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 چکیده

سازی سیستت  کتت    لذا در این پروژه تحقیقاتی علاوه بر بهینه ،باشدهای نوترکیب میتور بسیار کارا به منظور تولید پروتئینگیاه توتون یک بیوراک
 ترکیب متفاوت هورمتونی  4های مختلف ساکارز و باف  این گیاه، فرآیند مناسب انتقال ژن به آن نیز مورد بررسی قرار گرف . بدین منظور اثرات غلظ 

(BAP  وNAAروی القا کالوس، شاخه )زایی در قالب طرح کامل تصادفی به صورت فاکتوریل و با سه تکترار متورد آزمتایر قترار     زایی مستقی  و ریته
 ارزیتابی  کانامایسین مختلف هایغلظ  دارای انتخابی محیط روی هاریزنمونه کت  با کانامایسین بیوتیکآنتی به های توتونگرف . حساسی  ریزنمونه

ای استفاده شد و روش واکنر زنجیره pBI121حاوی پلاسمید  GV3101( سویه Agrobacterium tumefacienبرای انتقال ژن از اگروباکتریوم ) شد.
لقا کالوس میانگین نتان داد که بالاترین میزان ا مقایسه و واریانس تجزیه ( جه  بررسی گیاهان تراریخته مورد استفاده قرار گرف . نتایجPCRپلیمراز )

گرم در لیتر ساکارز حاصل شد. در صورتی 15( با غلظ  BAPلیتر  در گرممیلی 1و  NAAلیتر  در گرممیلی 1/0)حاوی  M1با استفاده از محیط کت  
 گرممیلی 1/0ز توسط زایی نیگرم در لیتر ساکارز بدس  آمد. بیتترین فراوانی ریته 30با غلظ   M1زایی مستقی  در محیط کت  که تعداد بالای شاخه

های غیرتراریخته ممانع  کترد و  گرم در لیتر کانامایسین بطور کامل از باززایی نمونهمیلی 50گرم در لیتر ساکارز حاصل شد. غلظ   60و  NAAلیتر  در
ییتد شتد و   أت توتون تراریخته گیاهان ومژن در nptII ژن به مربوط bp  798قطعه بنابراین از این غلظ  در محیط کت  انتخابگر استفاده شد. در نهای ،

درصد محاسبه گردید. تکنیک باززایی مستقی  و انتقال ژن مطترح شتده در ایتن تحقیت       95کارایی تراریختگی با استفاده از روش اگروباکتریوم بیر از 
 باشد. ثر میؤهای خارجی مختلف به ژنوم گیاه توتون بسیار کارا و مجه  وارد کردن ژن
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   1 مقدمه

ترین گیاهان زراعی ( یکی از مه Nicotiana tabacum) توتون
 (Solanaceaمورد استفاده در دنیا بوده و متعل  به خانواده سولاناسه )

باشد ریزی می بسیار بذرهای بوده و دارای باشد. این گیاه خودگتنمی
 از اس  ممکن گل هر. گیرندمی قرار ایهای دوخانهکه درون کپسول

توتتون بتدلیل   . کنتد  تولیتد  بتذر  میلیون یک تا گیاه هر و هزار 8 تا 2
خواص دارویی و اهمی  اقتصادی بتالا حتا ز اهمیت  است . بتیر از      
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 (. 17باشند )ارد که دارای ارزش بالای پزشکی مید
 شوند بهمی کت  حاضر حال در که توتون شده اصلاح ارقام اکثر
و  فنتاوری زیست   توستعه  با ولی اندشده تولید کلاسیک اصلاح طری 

نتوین   هتای روش از استتفاده  با توتون اصلاح امکان ژنتیک مهندسی
در  را مهمتری نقر آینده در هاتکنیک این مطمئناً و اس  شده فراه 
در  توتون مدرن اصلاح اصلی اهداف. کرد خواهند ایفا گیاه این اصلاح
میتزان   افزایر کیفی ، بهبود ها،بیماری و آفات به مقاوم  هایزمینه

. است   شده ترسی  های نوترکیبثر پروتئینؤعملکرد در جه  تولید م
 ستازی بهینته  بته  نیتاز  اصلاح توتون در فناوریزیس  از استفاده برای
 هایسلول بتوان کهباشد بطوریمی توتون به ژن انتقال و باف  کت 
ستلول  از مناسب کت  از محیط استفاده با و کرده تراریخته را گیاهی
امتروزه   .آورد بدس  ممکن حداقل زمان در کامل گیاه تراریخته، های

 گیریدورگ بودن عملساده دلیل به توتون در ژنتیکی انجام مطالعات
 است . تیییترات   و تولید بذر فراوان پس از هر تلقیح، گستترش یافتته  

 بته عنتوان متدل    گیاه این گیرد وصورت می توتون در زیادی ژنتیکی

 )علوم و صنایع كشاورزي( علوم باغباني نشریه

 803-814. ، ص1396 زمستان، 4، شماره 31جلد 

 2008 - 4730 شاپا:

Journal of Horticultural Science  

Vol. 31, No. 4, Winter 2018, P. 803-814 

ISSN: 2008 - 4730 

mailto:bagheriyazd@gmail.com
http://dx.doi.org/10.22067/jhorts4.v31i4.62194


 1396زمستان ، 4، شماره 31زي(، جلد )علوم و صنایع كشاورنشریه علوم باغباني     804

 گیتاهی  فیزیولتوژی  و فنتاوری  انجام تحقیقتات زیست    برای مناسبی
 جه  مطالعته  گیاه این از اخیر هایسال در همچنین. شودشناخته می

تحقیقات زیاد و تکنیتک  اس . شده استفاده ژن انتقال در رمؤث عوامل
 های متفاوتی جه  بررسی باززایی و تکثیر گیتاه توتتون انجتام شتده    

-های رشد بتر شتاخه  کنندهاس  که بطور اساسی به بررسی اثر تنظی 

و  8، 9، 12، 28، 10انتد ) زایی و باززایی مستقی  توتون تمرکز داشتته 
ثیر سایر عوامل ماننتد ترکیتب آگتار محتیط     أت (. تحقیقات اندکی نیز2

