
 

 
 

 مقاله علمي پژوهشي

 مجله دوفصل نامه

 مهندسي ژنتيک و ایمني زیستي

ISSN 2588-5073  چاپی 

ISSN 2588-5081  الکترونیکی 

 1400 ستانپایيز وزم، 2 ، شماره10 دوره

 237-252صفحه 

 
r/20.1001.1.25885073.https://dorl.net/do

1400.10.2.10.2 
 

DOR:20.1001.1.25885073.1400.10.2.10.2 

 
Genetic Engineering and Biosafety 

Journal 

Volume 10, Number 2 

2022 

 

/http://gebsj.ir 

 

ecc.isc.ac/showJournal/23064https:// 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ای،بمباران ذره

 ترانسپلاستوم،

 تنگستن،

 توتون،

 کلروپلاست

 

 
 

  

 چکيده

 

 

 

در ایجاد گياهان ترانسپلاستوم  مؤثرپارامترهای فيزیکي و بيولوژیکي 

 PDS-1000/Heای توسط به روش بمباران ذره توتون

 

Physical and Biologically Effective Parameters in Developing 

Transplastomic Tobacco Plants by Particle Bombardment 

Method using PDS-1000/He 

 

، داریوش 4، حمیده افقی3، اشرف قلیزاده*2روز، بهرام باغبان کهنه1وطنمریم احساسات

 5بندیشانه

Maryam Ehsasatvatan1, Bahram Baghban Kohnehrouz2*, Ashraf 

Gholizadeh3, Hamideh Ofoghi4, Dariush Shanehbandi5 

 
 ایران دانشکده کشاورزی، دانشگاه تبریز، گیاهی،و بیوتکنولوژی نژادی گروه بهدانشیار،  2، دکتری یدانشجو 1

 استاد، گروه علوم جانوری، دانشکده علوم طبیعی، دانشگاه تبریز 3
 تهرانهای علمی و صنعتی ایران، سازمان پژوهش ،فناوریپژوهشکده زیستدانشیار، 4

 دانشگاه علوم پزشکی تبریز مرکز تحقیقات ایمونولوژی، استادیار، 5
1, 2 Department of Plant Breeding & Biotechnology, Faculty of Agriculture, University of 

Tabriz, Tabriz, Iran. 

 3 Department of Animal Science, Faculty of Natural Science, University of Tabriz, Iran.  
4Department of Biotechnology, Iranian Research Organization for Science and Technology 

(IROST), Tehran, Iran.  

.Immunology Research Center, Tabriz University of Medical Sciences, Tabriz, Iran5 
 

 Corresponding Author, Email* : :الکترونيکي پست مکاتبات، مسئول نويسنده* 

: bahramrouz@yahoo.com, bahramrouz@tabrizu.ac.ir  

 (18/11/1400 :پذيرش تاريخ - 12/11/1400: دريافت تاريخ)

 

 
به کلروپلاست با کارایي  DNA ای برای انتقالمؤثر در روش بمباران ذره پارامترهایسازی بهينه

باشد. با توجه به ب به بافت یک نياز ضروری در ایجاد گياهان ترانسپلاستوم ميبالا و بدون آسي

تشابه نسبي موانع فيزیکي بر سر راه ورود ریزذرات به هسته و کلروپلاست معمولاً از ژن گزارشگر 

 هاتراریختي پلاست شود، ولي پارامترهای فيزیکي و بيولوژیکي درگير دراستفاده مي gusای هسته

سازی انتقال ژن به کلروپلاست توتون اند. در این تحقيق برای بهينهمستقيم گزارش نشدهبطور 

فاصله شليک و  ،دهنده، آرایش برگ، فشار هليوم شتابDNAپارامترهای نوع ریزذرات، غلظت 

ها قبل از بمباران بررسي شد. پس از انتقال ناقل کلروپلاستي به تيمار ریزنمونهمدت زمان پيش

 mg/l 500برگي، باززایي گياهان ترانسپلاستوم در محيط گزینش حاوی  هاینهریزنمو

از واحد ازای هر بمباران( ه گياه ب 5/2) اسپکتينومایسين انجام شد. بيشترین تعداد ترانسپلاستوم

، فشار هليوم DNA μg 1، مقدار μm 7/0با ریزذرات تنگستن با قطر آزمایشي شليک شده 

، و این ساعت حاصل شد 24تيمار متر و دوره پيشسانتي 6، فاصله شليک psi 1100دهنده شتاب

. گياهان هموپلاسم شودپارامترها به عنوان دستورالعمل کارآمد تراریختي کلروپلاستي معرفي مي

های استرپتو/اسپکتينومایسين بدست آمدند. تأیيد بيوتيکپس از سه دوره باززایي در حضور آنتي

و  PCRبياني در محل دقيق ژنوم و تأیيد هموپلاسمي با استفاده از آناليز مولکولي درج کاست 

توليد شده از زني بذور های سبز و آلبينوی حاصل از جوانهگذاری سادرن انجام شد. گياهچهلکه

های انتقالي به توارث مادری ژن ،تلاقي متقابل بين گياهان توتون شاهد و ترانسپلاستوم

 رد.کلروپلاست را تائيد ک

 های کلیدیواژه
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Abstract 

Optimization of the effective parameters in the biolistic method for high-performance DNA transferring 

into the chloroplasts without tissue damage is a necessary requirement for developing transplastomic 

plants. Due to the relative similarity of the physical barriers at the entry of microcarriers into the nucleus 

and chloroplasts, the nuclear gus reporter gene is usually used, but the physical and biological parameters 

involved in plastid engineering have not been directly reported. In this study, to optimize gene transfer to 

tobacco chloroplasts, some parameters such as microcarrier type, DNA concentration, helium accelerating 

pressure, leaf arrangement and shooting distance, and pretreatment duration of explants before 

bombardment were investigated. After transferring the chloroplast's vector to explants, regeneration of 

transplastomic plants was performed in a selection medium containing 500 mg/l spectinomycin. The 

highest number of transplastomic plants (2.5 plants per bombardment) was obtained with Tungsten 

particles with a diameter of 0.7 μm, with 1 μg DNA/shooting, accelerating helium pressure 1100 psi, 

shooting distance of 6 cm and 24h pre-treatment period. Homoplasmic plants were obtained after three re-

regeneration periods at the presence of both strepto/spectinomycin antibiotics. Molecular confirmation of 

the correct insertion of expression cassette at the targeted place of the genome and the confirmation of 

homoplasmy were performed using PCR analysis and southern blotting. Maternal inheritance of the 

transferred genes into the chloroplasts was confirmed by green and albino seedlings resulted from seed 

germination, product of reciprocal crosses between control and transplastomic tobacco plants. 

