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( به منظور تولید Nicotiana tabacumتولید سوسپانسیون سلولی از ارقام توتون شرقی )

 لاین سلولی
 

Production of Cell Suspensions from Oriental Tobacco (Nicotiana tabacum) Cultivars 

for Cell Line Development 

 

 3ترکش اصفهانیو سعید  2ینیمعاحمد  ،*2زاده، قاسم کریم1پورسعید سالاری

 
 22/30/23تاریخ پذیرش:                     11/33/22تاریخ دریافت: 

 

 چکیده
ها در شووند  سولولباشد که در محیط مایع کشت میهای در حال رشد و تقسیم سریع میتعلیقی از سلول ،کشت سوسپانسیون سلولی

متنوویی  اهودا ها بورای این قابلیت سولول  باشندها برخوردار میسسیون سلولی از قدرت تقسیم بسیار بالاتری نسبت به کالونسوسپا

هوای و مطالعوات تونشهای ثانویه، بررسی مراحل چرخه سلولی، افزایش راندمان انتقال ژن متابولیتتولید های سلولی، لاین مانند تولید

( Nicotiana tabacum L )شورقی هوای ه رقم از توتوناز بذور نکالوس  ،  در این بررسیگیردمورد استفاده قرار میزیستی و غیرزیستی 

های مختلف میزان و کیفیت رشد در محیطسپس تهیه گردید   Kinetin 1-mg.l 1و  NAA 1-mg.l 1های حاوی هورمون MSدر محیط 

 هوایبوا تیمار LSکشوت محویطدر  PDB 328و   OR-209،OR-205بهترین میزان و کیفیت رشد بورای ارقوا    قرار گرفتآزمون مورد 

هورموونی های کشت و ترکیبات مختلوف انواع محیطاثر   دست آمدبه Kinetin 1-mg.l 1/3 و IAA 1-mg.l 3 ،NAA 1-mg.l 3هورمونی 

موایع بوا هموان تیموار  LSکشوت در محیط OR-209بهترین رشد مربوط به رقم   آزمون گردیدنیز حاصل سلولی بر روی سوسپانسیون 

مشوابهت بسویار کوه  مقایسوه گردیود TBY-2سوسپانسیون سلولی تولید شده از نظر سریت رشد با لاین سلولی  ،آخرهورمونی بود  در 

بورای اهودا   هوابورداری از آنو بهوره سلولی هایشرقی برای تولید لاینتوتون   ارقابیانگر امیدبخش بودن   این نتیجه بالایی نشان داد

  باشدپژوهشی و کاربردی می
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 مقدمه

های در حال رشود کشت سوسپانسیون سلولی، تعلیقی از سلول

شووند و از باشد که در محیط مایع کشت میو تقسیم سریع می

های آزمایشوگاهی دستورزیدر پاسخ به پذیری بیشتری انعطا 

طوور کامول از هکشت سوسپانسیونی مطلوب کوه بو  برخوردارند

  شوودنودرت حاصول میبه ،های منفرد تشكیل شده باشدسلول

های سولولی مخلوطی از تودهاز های سلولی بیشتر سوسپانسیون

با وجوود ایون از   اندهای منفرد پراکنده تشكیل شدهو نیز سلول

 توان یك کشتطریق چندین نسل گزینش و واکشت کردن می

های سولولی ها و تودهسلولسوسپانسیون سلولی متشكل از تك

کوچك را ایجواد و نگهوداری کورد )خسروشواهلی و بهنامیوان، 

چنود نووع اولین بار کشت سوسپانسیون موفق بر روی  ( 1330

 ,Caplin and Steward)کاپلین و اسوتوارد سلول گیاهی توسط 

 ,.Muir et al) و همكوارانموویر انجا  شد و در پوی آن  (1949

ایوون روش نشوان دادنوود کووه  (Nickell, 1956) نیكولو  (1954

توانود کواربرد داشوته باشود  دیگور می موجوداتتقریباً در تما  

( متوجه شدند که Tulecke and Nickell, 1959) تولك و نیكل

بر این که در این سیستم امكان تولید مقدار زیوادی بافوت یلاوه

ای مثول های ثانویهسنتز متابولیتیوب ،سلولی گیاهی وجود دارد

پوذیر اسوت  در این سیسوتم امكانآلكالوئیدها و استروئیدها نیز 

های جدید برای تولید کشت سوسپانسیون سلولی یكی از راهكار

هووای ثانویووه و دارویووی و هووای نوترکیووم و متابولیتپروتئین

 ؛شویه و دوران باشودمطالعات سیتوژنتیكی در یصور حارور می
 Shih and Doran, 2009; Brandsma et) و همكاران دسما بران