-(، آنتی بیوتیک26 و 16(، ژنوتیپ و اندازه ریزنمونه )18و  11کت  )

( 19فسفر و نیتروژن آلی و آمونیوم ) أ( و منت25ها )(، پلی آمین27ها )
 ( را بر باززایی توتون مورد بررسی قرار دادند.20) pHو 

هتای  شاخه برگ، هاییزنمونهر باف  کت  از استفاده با توتون در
 برگتی بتا   ریزنمونته  از مستقی  زاییشاخه اولین. شودمی حاصل جدید
 NAA لیتتر  در گرممیلی 1/0 حاوی کت  محیط روی بر هاآن کت 

علتتی و  (. همچنتتین23شتتد ) گتتزارش BAP لیتتتر در گتترممیلتتی 1و 
 زایتی در شتاخه  هتای مختلتف توتتون را بتر    ( اثر ژنوتیتپ 1همکاران )

مورد  سیتوکینین و اکسین مختلف هایغلظ  حاوی های کت یطمح
 ختاص و  یتک ژنوتیتپ   کته  داد نتان حاصل نتایج .بررسی قرار دادند

 ثیرأتت  زایتی شتاخه  روی بتر  و ستیتوکینین  اکسین مختلف هایغلظ 
درصد بالایی از  که شد متخص مطالعه دیگری در. داشتند داریمعنی
های برگی به ون با استفاده از دیسکزایی سوماتیکی مستقی  توتجنین

و  NAAهتای متفتاوت هورمتونی    عنوان ریزنمونه و با کاربرد غلظت  
BAP ( در تحقیقی کته توستط طتراوت و همکتاران     14حاصل شد .)

( انجام گرف  نتان داده شد که بهتترین تیمتار هورمتونی جهت      24)
گرم در میلی BAP (1گرم در لیتر( و میلی 2/0) NAAباززایی توتون، 

گترم  میلی 2/0و  1/0)با دو سطح NAA تیمارهای  با مقایسه در لیتر(
 تحقیت   در گرم در لیتر( بود.میلی 2و  1)با دو سطح  BAPدر لیتر( و 
بترگ   هتای ریزنمونته  از زایتی شتاخه  (31) همکاران و یانجی دیگری،
نسب  انتد  هورمتون اکستین بته ستیتوکنین       از استفاده با توتون را
ثیر درصد آگار و منبع أدیگری ت آزمایر در (7) جوشی. ردندک گزارش

زایی توتون مورد بررسی قرار داد. نتایج کربن محیط کت  را در شاخه
زایتی  نتان داد که درصد پایین آگار در محیط کت  به افزایر شتاخه 

درصتد بته عنتوان بهتترین منبتع کتربن در        4کند و گلوکز کمک می
 ند. کزایی توتون عمل میشاخه

هتای  موفقی  فرآیند انتقال ژن توتون بستگی بته انتختاب بافت    
باشتد  ها در مراحل بعدی متی ثر آنؤتراریخته غیرشیمریک و باززایی م

 بتتا واستتطه ژن انتقتتال امکتتان بررستتی منظتتور بتته (. مطالعتتاتی5)
داسیلوا و همکتاران   -تکسیرا. اس  شده انجام توتون به آگروباکتریوم

( در توتتون را بتا   β-glucuronidase) gusارشتگر  ( انتقال ژن گز26)
ها نتان دادند که ظرفی  تکنیک متفاوت انجام دادند. آن 4بکارگیری 

ثیر نتو  ریزنمونته و   أها در گیاه تراریخته نه تنها تح  تباززایی شاخه

ترکیتتب محتتیط بتتاززایی قتترار دارد بلکتته بتتا انتختتاب روش مناستتب  
( نیز بهینه24رد. طراوت و همکاران )تراریختگی نیز ارتباط مستقی  دا

 همکاران و به گیاه توتون را انجام دادند. موهان gusسازی انتقال ژن 
 توتتون  بته  را gusاگروبتاکتریوم تومفاشتینس ژن    از استتفاده  با( 14)

  .کردند و نتایج آزمون هیستوشیمیایی را گزارش نمودند منتقل
ستیل مطلتوب بترای    نو  مصرف و بیومس گیاه توتون دارای پتان

های نوترکیتب متی  شدن به یک بیوراکتور جه  تولید پروتئین تبدیل
 تکرارپتذیر  و کارآمتد  هتای روش بته  دستیابی اس  (. بدیهی33) باشد
 در ژنتیکتی  تنتو   حداقل با استریل هایگیاهچه تولید و باززایی جه 
 فت  ح جملته  از مطالعاتی در ثرؤم گامی عنوان به تواندمی کوتاه، زمان
 اصلاحی دوره طول کردن کوتاه یا هاتنر انوا  بررسی ژنتیکی، ذخا ر
 ابزاری عنوان به آن از بتوان احتمالا همچنین. شود واقع ثرؤم گیاه این
 انجتام  از هدف .نمود استفاده ژنتیک مهندسی نوین هایروش در مه 

 1روش انتقتال ژن  و بافت   سیست  کتت   سازینیز بهینه تحقی  این
nptII مرحلته  دو طی تحقی  این منظور باشد. بدینبه گیاه توتون می 
. بتود  برای گیاه توتون باف  کت  سازیبهینه مرحله اولین: شد انجام
مختلتف   مقتادیر  و غلظت  ستاکارز   دو فتاکتور  اثتر  منظتور  ایتن  برای

 زایی،کالوس میزان بر MSکت   محیط در گیاهی رشد هایهورمون
 آزمایر دوم مرحله. شد بررسی زایی توتونو ریته مستقی  زاییشاخه

 بررستتی .بتتود توتتتون بتته اگروبتتاکتریوم بواستتطه nptIIژن  انتقتتال
نتایج این تحقیت    منظتور کاربرد بته گیتاه ایتن در ترانسفورماستیون

 باشد. ثر میؤهای دارو ی در توتون متولید پروتئین مطالعات در
 

 هامواد و روش

  ريزنمونه كردن آماده

 .Nicotianana tabacum cv بتذور توتتون   از آزمتایر  این در

Xanthi سطحی صورت به بذور. شد استفاده ریزنمونه منظور تهیه به 
 10 متدت  بته  20 تتویین  قطتره  یک و درصد 5 سدی  کلری  با هیپو
 بتذور  سدی ، کلری  هیپو باقیمانده برای حذف. شدند ضدعفونی دقیقه