Key words: Chloroplast, Particle bombardment, Tobacco, Transplastomic, Tungsten 
 

 

  مقدمه

مهندسی ژنوم کلروپلاستی بطور عمده به عنوان یک استراتژی 

های متنوع از منابع گوناگون و همچنین ارزشمند برای بیان ژن

های با  ساختگی جهت تولید فرآوردههای طراحی شده و کاملاژن

ارزش اقتصادی بالا در حال انجام است. در این روش مکان درج 

ها، به جای ژنوم هسته در ژنوم کلروپلاست بوده و مکان ژن

از تجمع فرآورده ژنی نیز همجوار با ژنوم کلروپلاستی است. 

ارث توان به تومی ی انتقال ژن به کلروپلاستترین مزایاجمله مهم

های پلاستیدی و در نتیجه عدم انتشار ژن انتقالی از مادری ژن

طریق دانه گرده، سطح بالای بیان پروتئین نوترکیب به دلیل 

پلوئید بودن سیستم ژنتیکی پلاستید و تعدد پلاستیدها در یک پلی

کلروپلاست در هر سلول فتوسنتز  100تا  50سلول گیاهی )

، بیان کارآمد چندین ژن در یک (Daniell et al., 2009)کننده( 

دهنده برای بیان رخداد تراریختی، استفاده از یک پیشبر و خاتمه

سیسترونی و زیر های پلیmRNAاز  پپتید حاصلپلیچندین 

های چند زیرواحدی و کمپلکس، بیان همزمان واحدهای پروتئین

ای در یک اپرون به دلیل سیستم بیان ژن های خوشهژن

، و همچنین عدم وجود (Sugiura et al., 1998)پروکاریوتی 

اثرات موضعی ژن به دلیل درج هدفمند ژن در مکان مشخص از 

 Adem)ژنوم پلاستید از طریق نوترکیبی همتای دوگانه اشاره کرد 

et al., 2017, Bock, 2014)ها . از دیگر مزایای تراریختی پلاست

توان عدم وجود خاموشی ژن ای مینسبت به تراریختی هسته

(Fischer et al., 2004) عدم وجود کامل اثرات پلیوتروپی به ،

ژنتیک را نام برد یابی اندامکی، و فقدان اثرات اپیدلیل سازمان

(Khan et al., 2005, Daniell, 2007) امروزه علیرغم ناتوانی .

های نوترکیب، ها در گلیکوزیلاسیون برخی از پروتئینپلاست

توانایی انجام دقیق تغییرات پس از به دلیل  های گیاهیپلاست

ترجمه از جمله فسفریلاسیون، آمیداسیون، تاخوردگی صحیح، 

های پروتئینی چند سولفید و مونتاژ کمپلکستشکیل پیوندهای دی

باشند میهای نوترکیب ارجح برای تولید پروتئیندی زیرواح

(Adem et al., 2017). 

توتون به عنوان یک گیاه مدل به دلیل تولید زیست توده بالا و 

پذیری برای تولید صنعتی را فراهم رشد نسبتاً سریع که مقیاس

از  نوترکیبهای پروتئین برای تولیداورزی مولکولی کند در کشمی
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های سیستم ایمنی مانند ها و مولکولها، واکسنبادیجمله آنتی

ها در مراحل مختلف توسعه و که بسیاری از آن ،هاسایتوکاین

 Fischer)مورد توجه قرار گرفته است  سازی هستندحتی تجاری

et al., 2004). یدیژنوم پلاست ( توتونNicotiana tabacum به )

اولین گیاه عالی که تراریختی کلروپلاستی در آن به طور  عنوان

رمز  kb 155اندازه نسبتاً کوچک  آمیزی انجام شده است باموفقیت

نسخه در هر  10000 ، و تا(Bock, 2014)بوده  ژن 112 کننده

 ,.Shinozaki et al., 1986, Shaver et al)وجود دارد  سلول

. بیشترین سطح تجمع پروتئین نوترکیب در گیاه، بطور باور (2006

( در تراریختی TSPپروتئین کل محلول ) %70نکردنی تا میزان 

بیوتیک کلروپلاست گیاه توتون با ژن رمز کننده پروتئین آنتی

 .(Oey et al., 2009)گزارش شده است 

 DNAنوترکیبی کارایی تراریختی کلروپلاست گیاهان بستگی به 

های ترانسپلاستوم و باززایی در داخل ژنوم پلاستید، گزینش سلول

های ترانسپلاستوم دارد. امروزه، گیاه کامل هموپلاسم از سلول

ها در ژنوم کلروپلاست شامل های رایج برای درج تراژناستراتژی

و  (O'Neill et al., 1993)یلن گلیکول اتتراریختی به واسطه پلی

 ( ,.Boynton et al., 1990Svab et al ,1988) استفاده از تفنگ ژنی

زتزریقی های دیگری از جمله ریحال روشبا این باشد.می

(Knoblauch et al., 1999)  و یا تحریک پروتوپلاست با استفاده

 ,.Kindle et al)کلروپلاست از ذرات شیشه برای تراریختی 

 که کارایی کمتری دارند.شود استفاده می (1991

ای با روش معمول در تراریختی کلروپلاست، روش بمباران ذره

فرد مستقل  به منحصر تیمز یدارااستفاده از تفنگ ژنی است که 

با  .(Taylor and Fauquet, 2002)باشد میبودن از جنس و گونه 

 یبرا ازیزمان مورد ن روش نیمرتبط با ا یحال، مشکل اصل نیا

روش است.  DNA انتقالدر  لیدخ یتمام پارامترها یسازنهیبه

با  یاهیگ یهابه سلول یکیماده ژنت میبر انتقال مستقای بمباران ذره

تنگستن پوشش داده شده  ایذرات طلا  توسط هازنمونهیبمباران ر

 ییاست. کارا یمتک هلیوم ز گاز پرفشاربا استفاده ا DNAبا 

مانند  یکیزیف یبه پارامترها یبستگ تراریختی در این روش

رسوب داده  DNAمقدار  نیسرعت، اندازه و تعداد ذرات و همچن

 نی. مهمتر(Sanford et al., 1993) دارد شده بر روی ذرات

بالا شامل نوع  تراریختی کارایی یبرا یکیولوژیب یپارامترها

تیمار پیشمدت زمان  نیو همچن یو فشار اسمز زنمونهیر

 نی. با ا(Klein and Jones, 1999) قبل از بمباران است ریزنمونه

 بیآس سازی این پارامترها عدمدر بهینهمهم  اریبسنکته حال، 

 ,.Russell et al) کشنده به بافت در طی فرآیند بمباران است

 زنمونه،ینوع رآرایش و به  یبافت بستگ به بیآس زانی. م(1992

با شده  نهیبه یپارامترها دارد. دهنده ذرات و فشار شتاب یچگال

 یهاها/بافتوارد شده به سلول DNA تینفوذ و کمّ تاثیر بر میزان

 در ژنوم کلروپلاست ژن درج یتوجهتوانند به طور قابلیم یاهیگ

 اهانیتواند تعداد گیمه نوبه خود امر ب نیدهند. ا شیرا افزا

 Finer et) دهد شیرا افزااز هر شلیک شده  ییازباز ترانسپلاستوم

al., 2000) . با توجه به کاربرد روز افزون گیاه توتون به عنوان

 ،های با ارزش در کشوربیوراکتور گیاهی برای تولید فرآورده

انتقال ژن به مؤثر بر  یپارامترها این تحقیق بررسیف هد

ای برای دستیابی به به روش بمباران ذره لاست توتونکلروپ

های بالای باشد تا بدون صرف هزینهدستورالعمل کاربردی می

سازی، تولید بالاترین تعداد گیاهان ترانسپلاستوم به ازای هر بهینه

 شلیک فراهم گردد.