al., 2010) .های گیاهی کشوت در مقایسه با بسیاری از سیستم

ینووان مثوال سوسپانسیون سلولی مزایای بسیاری دارد کوه بوه

توان بوه چرخوه سولولی کوتواه، یود  وابسوتگی بوه شورایط می

یمنوی محیطی مثل آب و هوا، کیفیت خاک، فصل، طول روز و ا

امكوان  یود گورده و دانوه فرار ژن توسط ید  زیستی بالا مثل 

و  زو آلودگی باکتریایی از گیاهان موجود در محیط اشواره کورد
  شورایط کنتورل شوده و اسوتریل Xu et al., 2011)) همكواران

کشت مایع سیسوتم کشوت سوسپانسویون گیواهی را بوه محیط

 دونالودو مكهوانو   ل کرده اسوتیبدتشیوه مناسبی از تولید 

(Huang and McDonald, 2009)  یوا  هوا ویلاوه اگر پروتئینهب

های تولید شده توسط سوسپانسیون سلولی بوه داخول متابولیت

تر انجوا  سوادهتخلوی  آن بسویار  ،کشوت ترشوش شووندمحیط

آوری و تخریوم و یكنواخوت دیگر نیازی به جموعگیرد  زیرا می

 لوواین  2009) ،دورانشوویه و ) باشوودهووا نمیکووردن سوولول

باشود های سولولی مویترین لاینیكی از معرو   TBY-2سلولی

در حال یا انجا  شده و روی آن ای که در دنیا تحقیقات گسترده

 ,.Huang et al) و همكاران سوئن ؛و همكاران هوان  انجا  است

2009) (Suen et al., 2010;   کشوت سوسپانسویون سولولی در

 تحلیولمناسوم بورای  ابوزاراهی بوه یوك یوهای مختلف گگونه

هوای گیواهی، بواز تولیود پروتوپلاسوت، تولیود فیزیولوژی سلول

 شناسی سلولی تبودیل شوده اسوتهای تراریخت و ریختسلول

کشت کالوس جهوت   (Lührs and Lörz, 1988) س و لورزرلوه

دلیوول بووه، الگوهووای رشوودی و تولیوود همطالعوواسووتفاده در 

نیووز و سوولول یكنووواختی تولیوود نظوور  کووه ازهایی محوودودیت

اکسیژن و موواد غوذایی به ها تك سلولتكدسترسی یكنواخت 

از قابلیووت کمتووری سوسپانسوویون سوولولی در مقایسووه بووا دارد، 

 Lukmanul)و همكوواران لوکمووانول حكوویم برخوووردار اسووت

(Hakkim et al., 2011  

سوسپاسیون سلولی معمولاً با انتقال قطعواتی از کوالوس بوه 

های کشت بایود این محیط  آیدکشت مایع بوجود مییك محیط

ها سولولتوا دهنوده حرکوت داده شووند مرتباً توسط یك تكوان

از تجمع مواد سومی در یوك نقطوه جلووگیری  هوادهی شوند و

ه کشت بچرخش مداو  محیطدر نتیجه  های کالوسسلولشود  

سویون نتشوكیل سوسپاقابلیوت شوند  تدریج از یكدیگر جدا می

متفواوت  های مختلوف گیاهوان کاملواًها و جنسسلولی در گونه

ها ویژه تیغه میوانی سولولهدیواره سلولی ب ساختارزیرا   باشدمی

ها از یكدیگر دارد  برای جداسوازی نقش مهمی در جدا شدن آن

توووان سوویون سوولولی مینتشووكیل سوسپا های کووالوس وسوولول

همچنوین بورای   افوزودکشوت مقداری آنزیم پكتیناز به محویط

سویون نافزایش شكنندگی و تردی کالوس و ایجواد یوك سوسپا

کشوت اکسین بوه سویتوکینین در محویط یاز نسبت بالا ،خوب

 ,Ehsanpour and Amini) احسوانپور و امینوی شوداستفاده می

رشود از هم جودا شوده و  مایعمحیط در که ی یها  سلول(2003

 آلوانباشوند ه کامول را دارا میی ایجاد یوك گیوایتوانااند، کرده

(Allan, 1991)های واقووع در سوسپاسوویون سوولولی از   سوولول

در  نود،ها برخوردارقدرت تقسیم بسیار بالاتری نسبت به کالوس

همشوكلی بالوای همگنوی و تقسیم سولولی و بالای سریت واقع 

شومار از مشخصات یك سوسپانسیون سلولی مطلوب بهها سلول

  (Phillips et al., 1995)همكاران  و فیلیپسروند می

 توانود، میهای سلول گیاهیرشد سریع و بافت خوب کشت

مطالعووات و مناسووم بوورای یووك جمعیووت سوولولی همشووكل 

تورین کاربردهوای یكی از مهم  تولید کندبیولوژیكی در گیاهان 

کشوووت سوسپانسووویون سووولولی، اسوووتفاده از آن در فراینووود 