 بته  درصتد  70 الکل با سپس دند وش استریل شسته مقطر آب با بار 3
 آب بتا  در نهایت  آبکتتی   گردیدنتد.  ضتدعفونی  مجدد ثانیه 30 مدت
 بتذور  کردن ختک از بعد. انجام شد دقیقه 10 مدت به استریل مقطر
  MSمحتیط ) زنتی جوانته  استریل، بذور به محیط صافی کاغد روی بر
 دمتای  در تتاریکی  در روز توتون به مدت سه شدند. بذور ( منتقل2/1
 درجته  25 تا 23 دمای با رشد اتاقک در سپس و گرفتند قرار درجه 25

 تتاریکی  ستاع   8 و روشنایی ساع  16 نوری رژی  تح  گرادسانتی
 . شدند نگهداری

 

                                                           
1- Neomycin phosphotransferase 
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 سازی سیستم كشت بافت توتونبهینه

 از دق  با برگ نمونه ریز برگی، چهار هایبعد از تتکیل گیاهچه
 رشتد،  هتای کننتده  تنظی  تأثیر بررسی ورمنظ به. شدند جدا هاگیاهچه
 هتای غلظت   حاوی MS (15)کت   محیط های جدا شده بهریزنمونه
 مختلتف  هتای غلظت   همتراه  ( به1)جدول  (BAPو  NAA) مختلف
تهیته  . منتقتل شتدند   آگار درصد 8/0 گرم در لیتر( و 30و  15) ساکارز

ود. شت هتای ذخیتره انجتام متی    با استفاده از محلول MSمحیط کت  
از چهار محلول ذخیره ماکرو، میکرو، آهن و  MSمعمولاً محیط کت  

شود. با توجه به این کته در ایتن روش، پتس از    ها استفاده میویتامین
شتوند، در ایتن تحقیت  چهتار     ها دچار رسوب متی مدت کوتاهی نمک

تهیه شتد.   PBMoها و نیترات، سولفات، هالوژن 100xمحلول ذخیره 

شتده است .   بیتان   2 جتدول هتا در  ایتن استتو   ترکیب هتر یتک از   
 شتدند  قرار داده ایگونه به دارهورمون هایمحیط روی بر هاریزنمونه

دیتر همته پتتری  . باشد کت  محیط با تماس در ریزنمونه پت  که
 واکتت   انجتام  بدون هفته 4مدت  به برگ هایریزنمونه حاوی های
زنتی بتذر   رایط جوانهو نوری متابه ش دمایی شرایط در رشد اتاقک در

 واکت  متابه محیط در هفته دو از پس نگهداری شدند. تمام تیمارها
 MSمحتیط   بته ( 1 شتماره  شکل)شده  باززا هاینوساقه سپس. شدند

 های بدس  آمده بته عاری از هورمون منتقل شدند. در نهای  گیاهچه
 بعتد  مرحلته  کتت  بترای   ترکیب محتیط  بهترین شدند. منتقل گلدان
 .برده شد توتون بکار ترانسفورماسیون یعنی

 

 توتون مستقیم زاييشاخه زايي وکالوس القا مختلف برای کشت هایمحیط در هورموني غلظت -1 جدول
Table 1- Hormone concentration in different culture media for callus induction and direct shoot regeneration in Nicotiana 

tabacum 

 محیط کشت
Medium  

های رشد گیاهي تنظیم کننده  
Plant growth regulators 

(mg/l) 

NAA BAP 

M1 0.1 1    

M2 0.15 1.5 
M3 0.2 2 

M4 0.25 2.5 
 

 
B                                                              A 

 
C 

 توتون هایريزنمونه ( درCساقه ) دن( و طويل شBساقه ) (، باززاييA) زاييکالوس -1 شکل
Figure 1- Callus induction (A), shoot regeneration (B) and shoot elongation (C) in of Nicotiana tabacum explants 
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 بیوتیكآنتي به هاريزنمونه حساسیت میزان ارزيابي

 کانامایسین با بیوتیکآنتی به برگ توتون هایریزنمونه حساسی 
 مقادیر مختلتف  حاوی هایکت محیط روی بر هاریزنمونه این کت 

 بررسی تکرار 3 با( لیتر در گرممیلی 100 و 50، 25 صفر،) کانامایسین
 .شد

 

 تراريختگي ژنوم هسته توتون

 GV3101در ایتتن تحقیتت  از اگروبتتاکتریوم تومفاشتتینس ستتویه 
 د. ایتن ، جه  تراریختگی توتون استفاده شت pBI121حامل پلاسمید 

 از ( ختار  nptIIبه کانامایستین )  انتخابگر مقاوم  ژن حاوی پلاسمید
 درGV3101 نوترکیتب   باشد. باکتریگیاه می به شونده منتقل بخر
 در گترم میلتی  50 جنتامایسین، لیتر در گرممیلی 10حاوی  LBمحیط 

 24 متدت  ریفامپیستین، بته   لیتتر  در گترم میلتی  50 و کانامایسین لیتر

 تتاریکی و دمتای   در( آگروباکتریوم سویه رشد سرع  به هبست) ساع 
کتتت  شتتد. پتتس از  rpm 150 ستتانتیگراد و بتتا ستترع  درجتته 28

محتیط   کردن اضافه رویی، مایع یافته و حذف رشد باکتری سانتریفوژ
MS دادن قرار و برگی قطعات بدون ساکارز انجام گرف . سپس برش 
 قیقته انجتام شتد و بعتد    د 10 متدت  به باکتری سوسپانسیون ها درآن

بترگ  سریع شدن و انتقال ختک جه  صافی کاغذ به هابرگ انتقال
ها صورت گرف . مرحله بعد بصورت حاوی هورمونMS محیط  به ها
-برگ ساع  و سپس انتقال 48 مدت به تاریکی در هاپتری دادن قرار