 

  هاروش و مواد

ریل های استبرای تهیه گیاهچه: ایهای درون شیشهتهیه گیاهچه

رقم  Nicotiana tabacumتوتون  جهت استفاده در تراریختی، از

Perega R.2-234 بعد از شستشوی اولیه با آب بذور  شد. استفاده

دقیقه و  2به مدت  %70، با اتانول دقیقه 10تا  5به مدت  جاری

 هیپوکلریت %5)حاوی  ( سفید کننده تجاریv/v) %20محلول 

و  دقیقه 15به مدت  Tween 20 همراه با یک یا دو قطرهسدیم( 

 دقیقه 5بار شستشو با آب مقطر استریل هر کدام به مدت  5سپس 

 30بذرها به مدت  ،زنی. به منظور تسهیل جوانهضدعفونی شدند

استریل قرار داده شدند. سپس بذرهای استریل مقطر دقیقه در آب 

 B5 ،mg/l 100های همراه با ویتامین MS ½ در محیط کشت

ها تمام کشت کشت شدند. ساکارز %3و آگار  %7/0 ،وزیتولیواینم

 16با تناوب نوری  تحت شرایط کنترل شده رشد کاتاقدر 

و  s2-Emμ 160-1ساعت تاریکی با میزان نور  8ساعت روشنایی و 
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در فرآیند تراریختی از  .قرار داده شدند C 2 ±24˚دمای 

 وتون استفاده شد.ای تهفته 8تا  6های های برگی گیاهچهریزنمونه

در این تحقیق از : ایپلاسمید مورد استفاده در بمباران ذره

pPRV111A (Zoubenko et al., 1994 )پلاسمید کلروپلاستی 

شیمر جهت تراریختی کلروپلاست توتون که شامل ژن 

مقاومت  ( اعطا کنندهaadAترانسفراز )آدنیلیل  3ˊآمینوگلیکوزید 

و  rps12مایسین و توالی دو ناحیه به اسپکتینومایسین/استرپتو

rrn16  است استفاده شد، که این دو ناحیه سبب انجام نوترکیبی

 rrn16و  rps12های در بین ژن aadA همتای دوگانه و درج ژن

در این ناقل تحت پیشبر و  aadAشود. ژن کلروپلاست توتون می

پلاسمید مورد نظر پس از  (.1است )شکل  psbAخاتمه دهنده 

-miniبه روش  DH5αسویه  E. coliسازی در باکتری سانههم

prep با استفاده از کیت استخراج پلاسمید  وFAVARGEN 

 )کشور تایوان( استخراج شد.

به : های برگی جهت تراریختیسازی ریزنمونهتیمار و آمادهپیش

ا ی 24های بالغ سبز تیره منظور تراریختی کلروپلاست توتون، برگ

 RMOPو یا بلافاصله قبل از شلیک روی محیط ساعت قبل  48

 mg/lو  mg/l 1 BAPتیامین،  MS ،mg/l 1های پایه )شامل نمک

1/0 NAA ،%3  )ساکارز(Sidorov et al., 1981) به دو صورت ،

 محیط کشت قرار داده سطح فوقانی یا سطح تحتانی چسبیده به

 16با تناوب نوری  تحت شرایط کنترل شدهها شدند. کشت

قرار  C 2 ±24˚ساعت تاریکی و دمای  8ساعت روشنایی و 

 گرفتند.

آماده سازی ریز ذرات طلا و تنگستن و پوشش دهی آنها با 

( و تنگستن µm 6/0ریزذرات طلا )با قطر : pPRV111Aپلاسمید 

ا بدستورالعمل بیوراد پس از ضدعفونی، ( طبق µm 7 /0)با قطر 

 DNAبا  M 1/0و اسپرمیدین  M 5/2استفاده از کلرید کلسیم 

ر میکروگرم به ازای ه 1و  5/0)در مقادیر  pPRV111Aپلاسمیدی 

 شلیک(، پوشش داده شده و تا زمان شلیک در اتانول خالص در

 نگهداری شدند.  C 4˚دمای 

تمام فرآیند : ه شده توتونهای برگی آمادبمباران ریزنمونه

طبق دستوالعمل شرکت  PDS-1000/Heبمباران توسط دستگاه 

بیوراد تحت شرایط کاملا استریل و زیر هود لامینار انجام شد. در 

سازی دستگاه و اجزای لازم و انجام تمام این عملیات پس از آماده

حامل پلاسمید  مراحل ضدعفونی، ابتدا ریز ذرات طلا یا تنگستن

های مستقر در طور همگن در سطح تحتانی درشت پرتابهب

نگهدارنده ویژه، توزیع و پخش شدند. برای تعیین فشار هلیومی 

 1100، 900ی پاره شونده هالازم برای عملیات بمباران، از دیسک

استفاده شد. برای تعیین مؤثرترین فاصله ریز نمونه  Psi 1350یا 

 9و  6، 3بمباران از فواصل از توری متوقف کننده و قطر پوشش 

 متر استفاده شد. سانتی

های بمباران برگ: های بمباران شدهداری برگواکشت و نگه

روز جهت شروع بیان ژن گزینشگر در شرایط  3شده به مدت 

نگهداری شدند.  RMOPروی محیط  C 2 ±24˚تاریکی و دمای 

ری تقسیم متسانتی 5/0×5/0های دازهها به قطعاتی با انسپس برگ

 mg/l 500 حاوی RMOPشده و روی محیط باززایی و گزینش )

ت ساع 8ساعت روشنایی و  16با تناوب نوری اسپکتینومایسین( 

ها در محیط قرار گرفتند. واکشت ریزنمونه C 25˚و دمای تاریکی 

های مقاوم به کشت تازه هر دو هفته یکبار تا ظهور گیاهچه

به منظور  نتخابی انجام شد.اسپکتینومایسین در محیط کشت ا

های مقاوم رشد یافته در دستیابی به هموپلاسمی، برگ گیاهچه

تر تقسیم شده و در محیط محیط گزینش به قطعات کوچک

 mg/l 500استرپتومایسین و  mg/l 500حاوی  RMOP)گزینش 

 عمل قرار گرفتند. این اسپکتینومایسین( برای دور دوم باززایی

دار کردن گیاهان ترانسپلاستوم شد. ریشه دوره انجام 3برای 

حاوی  MS( در محیط R3و  R1 ،R2حاصل از هر دوره باززایی )

 های رشد انجام شد.های گزینشی و بدون تنظیم کنندهآنتی بیوتیک

دار شده، های ریشهگیاهچه: های ترانسپلاستومسازگاری گیاهچه

حاوی  هایجهت سازگاری به شرایط محیط طبیعی، به گلدان

 C 2˚و دمای  %96( با شرایط رطوبت نسبی 3:1ماس: پرلیت )پیت

دار شده به های ریشهبه این منظور، گیاهچهمنتقل شدند.  ±24

مانده محیط آرامی از محیط کشت خارج شده و برای حذف باقی

ها در کشت با آب به خوبی شستشو شدند. سپس، گلدان

دهی گرفتند. هر هفته آب هایی با پوشش نایلونی شفاف قرارجعبه

گیاهان برای تامین رطوبت مورد نیاز انجام گرفت. پس از رشد 
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مناسب گیاهان، پوشش نایلونی تا حدی برداشته شد تا سازگاری 

در تدریجی گیاهان به شرایط غیر استریل و طبیعی فراهم گردد. 

