 یدارا CP48-103نشان داد که رقم  هامیانگین مقایسه نتایج

-CP57درصد( نسبت به رقم  60/16) یبالاتر یختیتراردرصد 

 نژ پرتاب فاصله هایداده وتحلیلیهدرصد( بود. تجز 23/9) 614

 ریزنمونه از پرتاب متریسانتی 9 فاصله که داد نشان ریزنمونه تا

 12 فاصله به نسبت( درصد 0/10) بیشتری تراریختی درصد

 از نظرصرف(. 0)شکل  کندمی ایجاد( درصد 9/9) مترسانتی

و  CP48-103 هایرقم برای ختـتراری گیاه دادـتع له،ـفاص

CP57-614 هر  یبه ازا یختترار یاهگ 02/2و  33/1 یبترتبه

، 0، 0/2فواصل  (Kaur et al., 2007)و همکاران  کوربود.  یکشل

قرار دادند و نشان  یرا موردبررس یکشل مترییسانت 12و  0/0

در فاصله پنج  یختیترار یزانم ترینیشداده شد که ب

 ,.Tadesse et al)همکاران  و تادس. آمد دستبه متریسانتی

 شش فاصله دو مقایسه با نیز سورگوم یگرامینه گیاه در (2003

 متریسانتی شش فاصله که دادند نشان متریسانتی 12 و

 داریمعنی یرتأث یزنمونهدارد، هرچند که نوع ر یبهتر ییکارآ

 این در شد ذکر کهیطور. همانداشت تراریختی میزان روی

 همراه به بهتری نتیجه( متریسانتی 9) ترکم فاصله نیز مطالعه

و هر نوع  یپهر ژنوت یکه برا دهدمی نشان موضوع این. داشت

  ورد.دست آمناسب را مطالعه و به یزیکیفاصله ف یدبا یزنمونه،ر
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 اسمزی محیط نوع و پرتاب فاصله بررسی واریانس تجزیه: 1 جدول

Table 1: Analysis of variance of shooting distance and type of osmoticum medium 
 راتییمنبع تغ

Source of variations 

 یدرجه آزاد

df 

 مربعات نیانگیم

MS 

 رقم

Cultivar 
1 4** 

 فاصله پرتاب

Shooting distance 
1 1.78** 

 یاسمز طیمح
Osmoticum medium 

2 6.33** 

 فاصله×رقم

Cultivar × Shooting distance 
1 0.11ns 

 یاسمز طیمح×رقم

Cultivar× Osmoticum medium 
2 2.33** 

 یاسمز طیمح×فاصله پرتاب

Shooting distance× Osmoticum medium 
2 0.78** 

 یاسمز طیمح×فاصله پرتاب×رقم

Cultivar× Shooting distance× Osmoticum medium 
2 0.11ns 

 خطا

Error 
24 0.08 

 )درصد( راتییتغ بیضر

CV (%) 
 19 

ns ** درصد کی احتمال سطح در داریمعن و داریرمعنیغ بیترتبه :و 

ns and **: Non significant and significant at α=0.01 probability level, respectively 
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Fig. 5: Mean comparisons (Duncan multiple test) for cultivar, shooting distance and type of osmoticum medium 
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 هورمونی مختلف تیمارهای تحت نیشکر رقم دو در ریشه تولید با مرتبط صفات واریانس تجزیه جدول: 2 جدول

Table 2: Mean comparisons (Duncan multiple test) for root related traits in two sugarcane cultivars influenced by 

different phytohormone treatments 
 راتییمنبع تغ

Source of variations 

 یدرجه آزاد

df 

 رفته شهیر به اهانیتعداد گ

No. rooted plants 

 شهیطول ر

Root length 

 یدهشهیرتعداد روز تا 

No. of days to rooting 

 رقم

Cultivar 
1 1.5* 19.26** 1027.04** 

 ییزاشهیر طیمح

Rooting medium 
2 5.54** 1.28** 178.89** 

 ییزاشهیر طیمح× رقم 

Cultivar× Rooting medium 
2 0.38ns 0.02ns 14.29* 

 خطا

Error 
18 0.22 0.07 3.71 

 (درصد) راتییتغ بیضر
CV (%) 