 بیوتیتک آنتتی  گترم در لیتتر  میلتی  50 حتاوی  گزینتتگر  محیط به ها
 زمتان  ها تتا گرم در لیتر سفوتاکسی  بود. جوانهمیلی 200و سینکانامای
 از بعتد . شتدند  واکتت   متتابه  محتیط  در بار سه الی دو شدن پدیدار
گرم در لیتر میلی 50حاوی MS محیط  به هاآن ها،جوانه شدن پدیدار

 شدند. منتقل سفوتاکسی  غلظ  همان و کانامایسین

 
 

 MSه در تهیه محیط کشت های مورد استفاداستوك -2جدول 

Table1 2- Stocks solution for MS media 

 محلول ذخیره

Storage Solution 
لیتر محلول)گرم( میلي 100مقدار جهت تهیه   

100x(gr) 
  نیترات

NH4NO3 16.5 
KNO3 19 
  سولفات

MgSO4.7H2O 3.7 
MnSO4. H2O 0.169 
ZnSO4. H2O 0.086 

CuSO4.5 H2O 0.0025 
هاوژنهال   

CaCl2.2H2O 4.4 
KI 0.0083 

CoCl2.6H2O 0.00025 
  PBMoمحلول 

KH2PO4 1.7 
H3 BO3 0.062 

NaMoO4.2H2O 0.0025 
  محلول ذخیره آهن

FeSO4.7H2O 0.278 
Na2EDTA.2H2O 0.373 

هاويتامین   

 0.005 اسید نیکوتینیک
-تیامین HCl 0.001 

-پیریدوکسین HCl 0.005 
 0.02 گلیسین
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 آماری هایتجزيه

محیط  در هورمونی مناسب هایغلظ  تعیین برای آزمایتی طرح
 بته صتورت   غلظت  ستاکارز   تترین مناستب  تعیتین  همچنتین  و کت 

 در هتر . شتد  انجتام  تکرار 3 با تصادفی کاملاً طرح قالب در فاکتوریل
 میتزان  برگی مورد استفاده قترار گرفتنتد.   ریزنمونه 20 آزمایتی تکرار
 در بترگ  هتای ریزنمونته  بترای  هفتته  3 از بعتد  مستتقی   زایتی شتاخه 

 واریتانس  تجزیته  جتدول  از استفاده با .شد محاسبه مختلف تیمارهای
 همچنین و غلظ  ساکارز و ترکیبات هورمونی اصلی اثرات داریمعنی
 استفاده با هامیانگین مقایسه. گرف  قرار مورد بررسی هاآن متقابل اثر
 انجتام  درصتد  5 در سطح احتمتال  دانکن -والر ایهچند دامن آزمون از
افزارهتای  نترم  از بتا استتفاده   آزمتایر  های داده تحلیل و تجزیه. شد

SAS (21)  و SPSS16شد. انجام 

 

 PCRشرايط  و شده استفاده آغازگرهای

 nptII ژن توالی انتهای و ابتدا نوکلئوتیدهای از آغازگرها طراحی

در  آغازگرهتا  تتوالی . شتد  انجتام  Oligoanalyserافتزار  نترم  و توسط
 ستازی واسرشتته  ابتتدا  nptIIژن  ذکر شده اس . برای تکثیر 3جدول 
 ستپس  و شتد  انجتام  دقیقته  5 متدت  گراد بهسانتی درجه 94 در اولیه

هتای  حترارت  درجه در ترتیب به شدن طویل اتصال و سازی،واسرشته
در  و شتد  امانج سیکل 35 در دقیقه 1 مدت به کدام هر 72 و 48 ،94

گتراد  ستانتی  درجته  72 در دقیقه 5 مدت به نهایی شدن طویل نهای 
 .گرف  صورت

. 
 nptIIتوالي نوکلئوتیدی آغازگرهای اختصاصي ژن  -3 جدول

Table 3- Oligonucleotide sequence of nptII gene primers 
 توالي الیگونوکلئوتیدی

Oligonucleotide sequence 

 آغازگر
Primer 

5´ CACGGTTCAACAACATCCAG 3´ 
  پیترو

Forward 

5´ TGAAGACCCTGACTGGGAAG 3´ 
 پسرو

Reverse 
 

 بحث و نتايج

 میتزان  بافت ، بررستی   کتت   ستازی بهینه منظور به تحقی  این
 انتختاب  مختلف و غلظت  ستاکارز،   هورمونی تیمارهای تح  باززایی
  .شد انجام تیمار برتر با تراریختگی انجام نهای  در و برتر تیمار

 

محایط   هورماوني  تركیا   و غلظت سااكارز  ثیرأبررسي ت

 زايي كالوس میزان كشت بر

غلظت    اثر که داد نتان زاییکالوس میزان واریانس تجزیه نتایج
 توجته  با. بودند دارمعنی هاآن متقابل اثر و کت  محیط نو  ساکارز و
 دارمعنتی  کتت   محتیط  نو  غلظ  ساکارز و بین متقابل اثر به اینکه

روش  از استتفاده  بتا  تیمتاری  ترکیبتات  میتانگین  مقایسه بود، بنابراین
مقایسته   نتتایج  .شتد  انجام دانکن -والر ایدامنه چند میانگین مقایسه
 جدول در کت ، محیط نو  غلظ  ساکارز و تیماری ترکیبات میانگین

 M1محیط کت   ،4 جدول شماره با توجه به. اس شده داده نتان 4
بتا   BAPگترم در لیتتر   میلتی  1و  NAAگرم در لیتر میلی 1/0حاوی 
 64) زایتی را کتالوس  میتزان  گرم در لیتر ساکارز بیتتترین  15غلظ  

گترم در لیتتر   میلتی  15/0حتاوی   M2محیط کت  . داد درصد( نتان
NAA  گرم در لیتر میلی 5/1وBAP    گترم در لیتتر    30برای غلظت

 ر رتبه بعدی قرار گرفت . حتداقل  زایی دساکارز از لحاظ میزان کالوس
و  M1کت   محیط تیماری در ترکیب( درصد 17) زاییکالوس میزان

 4 جتدول  نتایج به توجه گرم در لیتر ساکارز متاهده شد. با 30غلظ  
در  NAAو  BAPهتای  پایین هورمتون  هایغلظ  که گف  توانمی