 نهایت گیاهان سازگار شده به شرایط محیط طبیعی منتقل شدند.

به منظور تائید اولیه : PCRبا استفاده از  ولیه تراریختیتأیید ا

گیاهان ترانسپلاستوم و  کل از برگ DNAگیاهان ترانسپلاستوم، 

 CTAB (Doyle andگیاهان شاهد غیرتراریخته توتون به روش 

Doyle, 1987)  .برای تائید درج کاست ژنی در استخراج شد

و  rps7/12های ژنناحیه صحیح آن در ژنوم کلروپلاست )بین 

16SrDNA )( آغازگر رفتP1 از ژنوم کلروپلاست در بالادست )

( از ژن P3و نزدیک به ناحیه نوترکیبی همتا و آغازگر برگشت )

aadA یید درج یکپارچه کاست ژنی در طراحی شد. برای تأ

گیاهان ترانسپلاستوم از آغازگرهای طراحی شده از ژنوم 

( P2و  P1کلروپلاست در نواحی جناحین ناحیه درج کاست ژنی )

مشخصات آغازگرهای استفاده شده در این تحقیق در  استفاده شد.

نسخه  Oligoافزار این آغازگرها در نرم ارائه شده است. 1جدول 

 سنتز گردیدند. ®GenScriptی شدند و توسط شرکت طراح 7

 پلاسمیید درج ژن و وضعیت همویبرای تاآغازگرها  -1جدول 

Table 1. primers for confirmation of gene integration and 

homoplasmy 
دمای اتصال  5′-3′توالی  آغازگر

(˚C) 

P1 

P2 

AACTAAACACGAGGGTTGC 

AGTATTAGTTAGTGATCCCGAC 
58 

58 

P3 AAGAATTTGTCCACTACGTGA 58 

 

 

 
 

استرپتومایسین، /رمز کننده ژن مقاومت به اسپکتینومایسین : توالیpsbA، aadAژن  اندازراه: توالی pPRV111A ،PpsbAنقشه فیزیکی ناحیه نوترکیبی پلاسمید  -1شکل 

TpsbA توالی خاتمه دهنده ژن :psbA .rrn16رمز کننده  : توالیRNA 16ی ریبوزومS  .پلاستیدیP1 ،P2  وP3 ستفاده و مکان اتصال آغازگرهای مورد اprob  جایگاه

 دهند.کاوشگر طراحی شده را نشان می
Fig 1. Physical map of recombination region of pPRV111A; PpsbA: promoter sequence of psbA gene, aadA: encoding sequence of 

spectino/streptomycin resistance gene, TpsbA: terminator sequence of psbA gene. rrn16: plastdial 16s rRNA encoding sequence, P1, P2, P: 

annealing sites of used primers, prob: site of designed prob. 
 

تعیین وضعیت هموپلاسمی گیاهان ترانسپلاستوم با استفاده از 

ور تعیین وضعیت هموپلاسمی گیاهان به منظ: گذاری سادرنلکه

گذاری سادرن استفاده شد. در توتون از روش لکه ترانسپلاستوم

ژنومی با کیفیت بالا از برگ گیاهان  DNAمیکروگرم  25حدود 

ترانسپلاستوم و گیاهان تراریخت نشده توتون )به عنوان شاهد 

)به عنوان شاهد مثبت( به  pPRV111Aمنفی( و همچنین پلاسمید 

. به منظور انتقال شدهضم BglII (ThermoFisher )وسیله آنزیم 

DNA های روی غشا، نمونهDNA  هضم شده بر روی ژل آگارز

به مدت  50بارگذاری شده و به وسیله الکتروفورز با ولتاژ  8/0%

ها با . کاوشگر نشاندار اختصاصی تراژنشدندشش ساعت تفکیک 

مطابق  16SrDNAاز ناحیه  DIGاستفاده از سیستم نشاندار کننده 

PCR DIG probe synthesis kit (Roche )با دستورالعمل کیت 

ها بر سازی، مراحل شستشو و تشخیص سیگنالتهیه شد. دورگه

 DIG DNA Labeling and Detectionاساس دستورالعمل کیت 

(Roche.در دستگاه هیبریداسیون انجام شد )آلمان ، 

ون وراثت مادری، گیاهان جهت آزم: آزمون وراثت مادری

گیری شده و بذور ترانسپلاستوم با گیاه شاهد بطور متقابل دورگ

های دورگ از هر دو نوع والد به طور جداگانه حاصل از کپسول

برداشت و مورد استفاده قرار گرفتند. بذور حاصل از هر 

افشانی به طور جداگانه ضدعفونی سطحی شده و در محیط گرده

و حاوی  B5های به همراه ویتامین MSیط پایه گزینش شامل مح

mg/l 500 تحت شرایط ها اسپکتینومایسین کشت شدند. کشت

ساعت  8ساعت روشنایی و  16با تناوب نوری  کنترل شده

 قرار گرفتند.  C 2 ±24˚تاریکی و دمای 
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پارامترهای بررسی شده در دستورالعمل : تجزیه و تحلیل آماری

ارائه  2ر جدول دبه همراه جزییات  تراریختی کلروپلاست توتون

در شده است. این پارامترها در دو آزمایش فاکتوریل سه عاملی 

ارزیابی و تکرار  2 باتصادفی  های کاملبلوک یپایه حرقالب ط

روش ز ها به دلیل نرمال نبودن توزیع خطاها ابرای تجزیه داده

مقایسه میانگین شد.  ( استفادهBoot Strappingبوت استرپینگ )

ای دانکن در سطح معنی استفاده از آزمون چند دامنهتیمارها با 

انحراف  ±ها به شکل میانگین انجام شد و داده P< 05/0داری 

و نمایش میانگین  هاداده آماریتجزیه  استاندارد نشان داده شدند.