هوووای سووولولی اسوووت  ینو تولیووود لاسوووازی سووولولی همزمان

ها، سازی چرخوه سولولی بورای مطالعوه خووال سولولهمزمان

هوووای ژنتیكوووی فراینووودهای بیولووووژیكی و شناسوووایی مكانیز 
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کننده هر یك از فازهای مختلف چرخه سولولی و تقسویم تنظیم

  (Lee et al., 2011)و همكواران  لی سلولی، اهمیت زیادی دارد

جلووگیری از همانندسوازی ها از طریوق طور معموول، سولولبه

DNA  در فازS شوند  ایون کوار سازی میچرخه سلولی همزمان

های مختلفی از قبیل افزودن موواد شویمیایی با استفاده از روش

بوووه  و آفیووودیكولین اوره، متوترکسووواتماننووود هیدروکسوووی

سوازی یوك روش همزمانگیورد  ها انجا  میکشت سلولمحیط

در توتون، متكوی بور یوك  BY-2ین مانند لا گیاهی لاین سلولی

استراتژی دستگیری و آزادسازی با استفاده از آفیدیكولین و یك 

باشود هوا بوه نوا  پروپیزامیود میکننده میكروتوبولماده تخریم

  بوا (Kumagai-Sano et al., 2007)و همكواران  سانو -کوماگای

ای کووه در آن فقووط از مرحلووهاسووتفاده از یووك فراینوود یك

توان یك جمعیوت سولولی تولیود لین استفاده شود، میآفیدیكو

های آن در مرحله میتوز قرار دارند  اما بوا از سلول %03کرد که 

طوور ای کوه از هور دو مواده بازدارنوده فوو  بوهروش دو مرحله

 رسد می %23متوالی استفاده شود، این یكنواختی به بیش از 

ه امكان های سلول گیاهی آن است کمزیت مهم دیگر کشت

سوازند و شوده را فوراهم میاجرای مطالعوات در شورایط کنترل

های مختلوف تحقیقواتی ازجملوه در بررسوی توانند در زمینهمی

های ثانویه مورد اسوتفاده ها و تحلیل بیوسنتز متابولیتبیان ژن

(  Cesarino et al., 2013) و همكوواران سووزارینو قوورار گیرنوود

هوای ، خطر بوروز جهشندارانهای پستابرخلا  سلولهمچنین 

وجوود سویون سولولی در گیاهوان نهای سوسپاکشت ژنتیكی در

 های مذکور بایث شوده اسوت کوهو قابلیت مزایامجمویه   ندارد

هوای شویمیایی سواخت متابولیتبورای کشت سولولی گیواهی 

موورد های سولولی جدید، کنترل چرخه سلولی و دیگور پروسوه

 ( Lee et al., 2004) انو همكار لی استفاده قرار گیرد

 هاروشمواد و 

 عفونی و کشت بذورضدتهیه مواد گیاهی، 

)جدول  (.Nicotiana tabacum L) توتون شرقی نه رقم هایبذر

که از بانك ژن مرکز تحقیقات توتون ارومیه وابسته به وزارت ( 1

در آزمایشگاه گروه اصلاح نباتات دانشكده  ،صنایع تهیه شده بود

شگاه تربیت مدرس، مورد آزموایش قورار گرفتنود  کشاورزی دان

در الكول  s13مودت بوهو در صافی چای قرار گرفته بذرها ابتدا 

در  min 13مودت بوه هاپس از آن بذر  ور گردیدندخال  غوطه

قرار  23تویینحاوی چند قطره  سدیمپوکلریتایه %1/2محلول 

آب مقطور  با min 13مدت سه مرتبه هر بار بهو در پایان گرفته 

در شورایط اسوتریل بوه سوپس بوذرها استریل شستشو شودند  

بوودون  ،آگووار %3/3، سوواکاروز %2حوواوی ) MSکشووت محوویط

بورای و ای منتقل شودند شیشهموجود در یك بطری  (هورمون

روز در یوك انكوبواتور مناسوم بوا  13توا  0مودت بهزنی، جوانه

اده قورار د C1  21 شوم/روز و دموای  h 3/10 چرخه نووری

از  2mm 1سطش تقریبی  اقطعاتی ب ،دار شدنشدند  بعد از جوانه

های حاوی دیشبه پتریزایی برای کالوساولیه جدا و  یهابرگ

آگووار، بووا دو تیمووار  %3/3، سوواکاروز %3)حوواوی  MSمحوویط 

و تیموووار  l.mg 1 Kinetin-1و  l.mg 1D -2,4-1ونی موووهور

( منتقل گریدند و l.mg 1 Kinetin-1 و l.mg 1NAA-1هورمونی 

چرخه نوری شرایط هفته در یك انكوباتور مناسم با  سهمدت به

 قرار گرفتند  الذکرفو  و دمای

 