کارز در گرم در لیتر سا 30های مختلف ساکارز به استثنا غلظ  غلظ 
زایی شدند. در مقابل غلظت  ، باعث افزایر میزان کالوسM1محیط 

هتا در هتر دو غلظت     زایی ریزنمونههای بالای هورمونی مانع کالوس
( نتتان داد  33مختلف ساکارز شدند. نتایج تحقیقات ژن و همکتاران ) 

هتای هورمتونی وابستته    زایی در توتون به غلظ که که میزان کالوس
-توان نتیجته ابراین بدون در نظر گرفتن غلظ  ساکارز میباشد. بنمی

 M1کمتتر از   M4زایی در محیط کت  گیری نمود که میزان کالوس
 باشد.می

 

محایط   هورماوني  تركیا   و غلظت سااكارز  بررسي تأثیر

 مستقیم زاييشاخه میزان كشت بر

مستتقی ،   زایتی شاخه میزان صف  واریانس تجزیه نتایج اساس بر
بتر   داریمعنتی  اثر کت  محیط نو  و ساکارز غلظ  که شد متخص

 نو  محیط و ساکارز غلظ  متقابل اثر. داشتند مستقی  زاییشاخه روی
 از با استفاده اصلی اثرات بنابراین نبود، دارمعنی صف  این برای کت 
 برای نتایج مقایسه میانگین. شدند میانگین مقایسه دانکن -والر روش
 .اس  شده داده نتان 5 لجدو در اصلی اثرات
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 دانکن -والر روش به توتون با دو غلظت مختلف ساکارز هایريزنمونه در زاييکالوس میزان میانگین مقايسه -4 جدول

Table4- Comparison of the the callus induction of Nicotiana tabacum in different concentration of sucrose based an Waller-

Duncan T test 
 نوع محیط کشت

Medium 
 غلظت ساکارز 

Sucrose concentration  

(g l-1) 
 15 30 

   

M1 

 

64 a c 17 

M2 

 
55a 53 a 

M3 30 b b 41 
M4 20 c 34 b 

   باشندیدانکن نم -والر ایچند دامنه آزمون از استفاده با (P<0.05) دار معنی اختلاف دارای ستون هر در متتر  حروف با اعداد

Numbers followed by the same letter are not significantly different (P<0.05) based on Waller-Duncan T test 

 
اصلی غلظ  ستاکارز، غلظت     اثر برای 5 شماره اساس جدول بر
 بیتتترین میتزان   گرم در لیتر 15غلظ   با مقایسه در گرم در لیتر 30

 میتانگین اثتر   مقایسته . دادنتد  اختصاص ودخ به را مستقی  زاییشاخه
داد کته   نتتان  مستقی  زاییشاخه میزان برای کت  محیط نو  اصلی

 زایتی شتاخه  میتزان  بیتتترین  M2و محیط کت   M1محیط کت  
 ایتن  در استتفاده  مورد هایکت  محیط سایر با در مقایسه را مستقی 
 میتانگین  مقایسته  جتدول  به توجه با. دادند خود اختصاص به آزمایر
 ایتن  که شد متخص( 5 جدول) مستقی  زاییمیزان شاخه صف  برای
 پتایین   هتای غلظت   بته  زایی،کالوس میزان همانند صف  نیز صف 

NAA وBAP غلظ  افزایر با مقابل دهد و درتری میپاسخ مناسب 
 تتوجهی  قابتل  میتزان  بته  مستتقی   زایتی شاخه ها میزانهورمون این

تحقی  استتولارز   از آمده بدس  نتایج متابه جاین نتای. یابدمی کاهر
 میتزان  کته بیتتترین   ( بتود 6و حبیبی و همکتاران )  (23و همکاران )

گترم در  میلتی  1و  NAAگرم در لیتر میلی 1/0از  استفاده با را نوساقه
 کته توستط   تحقیقتی  هتای یافتته  همچنتین  .آوردند بدس  BAPلیتر 

. آزمتایر بتود   این نتایج بهمتا نیز شد انجام (24طراوت و همکاران )
برگتی   هتای ریزنمونته  در را زایتی شتاخه  از بالایی درصد محققین این

 1و  NAAگترم در لیتتر   میلتی  2/0هتای  غلظت   از استفاده با توتون
 از حاصتل  نتتایج  بته  توجته  بتا  .آوردند بدس  BAPگرم در لیتر میلی
 دوم مرحلته  بترای  کته  ایتن نکتته   بته  توجته  با و آزمایر اول بخر

 نظتر  متورد  زایتی حداقل کالوس با مستقی  زاییشاخه حداکثر آزمایر
 1و  NAAگترم در لیتتر   میلتی  1/0 هورمتونی  ترکیب از بنابراین بود،

گتترم در لیتتتر ستتاکارز بتترای  30و غلظتت   BAPگتترم در لیتتتر میلتتی
 GV3101های توتون برای تلقیح بوسیله اگروباکتریوم سویه ریزنمونه

 استفاده شد. 
 کتت   محتیط  بته  BAPمثتل   هتا سیتوکینین افزودن کلی، بطور

 شاخستاره  پترآوری  و شاخستاره  تتکیل سلولی، تقسی  ترغیب موجب
 دو از امتا استتفاده   .کنتد متی  جلتوگیری  ریته تتکیل از و شده جانبی

 بیتتتر  و ترسریع تولید سبب گیاهان اکثر در BAP و NAA هورمون
 تنهتایی  بته  BAP و NAA بتا  مقایسه در شاخساره تولید و زاییساقه
 رشد هایکنندهتنظی  از توام . در این تحقی  نیز استفاده(22) گرددمی

BAP و NAA 95 احتمتال  سطح در) داریمعنی اثر کت  محیط در 
 .داش  ساقه باززایی بر( درصد
 

محایط   هورماوني  تركیا   و غلظت سااكارز  ثیرأبررسي ت

 زاييريشه میزان كشت بر

 ستاکارز  در زاییریته بیتترین ها،میانگین یسهمقا نتایج اساس بر
 غلظت   بتا  ساکارز به نسب  که شد متاهده لیتر در گرم 60 غلظ  با
 . میتانگین (2 شتکل )داد  نتتان  را داریمعنی اختلاف لیتر در گرم 30