 IBM-SPSS هاینرم افزار با استفاده از ها به ترتیبگروهبندی

26.0 (IBM, USA ) وExcel MS شد. انجام 

 

  و بحث نتایج

 رباززایی، گزینش و تولید گیاهان توتون ترانسپلاستوم بارو

روز بعد  3های برگ جهت باززایی گیاهان ترانسپلاستوم، ریزنمونه

متری برش یافته و به محیط سانتی 5/0×5/0از شلیک به قطعات 

 mg/l 500 حاوی RMOPباززایی و گزینش )شامل محیط 

در  شلیک انجام شده 48قل شدند. از تعداد ( منتاسپکتینومایسین

دوره گزینش  3دو آزمایش مستقل فاکتوریل سه عاملی پس از 

پلاستوم احتمالی به تک گیاه ترانس 25پانزده روزه در مجموع 

(. مشاهدات فنوتیپی در تراریختی A2و  Bدست آمد )شکل 

های عموماً ریز نمونهت بود که کلروپلاستی توتون بدین صور

بیوتیک در اثر آنتیگی شلیک شده و نشده در محیط گزینش بر

اسپکتینومایسین بتدریج اتیوله و در نهایت زرد متمایل به سفید 

های شلیک نشده در محیط که از برگ(، در حالیC2شدند )شکل 

بیوتیک باززایی انبوه مشاهده شد و همه مواد گیاهی به بدون آنتی

(، که D2رشد کردند )شکل  صورت سبز و شاداب باقی مانده و

به عنوان عامل انتخابی  اسپکتینومایسیننشان دهنده تاثیر و کارایی 

 باشدکشندگی میدر فرآیند گزینش نیمه موفق درون کلروپلاستی

(Svab and Maliga, 1993) .های علت بروز مقاومت در سلول

آمینوگلیکوزید آدنیلیل ترانسفراز  ترانسپلاستوم اولیه تجمع آنزیم

 1% کمتر از) این آنزیمسطوح پایین  ( است.aadAمحصول ژن )

مانی و تکثیر سلولی و پروتئین محلول کل سلول( برای زنده

از دو  mg/l500باززایی گیاهان ترانسپلاستوم در حضور غلظت 

کافی است بیوتیک اسپکتینومایسین و استرپتومایسین آنتی نوع

(Sinagawa-García et al., 2009) . بر همین اساس، ژنaadA 

گر در تراریختی گزینش ترین ژنپرکاربردترین و موفق

 Day and)گردد کلروپلاست گیاهان محسوب می

Goldschmidt‐Clermont, 2011) به . این ژن باکتریایی منجر

-Goldschmidt)های ترانسپلاستوم گزینش موفق جلبک

Clermont, 1991) د شوهمانند گیاهان عالی ترانسپلاستوم می

(Svab and Maliga, 1993).  

از آنجاییکه اثر منفی حضور استرپتومایسین در محیط گزینش علیه 

، (Bansal and Singh, 2014)آغازش باززایی گزارش شده است 

پتومایسین بیوتیک اسپکتینومایسین و استردر این تحقیق از دو آنتی

به صورت ترتیبی استفاده شد. به این صورت که، برای باززایی و 

اسپکتینومایسین استفاده گردید  mg/l 500گزینش اولیه، تنها از 

یابی به گیاهان ترانسپلاستوم ولی در مراحل بعد و پس از دست

 سازی تراریختی کلروپلاستی توتونارامترهای بررسی شده برای بهینهپ -2جدول 
Table 2. evaluated parameters for optimization of chloroplastic engineering in tobacco 

 پارامترها شرایط آزمایش

 فیزیکی فاصله بافت هدف تا توری متوقف کننده )فاصله شلیک( مترسانتی 9و  6، 3

 نوع ریزذرات µm 7/0یا تنگستن با قطر  µm 6/0طلا با قطر 

 دهندهفشار هلیوم شتاب psi 1350و  1100، 900

 بیولوژیکی آرایش برگ شلیک به روی برگ و پشت برگ

 پلاسمیدی DNAمقدار  میکروگرم 1و 5/0

 تیمارمدت زمان پیش ساعت 48و  24، 0
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های ریبوزومی محتمل که منجر به اولیه به منظور گریز از جهش

شوند، برای ایجاد برابر اسپکتینومایسین می ایجاد مقاومت در

بیوتیک هموپلاسمی از فشار گزینشی همزمان هر دو آنتی

( mg/l 500اسپکتینومایسین و استرپتومایسین )هر کدام در غلظت 

دوره فشار گزینشی ممتد در  3پس از اعمال استفاده شد. 

ای همتری از ریزنمونهمیلی 5-10های های واکشت، گیاهچهمحیط

برگی جدا و به محیط جدید برای رشد بیشتر منتقل شدند )شکل 

E2) پس از رشد مطلوب و دو هفته بعد از انتقال به محیط .

های مقاوم به اسپکتینومایسین/استرپتومایسین زایی، گیاهچهریشه

های (. سازگاری گیاهچهF2های طبیعی تولید نمودند )شکل ریشه

غیراستریل در مدت بیست روز با دار شده به شرایط محیطی ریشه

موفقیت انجام شد. گیاهان سازگار شده در کلیه مراحل رشد و 

 شاهد غیر تراریخته،در مقایسه با گیاهان نمو رویشی و زایشی 

 .(G2 )شکل نشان ندادندو فنوتیپی  یتغییرات مورفولوژیک

های برگی در گیاه زایی از ریزنمونهباززایی مستقیم با حداقل کال

مستقیم دارای مزایایی  های باززایی غیروتون بر خلاف روشت

بسیاری از جمله تکثیر کلونی سریع با حداقل تغییرات ژنتیکی 

 ,Stolarz et al., 1991)ای است شیشه درون ناخواسته در کشت

Pathi et al., 2013) این مزیت برای تکثیر انبوه گیاهان .

درصدی برای ترانسپلاستوم همزمان با ایجاد هموپلاسمی صد 

های تولید تولید انبوه بذور یکنواخت ژنتیکی لازم در پروژه

 ,.Mondal et al)های نوترکیب حائز اهمیت است تجاری پروتئین

2001). 

 

 
 ،روز پس از شلیک 35 اسپکتینومایسین mg/l 500حاوی  RMOPسبز و مقاوم در محیط  تک گیاهچه( ظهور و رشد A ،Bباززایی گیاهان ترانسپلاستوم توتون  -2شکل 

Cآنها،گیاه شاهد در محیط گزینش و زرد شدن  ( ریزنمونه برگی Dبیوتیکیط بدون آنتیحمدر گیاه شاهد  یبرگریزنمونه  ازهای سبز ( باززایی گیاهچه ،Eهای ( گیاهچه

 mg/l 500 حاوی MSدر محیط ریشه دار شده ( گیاه ترانسپلاستوم Fاسپکتینومایسین،  mg/l 500حاوی  RMOPدور سوم باززایی در محیط از مقاوم حاصل 

 طبیعی. شرایطسازگار شده به  ان ترانسپلاستوم( گیاهG، شلیکماه پس از  3اسپکتینومایسین 