 16.57 10.27 16.12 

ns،  *درصد کی و پنج احتمال سطح در داریمعن و داریرمعنیغ بیترتبه :** و 

ns, * and **: Non significant and significant at α=0.05 and α=0.01 probability level, respectively 
 

 دارریشه گیاهان تعداد ریشه، طول بر مختلف هورمونی تیمارهای اثر یبررس در (P≤0.01)روش دانکن  هب هامیانگین مقایسه: 3 جدول

 ییزاشهیتعداد روز تا رشده و 

Table 3: Mean comparisons (Duncan multiple test) the effect of different phytohormone treatments on root length, 

number of rooted plants and number of days to rooting 

 

 نیشکر رقم دو تراریخت گیاه و شاهد گیاه در رفرکتومتر و پلاریمتر دستگاه از استفاده با قند تجزیه نتایج: 4 جدول

Table 4: Sugar analysis of reprehensive of transgenic sugarcane and their corresponding untransformed control plants 

using polarimeter and refractometer 

 شاهد و ختیترار یهانیلا

Transformed and control lines (درصد) نیانگیم 

Mean (%) ختیترارcp48- 

cp48-103 

 -cp48 شاهد

UT-CP48 

 cp57-ختیترار

CP57-614 

 CP57-شاهد
UT-CP57 

8.70±1.40 13.2±0.91 10.2±1.30 0.82±14.3 
 پل

Pol 

68.18±0.74 72.30±0.29 71.12±0.10 74.01±0.01 
 خلوص

Purity 

12.06±0.76 18.0±0.12 14.1±0.65 20.02±0.14 
 کسیبر

Brix 

4.13±0.27 6.84±0.02 4.19±0.05 7.1±0.07 
 aمانده قند

Residual sugara 

:a ماندیم یباق ریکه پس از تخم یقند 

a: Remain sugar after fermentation 

 

 یزاناست که م ییاز فاکتورها یگرد یکی یاسمز محیط

 محیط یک وجود. دهدمی قرار یررا تحت تأث یختیترار ییکارآ

 ذرات برخورد اثر در وارد هایآسیب میزان مناسب، اسمزی

 دهدمی را امکان این هاسلول به و رسانده حداقل به را پرانرژی

 باور .نندک پیدا التیام تریعکنار آمده و سر یزتا با موضوع پلاسمول

(Bower, 1994) هگیا تراریختی کارآیی روی بر که ایدر مطالعه 

 اسمزی تیمار که رسیدند نتیجه این به دادند انجام نیشکر

داد و با اعمال  یشرا افزا یختترار هایسلول تعداد هاریزنمونه

3 2 1 

 طیمح                                                                    
                                                        Medium                                       

 صفات                                                 
                                                       Trait 

2.96a 2.19c 2.4b 
 شهیطول ر

Root length 

3.57a 2.13c 2.60b 
 شده دار شهیر اهانیتعداد گ

Number of rooted plants 

15.88a 24b 24.25b 
 ییزاشهیتعداد روز تا ر

Number of days to rooting 
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 نداشتنگهکه  یدساعت، مشخص گرد 16از صفر تا  یاسمز یمارت