 بتا  مقایسته  در ،BAP رشد کنندهتنظی  دارای تیمارهای در زاییریته
 در کته  نحتوی  بته . داد نتان را ریدامعنی کاهر آن، فاقد تیمارهای
 بیتتتر  برابتر  6 متوستط  بطور زاییریته BAP فاقد هایکت  محیط
 نتواست   لیتتر  در گترم میلی 2/0 به 1/0 از BAP غلظ  افزایر. بود

 .(2نماید )شکل  ایجاد ریته القای کاهر در را داریمعنی اختلاف
 گترم میلتی  2/0 یا 1/0دارای  تیمارهای در هاریته تعداد میانگین

 بته  داد نتتان  را داریمعنی افزایر شاهد با مقایسه در NAA لیتر در
(. 2 شتکل ) شد متاهده تیمار دو این در زاییریته بیتترین که نحوی
 NAA لیتر در گرممیلی 2/0 حاوی کت  محیط در زاییریته فراوانی
 یاف . بر استاس  افزایر برابر 5/1 حدود آن، فاقد تیمارهای به نسب 

 کتالوس  تولیتد  ستبب  NAA از هورمون تحقیقات انجام شده، استفاده
 هتا ریتته  ایتن  علت   همتین  به شودمی ریته تتکیل از پیر فراوان
 (.29) باشندمی غیرمستقی  منتایی دارای

https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=5&ved=0ahUKEwifp4v7u-zYAhWkh6YKHVsXBdsQFghFMAQ&url=http%3A%2F%2Fmethods.sagepub.com%2Freference%2Fthe-sage-dictionary-of-statistics%2Fn631.xml&usg=AOvVaw2BuxN3mjVPszS3EXKuEKo2
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زساکار مختلف هایغلظت با برگ توتون های ريزنمونه از مستقیم زاييشاخه برای دانکن -والر روش به میانگین مقايسه -5 جدول  
Table 5- Comparison of the the shoot regeneration frequency of Nicotiana tabacum leaves in different concentration of 

sucrose 

 نوع محیط کشت
Medium 

 غلظت ساکارز 
Sucrose concentration (g l-1) 

میانگین     
 Average 

 15 30  

M1 

 
65 72 68.5 a 

M2 

 
65 61  63 a 

M3 31 33 32 b 

M4 17 23     20 c 

   باشندنمی(P<0.05) دانکن -والر ایچند دامنه آزمون از استفاده دار بامعنی اختلاف دارای ستون هر در متتر  حروف با اعداد
Numbers followed by the same letter are not significantly different (P<0.05) based on Waller-Duncan T test 

 

 کننتده تنظتی   طبیعتی  منتاء به توجه با که دارد وجود احتمال این
 کتت   محتیط  در آن بیتتری از هایغلظ  از باشد نیاز ،NAA رشد

 غلظت   با محیط در که هاییریزنمونه از متوسط طور به .نمود استفاده
 کتت  شتدند،   ساکارز لیتر در گرم 60 و  NAA لیتر در گرممیلی 2/0

 1/0 حتاوی  محتیط  در کته حتالی  در شتد  متتاهده  ریتته  20 از بیر
 ریتته  10 حتداکثر  ساکارز، لیتر در گرم 30 و NAA لیتر در گرممیلی
. است  داشته چتمگیری افزایر تیمارها سایر با مقایسه در که شد القا
 افتزایر  چنتد  هتر  هتا، میانگین مقایسه نتایج اساس بر مطالعه این در

 بته  لیتتر  در گترم میلی 2/0 به 1/0  از NAA رشد کنندهتنظی  غلظ 
 اثتر  امتا ( 2 شکل) نداش  داریمعنی اثر زاییریته افزایر در تنهایی

 فراوانی ساکارز لیتر در گرم 60 با NAA لیتر در گرممیلی 2/0 متقابل
 95 احتمتال  ستطح  در کته  داد افتزایر  کت  محیط در را زاییریته
در راستتای تحقیقتات    لذا (.اس  هنتایج آورده نتد) بود دارمعنی درصد

 افتزایر  در ثریؤمت  نقر NAA زایی، هورمونپیتین در زمینه ریته
 میا و گزارش(. 22)داراس   ساکارز مناسب غلظ  همراه به زاییریته

 افتزایر  بیانگر Allium chinense روی گیاه نیز بر( 13) همکاران و
این آزمایر به  بنابراین در. بود NAA غلظ  افزایر با ریته تتکیل

 طویتل  هتای شاخساره ریته، طول افزایر زایی ومنظور افزایر ریته
 و ستاکارز  لیتر در گرممیلی 2/0 با غلظ NAA حاوی  محیط به شده

 .شدند منتقل لیتر در گرم 60با غلظ  

 
 وتونت هایريزنمونه در NAA و BAP ساکارز، مختلف هایغلظت در زاييريشه فراواني مقايسه -2 شکل

Figure 2- Comparison of the root regeneration frequency of Nicotiana tabacum in different concentrations of sucrose, NAA 

and BAP 
 

هاای  ريزنموناه  روی بار  كانامايساین  ثرؤما  ساح   تعیین

 انتخابگر به عنوان توتون

ای هت ریزنمونته  تلقتیح  ثرؤمت  و ستریع  روش یک توسعه منظور به
 بیوتیک کانامایسینآنتی مختلف مقادیر اثر ابتدا اگروباکتریوم، با توتون

https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=5&ved=0ahUKEwifp4v7u-zYAhWkh6YKHVsXBdsQFghFMAQ&url=http%3A%2F%2Fmethods.sagepub.com%2Freference%2Fthe-sage-dictionary-of-statistics%2Fn631.xml&usg=AOvVaw2BuxN3mjVPszS3EXKuEKo2
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 حتداقل  تعیتین  جهت  ( گترم بتر لیتتر   میلی 200 و 150، 100 ،50 ،0)
 نتتایج  شتد،  بررستی  توتتون  هایریزنمونه روی بر بیوتیکآنتی غلظ 
محتیط کتت     در زایتی کالوس از بعد هفته یک داد که نتان آزمایر