Fig 2. Regeneration of transplastomic tobacco plants A, B) appearance and growth of the single green and resistant seedling on RMOP 

medium containing 500 mg/l spectinomycin 35 days after shooting, C) foliar explant of control plant on selection medium and yellowishing 

of them. D) regeneration of green shoots from foliar explant of control plant in antibiotic-free medium, E) resistant seedlings obtained from 

the third round of regeneration on RMOP medium containing 500 mg/l spectinomycin, F) rooted transplastomic plant in MS medium 

containing 500 mg/l spectinomycin 3 months after shooting, G) adapte transplastomic plants to natural conditions. 
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و آغازگر برگشت از  یج کاست ژندربا استفاده از آغازگر رفت از ژنوم کلروپلاست نزدیک به ناحیه  PCR( تکثیر Aانسپلاستوم، آنالیزهای مولکولی گیاهان تر -3شکل 

: نشانگر Mگذاری سادرن، ه( آنالیز لکC، در نواحی جناحین ناحیه درج کاست ژنی با استفاده از آغازگرهای طراحی شده از ژنوم کلروپلاست PCR( تکثیر aadA ،Bژن 

، T1ه عنوان شاهد، ب: گیاهان توتون غیرتراریخته WTدر تراریختی،  استفاده شده pPRV111A: ناقل کلروپلاستی kb DNA Ladder (Fermentas،) P 1 وزن مولکولی

T2  وT3 ،گیاهان ترانسپلاستوم :C- واکنش بدون :DNA به عنوان شاهد منفی. 
Fig 4. Molecular analysis of transplastomic plants, A) PCR amplification using a forward primer from the chloroplast genome near the 

insertion site of the gene cassette and a reverse primer from the aadA gene, B) PCR amplification using primer pairs designed from the 

chloroplast genome near the insertion site of the gene cassette, C) southern blotting, M: 1 kb DNA Ladder (Fermentas) molecular weight 

marker, P: pPRV111A chloroplast vector used in transgenesis, WT: non-transgenic tobacco plants as control, T1, T2 and T3: Transplastomic 

plants, C-: DNA-free reaction as a negative control. 

 

ان تأیید مولکولی درج کاست انتقالی در ژنوم کلروپلاست گیاه

 ترانسپلاستوم

اگرچه باززایی اولیه تک گیاهان ترانسپلاستوم پس از بمباران 

های ترانسپلاستوم و باززایی مجدد آنها از ای و رشد گیاهچهذره

های گیاهان ترانسپلاستوم اولیه روی محیط گزینش ریزنمونه

از هر کدام از  mg/l 500ستی )حاوی اختصاصی کلروپلا

تواند تأیید اولیه عملکردی می اسپکتینومایسین و استرپتومایسین(

ها باشد، ولی تأیید مولکولی درج کاست بیانی بر تراریختی آن

کلروپلاستی در ژنوم کلروپلاست و هموپلاسمی صددرصدی 

لی گیاهان ترانسپلاستوم به عنوان دو وجه اصلی در آنالیز مولکو

لازم و ضروری است. جهت تأیید مولکولی درج مکان صحیح و 

با استفاده از  PCRتعیین وضعیت هموپلاسمی، از آنالیز 

آغازگرهای طراحی شده از ژنوم و کاست انتقالی به ژنوم 

آغازگرهای مورد استفاده ( استفاده گردید. 1کلروپلاست )جدول 

کلروپلاست طبق طراحی به عمل آمده در جایگاه صحیح ژنوم 

داخل کاست ژنی )آغازگر  aadAتوتون )آغازگر رفت( و ژن 

را در تمام  bp 1803به طول  PCRومحصول  برگشت( نشسته

گیاهان ترانسپلاستوم تولید کردند، درحالیکه گیاهان شاهد قادر به 

(. A3با این جفت آغازگر نبودند )شکل  DNAتولید هیچ قطعه 

مورد نظر در ژنوم کلروپلاست تأیید درج کاست ژنی در جایگاه 

های بیوتیکتوتون منطبق بر کارکرد ژن مقاومت به آنتی

( در گزینش گیاهان aadAاسپکتینومایسین و استرپتومایسین )ژن 

جفت بازی  1803باشد. اگرچه عدم تکثیر قطعه ترانسپلاستوم می

تواند ناشی از فرار گیاهان غیر های قبلی میطبق گزارش

باشد که منجر به  16S rRNAبه دلیل جهش در ژن  ترانسپلاستوم

 Harris)شود سطح بالایی از مقاومت نسبت به اسپکتینومایسین می

et al., 1994) در این بررسی تکثیر قطعه مورد انتظار در همه ،

 16srRNAنسپلاستوم انجام یافته و موضوع جهش در گیاهان ترا

منتفی است. جهت تأیید درج یکپارچه و کامل کاست بیانی در 

ژنوم کلروپلاست نیز از یک جفت آغازگر طراحی شده از ژنوم 

کلروپلاست در نواحی نزدیک به ناحیه درج کاست ژنی استفاده و 
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بطول  DNAمعلوم گردید که در گیاهان ترانسپلاستوم یک قطعه 

kb 3/3  و هم اندازه با قطعهDNA  تکثیر شده از ناقل پلاسمیدی

مورد استفاده در تراریختی به عنوان شاهد مثبت تکثیر شد، در 

با  DNAصورتیکه در گیاه شاهد و غیر تراریخته تنها قطعه یک 

 (.B3تولید گردید ) شکل  kb 2اندازه 

 تومتأیید وضعیت هموپلاسمی در گیاهان ترانسپلاس

ز برای تأیید دقیق مولکولی درج کاست بیانی و آگاهی کامل ا

گذاری وضعیت هموپلاسمی گیاهان ترانسپلاستوم از روش لکه

حیه سادرن استفاده شد. با استفاده از کاوشگر تهیه شده از نا

16SrDNA  ژنوم کلروپلاست توتون وDNA  کل سلولی هضم

ستوم ر گیاهان ترانسپلاد kb 7/5یک قطعه با اندازه  BglIIشده با 

ختی راریو هم اندازه با قطعه حاصل در پلاسمید مورد استفاده در ت

و  به عنوان شاهد مثبت ایجاد شد، در صورتیکه درگیاهان شاهد

(. از C3مشاهده شد ) شکل  kb 5/4غیر ترانسپلاستوم قطعه 

 های اسپکتینومایسین وآنجائیکه در این تحقیق از آنتی بیوتیک

گونه گیاه ومایسین به طور همزمان استفاده شده است هیچاسترپت

 مقاوم کاذب در بین گیاهان ترانسپلاستوم مشاهده نشد.