 مورد استفاده در این تحقیق گذاری ارقا  توتون شرقینا  :1جدول 
Table 1: Nomination of oriental tobacco cultivars used in this study 

 ارقا  توتون شرقی

Oriental tobacco cultivars 

  ارقا کد

Cultivars codes 
B12-2 G1 

B16-10 G2 

B104-1 G3 

OR-205 G4 

OR-209 G5 

SPT 406 G6 

PDB 328 G7 

Izmir G8 

BS 31 G9 

  

 هابررسی سرعت و کیفیت رشد کالوس

بعود از گذشوت  ،های مختلوفشده در محیطتولید های کالوس

بررسوی مورد ر رن  و کیفیت کالوس از نظ ،سه هفته از واکشت

صورت طلایی روشون ها بهآل برای کالوسقرار گرفتند  رن  ایده

مایل به سبز و شاخ  کیفیوت کوالوس نیوز توردی و وروعیت 

با  هاسپس کالوسظاهری سالم و مناسم آن در نظر گرفته شد  

فاکتوریل با طورح  آزمایشصورت به ،وزن تراستفاده از شاخ  

 افووزارنوور دو تكوورار توسووط  سووهاً تصووادفی در پایووه کاملوو

  موورد ارزیوابی قورار گرفتنود SPSS 18و   Minitab 16آمواری

تیمارهوای  ،سطش( 2رقم )در نظر گرفته شده شامل فاکتورهای 
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(  رقوم و 2جودول ) ( بوودسوطش 11کشوت )هورمونی و محویط

کیفیت بهترین سریت رشد و اساس بالاترین بربرتر کشت محیط

تولید سوسپانسیون بوه مرحلوه برای نتخاب گردیدند و کالوس ا

هوای (  قابل ذکور اسوت کوه داده0بعد انتقال داده شدند )شكل 

تجزیه سپس و نرمال شده  Normal Scoreوزن تر توسط روش 

 انجا  گرفت  هابر روی آن واریانس

 

 کار رفته در کشت کالوس ارقا  توتونهتیمارهای هورمونی ب :2جدول 

Table 2: Hormone treatments used for callus culture in tobacco cultivars 

 

 

 LSکشت های محیطویتامین :3جدول 
Table 3: Vitamins of LS culture medium 

 )mg.l-1( غلظت

)1-mg.lConcentration ( 

 هاویتامین

Vitamins 

100 Myo-inositol 
1.25 Nicotinic acid 

0.625 Prydoxine HCl 

0.625 Thiamine HCl 

   

 