MS ها وارد مرحله کتالوس ریزنمونه زیادی از امایسین تعدادبدون کان
حتتاوی  MSمحتتیط کتتت   و میتتزان کتتالوس زایتتی در زایتتی شتتدند
و  بتوده  پتایین  بستیار  گرم بر لیتتر میلی 200 و 150، 100کانامایسین 

ها )تراریخ  و غیرتراتریخ ( زرد شده و از بین رفتند تمامی ریز نمونه
از  کامتل  بطتور  کانامایستین  لیتتر  در گترم میلی 50 غلظ  کهحالی در

ریخت   اهای غیر ترریزنمونه روی بر مستقی  زاییشاخه و زاییکالوس
توتون جلوگیری کرد و تعدادی از ریزنمونه ها وارد مرحله کالوس زایی 

 منفی سفوتاکسی  اثر بیوتیکآنتی بالای مقادیر اینکه به توجه با. شدند
 محتیط  در دارد، برگتی  هتای نمونته ریز از مستتقی   زاییشاخه روی بر

 .شد سفوتاکسی  استفاده لیتر در گرممیلی 200 هایغلظ  از هاکت 
 

از  استفاده با توتون هایسلول به nptIIانتخابگر  ژن انتقال

 اگروباكتريوم

 ژن اگروباکتریوم حتاوی  با های توتونریزنمونه سازیآلوده از پس
حتاوی   MS)محیط  کتتیه  محیط به هانمونه ، ابتداnptIIانتخابگر 

فاقتد   NAAگترم در لیتتر   میلتی  1/0و  BAPگرم در لیتتر  میلی 2/0

 آزمتایر  از نتتایج حاصتل   استاس  بتر . (4شتدند )  بیوتیک( منتقلآنتی
 تتاریکی  شرایط در کتتیه  هایمحیط نگهداری که متخص گردید

 48 از بعتد  .شتود گیاهی متی  باف  به اگروباکتریوم نفوذ افزایر باعث
گترم در  میلی 1حاوی  MSمحیط کت   به هانمونه کتتی،ه  ساع 
 هتتایبیوتیتتکآنتتتی و NAAگتترم در لیتتتر میلتتی 1/0و  BAPلیتتتر 

هایی که روز، بخر 10 از پس .شدند منتقل سفوتاکسی  و کانامایسین
هفتته   5ژن انتخابگر را دریاف  نکرده بودند شرو  به زردشدن کردند. 

های تراریختته مقتاوم بته کانامایستین بتر روی      هپس از تلقیح، نوساق
 اولیته،  تلقتیح  از هفتته  8 از هتای بترگ ظتاهر شتدند. پتس     ریزنمونه
  آمدند. بدس  بیوتیک کانامایسینآنتی به مقاوم هایگیاهچه

 

 تراريخته گیاهان مولكولي تحلیل و تجزيه

کانامایستین   بته  مقاومت   پلاستمید حتاوی ژن   حضور ییدأت برای
(nptII) بررسی های توتون،ر ریزنمونهد PCR   بر روی گیاهان مقتاوم

 اختصاصتی  آغازگرهای از استفاده با PCRواکنر  انجام انجام شد. با
 شتاهد  گیاهتان  و در شد تکثیر bp 798 اندازه به ایقطعه ،nptII ژن

 نتایج به توجه با(. 3 شکل) نتد متاهده باندی غیرتراریخته هیچگونه
پلیمتراز، حضتور ژن مقاومت  بته      ایزنجیتره  واکنر از شده متاهده

 های تراریخته اثبات گردید. کانامایسین در نمونه

 

 
کنترل :2 توس؛ پارس شرکت مولکولي نشانگر: 1 توتون، گیاه تراريخته هاینمونه در پلیمراز ایزنجیره واکنش با ژني سازه حضور يیدأت -3 شکل

 (بازی جفت 798 قطعه تکثیر( )nptII) کانامايسین به مقاومت ژن آغازگرهای از فادهاست با ژن حضور يیدأت: 4 و 3 ؛(NT) منفي
Figure 3- PCR analysis for detection of nptII gene in transformed leaves of tobacco. 1( 100bp size marker (parstous); 2( 

 

 کلي گیرینتیجه

 بتاززایی  ستازی هبهین برای محدودی یهاتلاش ،گذشته مطالعات
 در بتاززایی  شتامل  اغلتب  کته  انتد داده نتان تراریخته توتون مستقی 
 تحقیت ،  ایتن  در(. 30) اس  بوده هورمونی مختلف هایغلظ  حضور

سازی کت  باف  توتون بتا اعمتال تیمارهتای مختلتف     بررسی بهینه

 کتته آنجتتا هتتای متفتتاوت ستتاکارز انجتتام شتتد. ازهورمتتونی و غلظتت 
 تنتو   وقتو   احتمتال  کالوس، طری  از غیرمستقی  ییباززا هایروش

 بترای  تتلاش  دهتد، می افزایر را ژنتیکی ماده در تیییر و سوماکلونال
 مهت   گامی باشند تکرارپذیر که ثرؤم معتبر و باززایی هایروش توسعه

 اس  ضروری لذا و شودمی محسوب گیاه تراریختی سیست  توسعه در
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 عنتوان  بته  کتالوس  گتری واسطه دونب باززایی هایروش سازیبهینه
 نتتایج  اساس بر. گیرد صورت ژنتیک مهندسی اقدام هرگونه نیاز پیر
 ثیرأتت  تح  زاییکالوس گیاه توتون برای که شد متخص تحقی  این
. باشدمی کت محیط هورمونی نو  ترکیب و غلظ  ساکارز متقابل اثر
و غلظ   ن صف متقابل ای اثر ثیرتأ تح  مستقی  زاییشاخه صف  اما

 NAA وBAP میتانگین   مقایسته  نتتایج  بته  توجته  بتا . ستاکارز نبتود  
 5/1 از کمتتر )کت    هتای غلظ  با هاییکت  محیط که متخص شد

 در زایتی مستتقی   شاخه و زاییکالوس افزایر باعث( گرم در لیترمیلی
 بافت   از کت  حاصل نتایج به توجه با. شوندمی توتون هایریزنمونه