 پارامترهای دخیل در تولید گیاهان ترانسپلاستوم توتون 

اثر عوامل کلیدی و مؤثر در تولید گیاهان ترانسپلاستوم توتون با 

های کامل لوکدو آزمایش فاکتوریل سه عاملی در قالب طرح ب

 4و  3تصادفی بررسی و نتایج تجزیه واریانس مربوطه در جداول 

ارائه شده است. با توجه به ماهیت همسان ژنتیکی تمام گیاهان 

ای که تنوع در تعداد ترانسپلاستوم برخلاف گیاهان تراریخته هسته

دهند، از سوی دیگر می نسخه و جایگاه درج تراژن در ژنوم نشان

های مواد مصرفی تفنگ ژنی، احتمال بسیار دیریت هزینهبه دلیل م

ها ذره در هر پایین خطای مکانیکی دستگاه، پرتاب همزمان میلیون

 50بمباران به هر نمونه و تقسیم هر نمونه شلیک شده به بیش از 

(، شلیک برای هر یک از 2cm 3/0ریزنمونه )به اندازه در حدود 

شد، به طوریکه برای بررسی سه پارامترهای ترکیبی دو بار اجرا 

شلیک استفاده گردید. تعداد  24عامل در هر آزمایش فاکتوریل از 

گیاهان ترانسپلاستوم حاصل از هر شلیک پس از طی سه دوره 

های واکشت شده از هر شلیک محاسبه و گزینش از مجموع پتری

برای تجزیه آماری مورد استفاده قرار گرفتند. با توجه به عدم 

د گیاه ترانسپلاتوم در تعداد قابل توجهی از تیمارهای اعمال تولی

شده و تولید موفق و کارآمد گیاه ترانسپلاستوم در تعدادی معینی 

دار های حاصل معنیهای تیماری آزمون نرمال بودن دادهاز ترکیب

شده و با توجه به نرمال نبودن توزیع خطاها از روش بوت 

 . (Abney, 2002)تفاده شد اس (Bootstrappingاسترپینگ )

 یماریت شیو دوره پ ذره زیر نوع ، DNAغلظت اثر

 پلاسمیدی یکی از عوامل مهم و در ارتباط DNAغلظت و کیفیت 

ای با اندازه و نوع ریزذره در تراریختی به روش بمباران ذره

استخراجی به کیت  DNAه کیفیت باشد. با توجه به اینکمی

ع مربوط بوده و برای کل آزمایش از یک نو DNAاستخراج 

DNA  استفاده شده است، تنها غلظتDNA  پلاسمیدی و اثر

عات متقابل آن با فاکتورهای دیگر بررسی گردید. بر اساس اطلا

جفت بازی معادل  DNA 10)طول  DNAمتریک روی مولکول 

 4/3آنگستروم( طول فیزیکی یک پلاسمید ده کیلوبازی معادل  34

ل هر پلاسمید باشد، بزرگی شکل حلقوی یا سوپرکویمیکرون می

ری میکرونی تقریباً براب 7/0و  6/0تواند با اندازه ریزذرات می

به  کی یبیتقرتناسب  تواننموده و بر همین اساس حداقل می

در نظر  را شونده پرتاب زذراتیر و یدیپلاسم DNA یبرا کی

ذره حال، اتصال بیش از یک پلاسمید به هر ریز با این .گرفت

 کی حداقل ذره هر پرتاببا  وده ولیپرتاب شونده محتمل ب

هدف  بافت ایمورد نظر در سلول  DNA مولکول ای دیپلاسم

. بر همین اساس پوشش موفق گرددیم یرهاسازو  کیشل

روی ریزذرات مهم بوده و راندمان این  DNAهای مولکول

یین ان هدف را تعانتقال یافته به مک DNAعملیات مقدار بالقوه 

جمع و تمنجر به  DNAهای بالاتر ظتکند. استفاده از غلمی

شود و به هنگام تشکیل توده از ریزذرات پوشش داده شده می

ی ارایبمباران نمونه برگی با ایجاد آسیب سلولی منجر به کاهش ک

 .(Dhir et al., 2010)گردد تراریختی می

در این بررسی با توجه به دستورالعمل شرکت بیوراد در استفاده از 

غلظت معین ذرات که در راستای به حداقل رساندن آسیب قابل 

در دو  DNAرائه شده است، غلظت های برگی اترمیم برای بافت

سطح نیم و یک میکروگرم بازای هر شلیک برای پوشش دادن 

میکرونی در تراریختی  6/0میکرونی و طلای  7/0ذرات تنگستن 
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. ذرات تنگستن (Kikkert, 1993)کلروپلاست توتون استفاده شد 

 6در فاصله شلیک  psi 1100و طلای پوشش یافته با فشار هلیوم 

های پیش تیمار شده روی متری روی سطح تحتانی برگسانتی

ساعته در  48و  24تیماری صفر، در سه دوره پیش RMOPمحیط 

اینچ جیوه بمباران شدند. بر اساس نتایج  26خلاء نسبی منفی 

برای فاکتورهای  Fداری آزمون حاصل از تجزیه واریانس و معنی

میکرونی  7/0(، بهترین نوع ریز ذره تنگستن 3دو سطحی )جدول 

پلاسمیدی یک میکروگرم  DNA( و بهترین غلظت A4)شکل 

ساعته  48و  24(. دوره B4بازای هر شلیک معرفی شدند )شکل 

پیش تیماری نیز طبق مقایسات میانگین حاصل از روش بوت 

استرپینگ از بین سه سطح بررسی شده بهترین مدت زمان 

لی برای دریافت ذرات شلیک شده معرفی گردید تورژسانس سلو

تری های بدون دوره پیش تیمار در گروه پایینو شلیک به نمونه

 (.C4قرار گرفت )شکل 

 ،یسلول وارهید ازپرتاب شده  ذراتموفق و کارآمد  عبور سهولت

مضاعف  یو غشاها توپلاسمیسس ،یتوپلاسمیس یغشا

شیپ دوره در که ودهب یسلول کاملتورژسانس  تابع یکلروپلاست

به ژنوم  یانتقال DNA درج . بعلاوهشودیم جادیا ماریت

 میتقس بودن فعال به زین یکیژنت یبینوترک قیکلروپلاست از طر

به  کیاساس تحر نیبوده و بر هم مربوط یاندامکو  یسلول

 شیافزارا  یختیترار شانس اندامکیو  یسلول میتقس تیفعال

 Zuraidaو  2009در سال همکاران و  Taha گزارش طبق. دهدیم

ها در محیط کشت با قرار گرفتن ریزنمونه ،2010در و همکاران 

های رشد در دوره پیش تیمار ، کنندهحاوی مواد مغذی و تنظیم

 ,Taha et al., 2009)شوند ها برای تقسیم فعال تحریک میسلول

Zuraida et al., 2010) از مجموع اثرات متقابل تنها اثر دو جانبه .