هتت کشتت متایج جانتقال بهترین کالوس/رقم به محیط

 تولید سوسپانسیون سلولی

رقوم  سوهدسوت آموده از هاز کالوس ب g 3مقدار  ،در این مرحله

سریت رشد بودند به بالاترین که دارای بهترین کیفیت و توتون 

 LSکشووت مووایع محوویط ml 133حوواوی  ml 213هووای ارلن

دارای ) (Linsmaier and Skoog, 1964) لینزمووایر و اسووكوگ

، ترکیبات هورمونی جدول 3جدول  یاه، ویتامینMSهای نمك

  قسومت سور ندو بدون آگوار( انتقوال داده شود ساکاروز 3%، 2

مودت ها توسط دو لایه فویل آلومینیومی استریل بسته و بهارلن

قورار داده  rpm 133هفته بر روی شیكر دورانوی بوا سوریت  3

سووازی (  قابوول ذکوور اسووت کووه بوورای آموواده1)شووكل  ندشوود

حاوی ترکیبوات هورموونی و  LSکشت محیطکشت ابتدا محیط

، = pH 3/1هوا منتقول و پوس از تنظویم به درون ارلن ساکاروز

ها با فویل آلومینیومی بسته و پس از اتوکلواو و خنوك دهانه آن

روز کوه  0شت انجا  گردید  در این مرحله پوس از هور ک ،شدن

 ،کردنوودهووا زیوواد شووده و گرانووروی پیوودا غلظووت سوسپانسوویون

های متوووالی انجووا  گرفتووه و بهتوورین رقووم و ترکیووم واکشووت

کیفیوت ظواهری و یكنوواختی ، هورمونی از نظور سوریت رشود

در قالم آزمایش فاکتوریول بور پایوه طورح کاملواً  سوسپانسیون

 تصادفی انتخاب گردید 

هووایی کوه از نظوور وروعیت ظوواهری دارای در موورد کالوس

ولیوود کیفیووت مناسووبی بوورای انتقووال بووه محوویط مووایع و ت

 0ها به محیط جامد حواوی سوسپانسیون سلولی نبودند، کالوس

کشوت موایعی کوه در آن پول آگار و نیز بوه محویط l.g 1/0-1و 

 تیمارهای هورمونی جهت رشد کالوس

Hormone treatment for callus growth 

 شماره تیمار

Treatment Number 

1.25 mg.l-1 NAA, 1.25 mg.l-1 Kinetin 1 

2 mg.l-1 NAA, 2 mg.l-1 Kinetin 2 

1.5 mg.l-1 NAA, 1.5 mg.l-1 Kinetin 3 

1 mg.l-1 NAA, 1 mg.l-1 BAP 4 

0.2 mg.l-1 2,4-D 5 

1 mg.l-1 NAA, 1 mg.l-1 Kinetin 6 

1 mg.l-1 2,4-D 7 

1 mg.l-1 2,4-D, 1 mg.l-1 BAP 8 

2 mg.l-1 2,4-D, 1 mg.l-1 BAP 9 

1 mg.l-1 2,4-D, 1 mg.l-1 Kinetin 10 

LS 3 mg.l-1 NAA, 3 mg.l-1 IAA, 0.1 mg.l-1 Kinetin 11 
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کاغذی جهت استقرار کالوس و جلوگیری از تماس مسوتقیم آن 

   با محیط مایع تعبیه شده بود، منتقل شدند    

 واکشت کردن سوسپانسیون سلولی

رده و مطمئن از نظور کیفیوت و یود  های رشد کسوسپانسیون

منتقول لامینار به زیر هود انتخاب و ، آلودگی باکتریایی و قارچی

هوای حواوی سوسپانسویون درون یوك قیوف سپس ارلن ند شد

و  شوده بوخنر دارای کاغذ صافی یا نایلون مش اسوتریل ریختوه

موجود به  توده سلولیتوسط پمپ خلاء تخلیه گردید  از آب آن 

کشت محیط ml 13های حاوی برداشته و درون ارلن g 1میزان 

ها بوا فویول آلومینیوومی بسوته شود  در ریخته و درب ارلنتازه 

ها بر روی شیكر انكوباتور با هموان سوریت و دموای نهایت ارلن

حود امكوان از توا  ،قبلی قرار گرفتند  در هر بار واکشوت کوردن

یون قبلوی انتقال ذرات درشت کالوس ایجاد شوده در سوسپانسو

 د یبه محیط جدید خودداری گرد

 
 

 
 (bبر روی شیكر )و  (aمنتقل شده به محیط مایع درون ارلن )سوسپانسیون سلولی توتون قطعات  :1شكل 

Fig. 1: Sample suspension cells transferred to liquid medium within erlen (a) and on the shaker (b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 (از واکشت پسروز  13) OR-209 شرقی توتونسلولی ون یمیزان رشد سوسپانس :2شكل 
Fig. 2: The growth rate of oriental tobacco OR-209 cell suspension (10 d after subculture) 

 

 ستلولی ارزیابی کیفیت و سترعت رشتد سوسپانستیون

 با تیمارهای هورمونی مختلف OR-209توتون رقم 

 رقوم سولولی ز پوس از واکشوت سوسپانسویونرو 13حدود 

OR-209  تكورار پونجهوای مختلوف بوا در محیطتوتون شرقی، 

های آلوووده و هووای ظوواهری صووورت گرفووت و نمونووهارزیابی

شوده حذ   ،هایی که سیاه شده و شكل نامناسبی داشتندنمونه

و ثبوت شناسوایی مواده تور تووزین های مناسم با روش و نمونه

بعود از هوا موجوود در ارلنکوار سوسپانسویون شدند  برای ایون 

بوا گذراندن از صافی کاغذی و حذ  محیط مایع وزن گردیود و 

بهتورین رقوم و محویط ،دسوت آمودهههای وزنی بدادهتوجه به 

 (2جدول )تیمارهای هورمونی 

Hormone treatments (table 4) 
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کشت از نظور کیفیوت و کمیوت تولیود سوسپانسویون انتخواب 