به مدت چهار ساعت قبل و چهار ساعت بعد از  هایزنمونهر

 هایداده بررسی. دهدیم یشرا افزا یختیترار ییبمباران، کارآ

 یدارا MS یطمح یمطالعه نشان داد که کشت کالوس بر رو ینا

مولار  2/2+  یتولمولار سورب 2/2 و D-4 ,2 لیتر در گرمیلیم 2

 در را تراریختی درصد (P ≤ 0.01) دارییطور معنبه یتولمان

 4/2 یا و سوربیتول مولار 4/2 روی بر کالوس کشت با مقایسه

 محیط × رقم متقابل اثرات(. 0)شکل  برد بالا مانیتول مولار

 نای. شدند دارمعنی اسمزی محیط × فاصله متقابل اثر و اسمزی

 رقم و ینموضوع باشند که ب ینا دهندهنشان است ممکن هاداده

ارتباط  یاسمز یطفاصله و مح ینچنو هم یاسمز یطمح

 رقم بهترین انتخاب با دیگر، عبارت به؛ دارد وجود دارمعنی

(CP48-103) بهترین چنینهم و( متریسانت 9فاصله ) ینو بهتر 

( مانیتول مولار 2/2+  سوربیتول مولار 2/2) اسمزی محیط

 رد گرچه. برد بالا دارییطور معنرا به یختیترار ییکارآ توانمی

 ییتنهابه یتولو مان یتولسورب ینب داریمعنی تفاوت مطالعه این

(، 0)شکل  نشد مشاهده تراریختی کارآیی میزان روی

 هاینندهکیمتنظ یرنسبت به سا یتولسورب یاز برتر هاییگزارش

-جاگاارزن وجود دارد  یاهو ساکارز( در گ یتول)مان یفشار اسمز
و  مطرودی. (Jagga-Chugh et al., 2012)و همکاران  چوق

انتقال موقت ژن  یبررس در( Matroodi et al., 2013) همکاران

 تولیسورب یاسمز یبنشان دادند که ترک یشکردر ن gusگزارشگر 

 03) بردمی بالا را آبی هایلکه درصد دارییطور معنبه یتولو مان

 دارینیمع تفاوت مانیتول و سوربیتول بین کهی(، درحالیلکه آب

 .نشد دیده

 