بر روی  این تحقی  در شده اعمال تیمارهای که نمود تنهادپی توانمی
 پاستخ  هتای ژنوتیپ و بهترین شود اعمال نیز توتون هایژنوتیپ سایر
 مولکتولی  اصتلاح  هتای در برنامه و شوند تعیین باف  کت  به دهنده
 که داد نتان نتایج آزمایر همچنین. مورد استفاده قرار گیرند گیاه این

 گیاهتان  انتختاب  لیتتر بترای   در گترم میلتی  50  غلظت  با کانامایسین

 اولیته،  تلقتیح  از هفتته  8 از بعتد  این تحقی  در. بود مناسب تراریخته
آنتتی  حتاوی  هتای کتت  محیط بر روی کانامایسین به مقاوم گیاهان
 بته  مقاومت   ژن قطعته  ییتد حضتور  أت بترای . آمدنتد  بدست   بیوتیک

 ومی گیاهتتانژنتت DNA بتتر روی PCR در ژنتتوم گیتتاه، کانامایستتین
 DNAسطح  در تراریخته گیاهان بررسی. شد انجام احتمالی تراریخته

 ژن کته  داد نتان PCR اختصاصی و تکنیک آغازگرهای از استفاده با
 از شودمی به ژنوم گیاه توتون پیوند خورده اس . پیتنهاد nptII هدف
 تتا  شتود  استتفاده  ژن بترای انتقتال   نیتز  اگروباکتریوم دیگر هایسویه

 ایتن  نتتایج  .شتود  گیتاه انتختاب   این به ژن انتقال برای سویه هترینب
 تتک  بتاززایی  سیستت   از استتفاده  کته  داد نتتان  مجمتو   در مطالعه
 رشتد  هتای کننتده تنظتی   بتالای  هایغلظ  از اجتناب نیز و ایمرحله
 استتفاده  مورد مطالعه این در که جوان هایباف  در هاسیتوکنین بویژه
 باززایی برای ژنتیکاپی تیییرات کاهر با بتواند احتمالا اندگرفته قرار

 .گیرد قرار استفاده مورد توتون در تراریخته گیاهان از مستقی 
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Introduction: Plant tissue culture is a collection of techniques used to maintain or grow plant cells, tissues or 
organs under sterile conditions on a nutrient culture medium of known composition and widely used to produce 
clones of a plant in a method known as micropropagation. Plant research often involves growing new plants in a 
controlled environment. These may be plants that we have genetically altered in some way or may be plants of 
which we need many copies all exactly alike. These things can be accomplished through tissue culture of small 
tissue pieces from the plant of interest. These small pieces may come from a single mother plant or they may be 
the result of genetic transformation of single plant cells which are then encouraged to grow and to ultimately 
develop into a whole plant. Tissue culture techniques are often used for commercial production of plants as well 
as for plant research. Tobacco (Nicotiana tabacum L.) is one of the most important model plants used in the 
physiologic, genetic and tissue culture studies. The manipulation of tobacco genetic structure requires an 
efficient technique of gene transferring and regeneration. Whereas, the tobacco plant is a very effective 
bioreactor in the production of recombinant proteins, in this research we optimized the best tissue culture system 
and also, genetic transformation process of this plant.  

Materials and Methods: Our plant tissue culture protocols, Include helpful information for Murashige and 
Skoog media, plant growth regulators, plant growth hormones, plant transformation systems, and other products 
for plant tissue culture. For this purpose, different concentrations of sucrose and 4 combinations of growth 
regulators (BAP and NAA) on callus induction, direct shoot regeneration and rooting were examined in a 
factorial experiment based on completely randomized design with 3 replications. The sensitivity of tobacco 
explants to kanamycin was examined through the cultivation of them on the selective medium with different 
concentrations of antibiotic. For genetic transformation, agrobacterium tumifacious (GV3101) harboring plasmid 
pBI121 was used and the transgenic plants were confirmed by PCR analysis. 

Results and Discussion: The results of variance analysis and the means comparison showed that the best 
medium for callus induction was M1 (0.1 mg/l NAA and 1 mg/l BAP) with 15 g/l sucrose in the leaf explants, 
while the most direct shoot regeneration rate was obtained on the M1 medium with 30 g/l sucrose concentration. 
High-frequency of rooting was also influenced by 0/1 mg/l NAA and 60 g/l sucrose. So, supplementing the 
medium with NAA and BAP at different concentrations facilitated induction of multiple shoots from explants. 
NAA was proved to be the best and the number of shoots increased with increase in the concentration up to (0.1 
mg/l), and exceeding this concentration resulted in decline in percent response as well as number of shoots was 
recorded shoot regeneration. The concentration of BAP was further increased a linear increase in the number of 
shoots was observed up to an optimal level (1 mg/l). Beyond the optimal concentration (1 mg/l), a decrease in 
the response as well as number of shoots was recorded due to profuse basal callusing. The effect of cytokinins on 
multiple shoot regeneration, higher concentrations of NAA found to be inhibitory for shoot regeneration because 
of huge callusing which hampered the growth and development of new shoots. Also different concentrations of 
sucrose have a different effect on the shoots and callus.  The concentration of sucrose had significant effect on 
direct shoot regeneration. The main effect of sucrose concentration, concentration of 30 grams per liter, 
compared with a concentration of 15 grams per liter had the highest direct shoot regeneration. Concentration of 
50 mg/l kanamycin could completely prevent the regeneration of untransformed explants so was used in the 

selective culture medium. Subsequently, the presence of nptII gene (798 bp) in the transgenic plants was 
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confirmed and the transformation efficiency obtained by using the agrobacterium-mediated transformation was 
more than 95%.  

Conclusions In present research, an efficient in vitro regeneration protocol has been developed for tobacco, 
where different factors including the age of the explant and plant growth regulators were optimized for 
maximum propagation of tobacco. The results showed that regeneration and transformation method described 
here is highly efficient and fast for the introduction of any foreign gene directly in tobacco plant. 

 
Keywords: Direct shoot regeneration, Nicothiana tabacum, nptII selective gene, Tissue culture, 

Transformation 