 ( 2گردید )شكل 

 OR-209 رقتم سلولی ارزیابی سرعت رشد سوسپانسیون

 TBY-2 مقایسه آن با لاین سلولیو 

 روز پوس از واکشوت کوردن سوسپانسویون سولولی 12مدت به

در بهتورین  TBY-2 لاین سولولی و OR-209 توتون شرقی رقم

سوه موجوود در کشت، هر دو روز یك بوار سوسپانسویون محیط

را بعد از گذراندن از صوافی کاغوذی و حوذ  محویط یدد ارلن 

دست آمده نمودار سریت ههای وزنی بمایع وزن نموده و از داده

 ( 3سوسپانسویون رسوم گردیود )شوكل نووع رشد برای هور دو 

هوا هوای حاصول از وزن تور کالوسآزمون نرمالیته بور روی داده

کوه و نتایج نشوان داد انجا  گرفت  Minitab 16افزار توسط نر 

هوا بوا دادهند  نرموال کوردن نیستنرمال  دست آمدهی بههاداده

  سووپس تجزیووه انجووا  شوود Normal Scoreاز تووابع ده اسووتفا

براسواس آزموایش فاکتوریول در قالوم هوا دادهواریانس بر روی 

  (1تكرار انجا  گرفت )جدول  سهکاملاً تصادفی در پایه طرح 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-TBYلاین سلولی  ثلث( با)خط ممتد با یلامت م OR-209رشد سوسپانسیون سلولی توتون شرقی رقم  سرعتمقایسه نمودار  :3شكل 

 چین با یلامت مستطیل()نقطه 2

Fig. 3: Diagram for comparing the growth rate of oriental tobacco OR-209 cell suspension (solid line with triangle 

symbol) with TBY-2 cell line (dotted line with rectangular symbol) 
 

 و بحث نتایج

هتای ها در محیطژنوتیپ زایییری میزان کالوسگاندازه

 کشت مختلف

داری در معنویها تفواوت بسویار رقمبین تیمارهای هورمونی و 

مشواهده شود  زایی از نظر میوزان کوالوس %1/3سطش احتمال 

 ،دار بودن اثر متقابل هورمون در ژنوتیپیلت معنیهمچنین به

د  مقایسوه میوانگین مقایسه میانگین بین اثرات ساده انجا  نش

 1و  2شوكل دو در نتوایج آن و گرفت اثرات متقابل انجا  بین 

که بوه  هامقایسه میانگینبراساس نتایج  نشان داده شده است 

 سوه ،های نرمال شده انجوا  پوذیرفتروش دانكن بر روی داده

در محویط  PDB 328و  OR-205 ،OR-209 رقم توتون شرقی

شترین میوزان و کیفیوت رشود ( دارای بی2)جدول  11شماره 

ولی از نظر ظاهری دارای کیفیت مناسبی جهت انتقوال  ،بودند

بوه هموین   به محیط مایع برای تولیود سوسپانسویون نبودنود

از  ،توورهووای بووا کیفیووت مناسوومجهووت تولیوود کالوس ،منظووور

-محویطنیوز از و  g.l 1/0-1 و 0با میزان آگار  جامد هایمحیط

های برتر استفاده رقماغذ صافی برای همراه پل ککشت مایع به

( و پول کاغوذ l.g 0-1آگوار )مقدار کوم ل از ونتایج حاص  گردید

هوای تور بووده ولوی کالوسصافی هر دو از نظر ظاهری مناسم

)رنو  سوبز بالاتری دارای کیفیت  یپل کاغذ تولید شده روی

مورد استفاده تولید سوسپانسیون و برای روشن و تردی( بودند 

زایی در ارقوا  تنووع در میوزان کوالوس ( 0)شكل گرفتند قرار 

تووان ناشوی از وابسوتگی پاسوخ ارقوا  بوه مورد استفاده را می

ژنوتیپ گیاه اصلی و تأثیر ژنوتیپ گیاه در تعیین غلظت بهینوه 

کشوت دانسوت  در مطالعوات ترکیبات مورد استفاده در محیط

هوا و دیگری نیز گزارش شده است کوه غلظوت بهینوه هورمون

کشت برای القای کالوس بوه یوامول متعوددی ترکیبات محیط

هوای ازجمله ژنوتیپ گیاه اصلی، منشأ تهیه ریزنمونوه و ویژگی

 Mathur et) و همكواران ماتور رقم مورد استفاده بستگی دارد

al., 2013)  