 زاییریشه محیط نوع یرتأث

 شتک به هاینهلپه و از آن جمله گرامتک یاهانپاسخ گ یطورکلبه

 یژهومختلف به هایسازیبهینه نیازمند و نیست زیاد چندان بافت

 زمینه در متعددی مطالعات رویناست. ازا هاهورمون نوع بررسی

 امارق متفاوت نیاز به همگی که دارد وجود نیشکر بافت کشت

؛ و همکاران شوکلا اندکرده اشاره گوناگون هایریزنمونه و مختلف

 Shukla et al., 1994; Pathak) ینقس و لالو همکاران؛  پاتک

et al., 2009; Lal and Singh 1994) .تجزیه از حاصل نتایج 

 2در جدول  زاییریشه محیط برای مطالعه این هایداده واریانس

مشخص است،  2از جدول  کهیطورنشان داده شده است. همان

 روز تعداد صفت در ، (P ≤ 0.01)هایطو مح (P ≤ 0.05)ارقام  ینب

 با CP48-103وجود دارد. رقم  داریمعنی تفاوت ریشه ظهور تا

 با CP57-614نسبت به رقم  دهیریشه تا روز 10 میانگین

سه  یطمح ینچنهم .داشت برتری دهیریشه تا روز 20 میانگین

 دو نشان داد.  یطو مح یک یطبا مح دارییاختلاف معن

 داریمعنی تفاوت زاییریشه محیط و رقم بین متقابل اثر

 محیط و رقم انتخاب با که معنی این به (P<0.05)نشان داد 

طور را به دهیریشه تا روز تعداد توانمی مناسب زاییریشه

 یانگینسه با م یطدر مح CP48-103داد. رقم  کاهش داریمعنی

قم و ر یگرد یطرقم در دو مح یننسبت به ا زایییشهروز تا ر 11

CP57-614 نشان داد. رقم  یبرترCP57-614 دو با  یطدر مح

 را داشت. قدرت زاییریشه تا روز تعداد ترینیشروز ب 31 یانگینم

 هک هستند ژنتیکی صفات بافت کشت در دهیریشه و باززایی

 Iwase et) کنند کنترل را آن هاژن از گروهی یا ژن است ممکن

al., 2017) رقم .CP57-614 به زودرس رقمی کهینا باوجود 

بافت خوب عمل نکرده است.  کشتیطاما در مح آیدمی شمار

 9 یبا بررس (Gandonou et al., 2005)و همکاران  گندونو

در  CP57-614که رقم  یدندرس یجهنت ینبه ا یشکراز ن یپژنوت

 .ستا متوسطی رقم دهییشهو ر ییبافت از نظر باززا کشتیطمح

 و یک محیط با داریمعنی تفاوت سه محیط در ریشه طول

 هم با داریمعنی تفاوت دو و یک محیط و داد نشان دو محیط

 اختلاف سه محیط دارریشه گیاهان تعداد نظر از. ندادند نشان

 محیط چنینهم داد نشان دو و یک محیط به نسبت داریمعنی

دو نشان داد )جدول  یطرا نسبت به مح داریمعنی اختلاف یک

 مترسانتی 41/3 یانگینم با CP48-103رقم  یشه(. از نظر طول ر3

 دارمعنی اختلاف متریسانت 62/1 یانگینبا م CP57-614رقم  با

 نظر از نوعشده صرف داریشهر یاهانتعداد گ چنینهم و داد نشان

 باCP57-614  با رقم 3 یانگینم با CP48-103 در رقم یط،مح

و همکاران  کلانترهرمزیداشت.  داریمعنی اختلاف 0/2 میانگین

(Kalantarhormozi et al., 2015) دو  یکه بر رو ایدر مطالعه

م که رق یدندرس یجهنت ینانجام دادند به ا یشکرن یرقم تجار

CP69-1062 روز نسبت به رقم  14/13 یانگینبا مCP48-103 با 

رقم  چنینهم .است کرده ریشه تولید دیرتر روز 9/11 میانگین

CP48-103 بت نس یبلندتر یشهطول ر متریسانت 0/4 یانگینبا م

 داشته است.  CP69-1062به رقم 

 

 و شاهد یختترار یاهانقند گ هیتجز

 یکوزیلخانواده بزرگ گل یاز اعضا یکی سوکراز،موتان آنزیم

 یکه از ساکارز برا است(Glycosyl transferases)  ترانسفرازها

 شکرنی در آنزیم این بیان. کندمی استفاده مهم مرهایپلی سنتز

 هاییمررا مصرف و آن را به پل یدیاز ساکارز تول یبخش تواندمی

 یاهانگ از یقند تعداد یهتجز یجکند. نتا یلارزشمند تبد یستیز

 آورده شده است.  4به همراه شاهد در جدول  یختترار
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مطالعه از دو رقم مورد بین شود،می مشاهده کهیطورهمان

درصد خلوص شربت در ساقه، درصد  )ساکارز(، پل درصدنظر 

)درصد مواد جامد محلول( و درصد قند قابل استحصال  یکسبر

شاهد رقم  یاهدارد. در گ وجود (P≤0.01) دارییاختلاف معن

CP57-614  درصد پل، درصد خلوص شربت در ساقه، درصد

 دارای ماندهی)درصد مواد جامد محلول( و درصد قند باق یکسبر

رقم  یختترار یاهاننسبت به گ (P≤0.01) داریمعنی اختلاف

CP57-614 ود ساکارز موج یزانم یانگرپارامتر پل که ب درصد. بود

 ینسبت به شاهدها یختترار یناست در هر دو لا یشکردر ساقه ن

(. 4را نشان داد )جدول  یاملاحظهمربوطه کاهش قابل

 در)ساکارز(  قند کاهش میزان شودمی مشاهده کهیطورهمان

 32 حدود در مربوطه شاهدهای به نسبت تراریخت لاین دو هر

نشان دادند  (Bauer et al., 2012)و همکاران  باوردرصد است. 

 هب سوکراز لوان و سوکراز ریوتران یکدکننده هایکه انتقال ژن

 داریمطالعه سبب کاهش معن ینا ایجتن همانند نیشکر، گیاه

. یدشاهد گرد یاهدوسوم گ یباًبه تقر هاقلمه ساکارز محتوای

 رهیش یکسبر یانگینقند ساکارز، م یزانراستا با کاهش مهم

 به همان نسبت کاهش یزمطالعه ن ینا یختترار هایینلا یشکرن

 رازسوکموتان آنزیم که دهدینشان م یخوبموضوع به ین. ایافت

 توانیم ین،. بنابراکند مصرف را قند میزان همین است توانسته

 یراحتهب یشکرن یرهش یپارامترها یریگگرفت که با اندازه یجهنت

 .آورد دستبه را تراریختی از یاشاخصه توانیم

 

 

 

 منابع:

 .شود مراجعه یسیانگل متن 0-0 یهاصفحه به منابع مطالعه جهت
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