 زمان بعد از واکشت )روز(
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 OR-209 شرقی وتونکار رفته جهت بهبود رشد سوسپانسیون سلولی تههای بمیزان و نوع هورمون :2جدول 
Table 4: Amount and kind of hormones used for improving the growth of oriental tobacco OR-209 

suspension cell 

 شماره محیط کشت

Medium Number 

 سلولی تیمارهای هورمونی جهت رشد سوسپاسیون

Hormone treatments for cell suspension growth 

1 2 mg.l-1 NAA, 2 mg.l-1 IAA, 0.5 mg.l-1 Kinetin 

2 1 mg.l-1 NAA, 1 mg.l-1 IAA, 0.5 mg.l-1 Kinetin 

3 1 mg.l-1 NAA, 1 mg.l-1 IAA, 0.5 mg.l-1 BAP 

4 1 mg.l-1 NAA, 1 mg.l-1 IAA, 1 mg.l-1 BAP 

5 2 mg.l-1 NAA, 0.5 mg.l-1 Kinetin 

6 1 mg.l-1 NAA, 0.5 mg.l-1 Kinetin 

7 2 mg.l-1 NAA, 0.1 mg.l-1 Kinetin 

8 1 mg.l-1 NAA, 0.1 mg.l-1 Kinetin 

9 2 mg.l-1 2,4-D, 0.5 mg.l-1 Kinetin 

10 1 mg.l-1 2,4-D, 0.5 mg.l-1 Kinetin 

11 1 mg.l-1 2,4-D, 0.5 mg.l-1 BAP 

12 1 mg.l-1 2,4-D, 1 mg.l-1 BAP 

13 2 mg.l-1 IAA, 0.1 mg.l-1 Kinetin 

14 1 mg.l-1 IAA, 0.1 mg.l-1 Kinetin 

15 2 mg.l-1 NAA, 2 mg.l-1 IAA, 0.1 mg.l-1 Kinetin 

16 1 mg.l-1 NAA, 1 mg.l-1 IAA, 0.1 mg.l-1 Kinetin 

17 3 mg.l-1 NAA, 3 mg.l-1 IAA, 0.1 mg.l-1 Kinetin 

18 0.1 mg.l-1 Kinetin 

  

 

 شرقی توتونهای های رقمتجزیه واریانس وزن تر کالوس :1جدول 
Table 5: Analysis of variance for the fresh weight of calli produced by the oriental tobacco cultivars 

 منابع تغییرات

Source of variation 

 درجه آزادی
Degree of freedom 

 میانگین مربعات
Mean squares 

 هورمون

Hormone 
10 10.678*** 

 رقم

Cultivar 
8 4.726*** 

 هورمون× رقم 

Hormone × Cultivar 
80 1.616*** 

 خطا

Error 
198            0.053 

 رریم تغییرات %
CV% 

         7.71 

 *** Highly significant at 0.1% probability level    1/3معنی دار در سطش احتمال بسیار اختلا  ***
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 های منتخت  درگیری میزان رشتد سوسپانستیوناندازه

 های کشت مختلفمحیط

بوه محویط موایع، توتون شرقی رقم برتر  3روز پس از انتقال  ده

و  OR-209 دو رقومولوی   رشد نكرده و سیاه شد OR-205رقم 

PDB 328 سریت رشد رقم   سوسپانسیون تشكیل دادندPDB 

ولی یكنواختی و رن  مناسوبی نداشوته و  ،خوب بود نسبتاً 328

س نیووز درون آن تشووكیل شووده و های کوالوشوود  تكووهتیوره می

رقوم  کوهدرحالی  سوسپانسیون یكنواخت و مناسبی ایجاد نكرد

OR-209 و بهتری را ایجواد کورد  بوا  ترسوسپانسیون یكنواخت

( اسوتفاده 2از تیمارهای هورموونی مختلفوی )جودول  ،این حال

نیوز بررسوی گوردد  تیمارهوای زایی بر کوالوسگردید تا اثر آنها 

بیشوترین دستیابی بوه  موجم( 2)جدول  10و  10، 11شماره 

ها در زیوور سوولولمشوواهده (  2)شووكل شوودند میووزان رشوود 

تفوواوت بووین نشووان داد کووه  BX50الیمپوووس میكروسووكو  

های مختلف از جهوت ظواهری های تیمار شده با هورمونسلول

-2,4های تیمار شده توسط ای که سلولبه گونه ،قابل توجه بود

D های تیموار شوده روی و کوچك، ولوی سولولبه شكل ک اًغالب

    (0غالباً به شكل کشیده بودند )شكل  IAAو  NAAتوسط 
 

 
، IAA (b)و  NAAثیر أکشیده تحت تتوتون های سلول و D (a)-2,4ثیر أکروی شكل تحت ت OR-209 توتونهای سلول :0شكل 

 m 03خطوط مقیاس= 
Fig. 7: Spherical-shaped OR-209 tobacco cells as affected by 2,4-D (a) and oblong-shaped OR-209 tobacco cells as 

affected by IAA and NAA. Scale bars = 60 m 
 

 OR-209مقایسه سرعت رشد سوسپانسیون سلولی رقتم 

 TBY-2با لاین سلولی 

منظور مقایسه سریت رشود سوسپانسویون بهکه هایی بررسیبا 

مشخ   ،انجا  شد TBY-2ین سلولی با لا OR-209سلولی رقم 

توتوون شورقی )رقوم  شده توسط که سوسپانسیون تولیدگردید 

OR-209)  لواین سولولی  مشابه بادارای سریت و الگوی رشدی

TBY-2  هر دو سوسپانسویون در روز نهوم دارای  ،همچنین بود

رشود لواین سولولی  نود بیشترین سریت رشد )اوج تقسیم( بود

TBY-2 ریباً متوقف شده و میزان سوسپانسویون در روز دهم تق

در روز دوازدهم  OR-209سوسپانسیون رشد ولی  ،ماندثابت می

 د یرسبه ثبات 

 

 گیری نهایینتیجه

تورین ینوان یكوی از مهمبه TBY-2کشت سوسپانسیون سلولی 

جملوه در شناسوایی های مختلف ازتحقیقاتی در زمینه ابزارهای

رود  در شمار میمختلف سلولی به ساز و کار اثرگذاری ترکیبات

این تحقیق با تولید سوسپانسیون سلولی از رقوم توتوون شورقی 

OR-209 شباهت بالوایی از نظور سوریت و الگووی رشود بوین ،

مشاهده  TBY-2سوسپانسیون سلولی حاصل از این لاین با لاین 

-ORدهنده قابلیوت بالوای لواین دست آمده، نشوانشد  نتایج به

سازی سیكل سلولی و تولید لواین سولولی و مانجهت همز 209

تولیوود لوواین  باشوود  مسوولماًاز آن در تحقیقووات می بوورداریبهره

سلولی با منشأ داخلی و جایگزینی آن در تحقیقوات مورتبط بوه 

تواند نقوش های سلولی پرهزینه و کمیاب خارجی، میجای لاین

هوای های تحقیقوات و توسوعه فناوریمهمی در کواهش هزینوه

سوازی و استانداردسوازی سلولی داشته باشد  همچنین بوا بهینه

ها در این تحقیق به اثبات رسید، های سلولی که قابلیت آنلاین

های سلولی ینوان لاینسازی، صدور و یرره آن بهامكان تجاری

المللی نیز وجود خواهد باکیفیت جهت استفاده در مطالعات بین

 داشت  

 

 سپاسگزاری

دانشوگاه تربیوت  و قودردانی خوود را ازتشوكر مراتم نگارندگان 

  دارندابراز می خاطر حمایت مالی از این پژوهشبهمدرس 
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 (2)جدول  کشت هورمونی مختلفمحیطنوع  ششدر  (1)جدول  رقم توتون شرقی نهمیزان رشد کالوس  :2 شكل
Fig. 4: Growth rate of the calli produced by nine oriental tobacco cultivars (Table 1) in six different hormonal media 

(Table 4) 

 1اساس جدول شده بررقام توتون شرقی کشت ا

Oriental tobacco cultivars according to table 1 
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 تولید سوسپانسیون سلولی از ارقام توتون شرقی ...
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 (2)جدول  کشت هورمونی مختلفمحیطنوع  پنجدر  (1)جدول  رقم توتون شرقی نهمیزان رشد کالوس  :1 شكل
Fig. 5: Growth rate of the calli produced by nine oriental tobacco cultivars (Table 1) in five different hormonal media 

(Table 4) 
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 1اس جدول ارقام توتون شرقی کشت شده براس

Oriental tobacco cultivars according to table 1 

1جدول   



 49زمستان  و پاییز / شمارة دوم/چهاردهمفنآوری زیستی در کشاورزی/ جلد 
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بر  OR-209ای از رقم هفته سه(، کشت b(، نمونه از بین رفته )aهفته ) سهبعداز  OR-209های کشت شده از توتون رقم نمونه :0شكل 

 (d) دیشهای اولیه حاصل نمونه برگی در پتری(، کشتcمحیط بدون آگار )در صافی کاغذ روی پل 

Fig. 6: Cultured samples of tobacco OR-209 cultivar after three weeks (a), off type samples (b), 3-week cultured OR-

209 on paper bridge in agar-less medium (c) and the initial cultures from leaf explants (d) 

 

 

 منابع:

 متن انگلیسی مراجعه شود  2-1های جهت مطالعه منابع به صفحه