دار بوده و طبق پلاسمیدی با نوع ریزذره معنی DNAغلظت 

مقایسه میانگین سطوح ترکیبی این دو عامل به روش بوت 

 DNAکروگرم استرپینگ، ذرات تنگستن پوشش یافته با یک می

پلاسمیدی بهترین ترکیب برای استفاده در تراریختی کلروپلاستی 

 (.D4معرفی گردید )شکل 

در این بررسی که با رعایت غلظت توصیه شده ریزذرات توسط 

میکرونی بهتر از  7/0شرکت بیوراد انجام گرفت، تنگستن 

میکرونی عمل کردند. این دو نوع ریزذره بطور  6/0ریزذرات طلا 

ول در انتقال ژن به وسیله تفنگ ژنی معرفی شده و در معم

اندازه و شکل ذرات  اند.تحقیقات متعدد مورد استفاده قرار گرفته

بسته به خواص فیزیکی و فیزیولوژیکی جسم مورد هدف برای 

توانند کارایی تراریختی را تحت تاثیر قرار دهند. ذرات بمباران می

هنگام نگهداری بلند مدت م بهتنگستن عموماً به دلیل سطح نامنظ

تحت شرایط فیزیکی اکسیداتیو مستعد اتصال به همدیگر و 

که ذرات طلا با سطوح صاف و ای شدن هستند، در حالیتوده

هنگام نگهداری شکل کروی و خنثی بودن از نظر شیمیایی چه به

مجزا از هم باقی  DNAو چه در طول فرآیند پوشش دادن 

میکرونی به دلیل احتمال  6/0رسی ذرات طلا مانند. در این برمی

و ذرات  (Luo et al., 2019)پایین تشکیل توده و همچسبی 

میکرونی به دلیل کارایی بالا در در استقرار کارآمد  7/0تنگستن 

DNA  پلاسمیدی(Rasco-Gaunt et al., 1999) ورد استفاده قرار م

 گرفتند.

 کیشل فاصله و یبرگ شیآرا ،شتاب دهنده ومیهل فشار اثر

عامل  دو وم،یهل گازمحرکه  یروین و کیشل اطاقک خلاء زانیم

 محسوببه بافت هدف  زذراتیموفق ر نفوذ وسرعت  در یاساس

 کمک به PDS-1000/He. فشار خلاء اتاقک برای دستگاه شوندیم

 ,Hagio) شودمی اینچ جیوه تنظیم 26-28 یفمن یبرا هیتخل پمپ

های فشار هلیوم شتاب دهنده نیز با استفاده از دیسک .(1998

گردد. طبق پیشنهاد شونده تنظیم و اعمال میاستاندارد پاره

Sanford ( فشار تقریبی 1993و همکاران )psi 1000 برای اغلب 

کاربردهای بیولوژیک مناسب بوده ولی با افزایش فشار هلیوم 

یابد آسیب به بافت هدف به طور قابل توجهی افزایش می

(Sanford et al., 1993) در این تحقیق تاثیر دو فشار هلیوم .

بر کارایی تراریختی  psi 1350و  psi 1100دهنده شتاب

نشان  کلروپلاست توتون بررسی و نتایج حاصل از تجزیه آماری

 psiداد که بیشترین تعداد گیاهان تراریخته از فشار شتاب دهنده 

 (.A5آید )شکل بدست می 1100

اثر آرایش برگی یا نحوه قراردادن برگ روی محیط پیش تیمار و 

بمباران سطح فوقانی یا تحتانی برگ توتون بررسی و اختلاف 

ل ، شک4داری برای این فاکتور بدست آمد )جدول بسیار معنی
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B5 چنانچه با مشاهده مستقیم و با چشم غیر مسلح نیز دیده .)

های سطحی در دو سطح فوقانی و شود حجم و پراکنش کرکمی

 نیهم(. 6باشد )شکل تحتانی برگ توتون بسیار متفاوت می

برگ در  یبه سطح تحتان کیشل یبرتر منجر به تواندیم موضوع

برگ  یتحتان سطح هنکیا بر علاوه. شود یبا سطح فوقان سهیمقا

نفوذ و  ،است یفوقان یمشاهده شده در سطح انبوه یهافاقد کرک

 سطح باهنگام تماس  به برگ یسطح فوقان یهاکرک بیتخر

 یهابه سلول یمواد هورمون عیسر انتقال به منجر کشت یطمح

فاصله بین بافت هدف تا توری متوقف کننده در  .گرددیم یبرگ

بمباران و میزان نفوذ ذرات در عمق تعیین سطح پوشش فیزیکی 

ها مؤثر است. مطالعه اثر این پارامتر در تراریختی بافت

ای که از موانع فیزیکی کلروپلاستی همانند تراریختی هسته

مشابهی از لحاظ تعدد غشاهای سرراهی برخوردارند از لحاظ 

روی بافت هدف بدون  DNAانتشار یکنواخت ریزذرات حامل 

ولی بسیار مهم است. به طور معمول، با افزایش آسیب کشنده سل

ها فاصله و کاهش سرعت ریزذرات، امکان نفوذ ذرات به سلول

متری سانتی 9و  6، 3یابد. در این تحقیق سه فاصله کاهش می

بافت هدف از توری متوقف کننده بررسی شد. تجزیه نتایج این 

شان داد مطالعه به روش بوت استرپینگ از طریق آزمون دانکن ن

و  3داری نسبت به دوفاصله متری تفاوت معنیسانتی 6که فاصله 

( و بهترین نتایج تراریختی 4متری دارد )جدول سانتی 9

(. این نتایج C5باشد )شکل کلروپلاست مربوط به این فاصله می

 ,Wang, 2016)در موافقت با گزارشات متعدد قبلی هست 

Rasco-Gaunt et al., 1999). 

های احتمالی بین فاکتورهای بررسی شده تنها اثر از بین برهمکنش

(. 4دار شد )جدول متقابل آرایش برگی و فشار هلیوم معنی

مقایسه میانگین سطوح ترکیبی این اثر متقابل به روش دانکن نشان 

لیک به سطح تحتانی دهد بهترین ترکیب دو فاکتور مربوط به شمی

 (.D5باشد )شکل می psi 1100دهنده در فشار هلیوم شتاب

   

 

 .وتوندر تولید گیاهان ترانسپلاستوم تتیمار ، نوع ریزذرات و مدت زمان پیشDNAتجزیه واریانس اثرات غلظت  -3جدول 

Table 3. Analysis of variance for DNA concentration, particles type and pretreatment time in developing tobacco 

transplastomic plants. 

 F میانگین مربعات df (SVمنابع تغییرات )

 143/32 375/9 1 تکرار

 DNA 1 **375/3 571/11غلظت 

 571/11 375/3** 1 نوع ریزذرات

 571/5 625/1* 2 تیمارمدت زمان پیش

 000/7 042/2* 1 نوع ریزذرات × DNAغلظت 

 ns 375/0 286/1 2 تیمارمدت زمان پیش × DNAغلظت 

 ns 375/0 286/1 2 تیمارمدت زمان پیش × نوع ریزذرات

 ns 292/0 000/1 2 تیمارمدت زمان پیش ×نوع ریزذرات  × DNAغلظت 

  12 292/0 (Eخطای آزمایش )

   24 کل

nsدرصد1دار در سطح  یدرصد و معن5دار در سطح  یدار، معن یرمعنیغ بی،*، ** به ترت 
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تیمار. های مختلف پیش( در زمانCو  DNAهای متفاوت ( غلظتB( دو نوع ریزذره مختلف، Aمقایسه میانگین تعداد گیاهچه به ازای هر شلیک با استفاده از  -4شکل 

Dهای متفاوت ( مقایسه میانگین اثر متقابل نوع ریزذرات و غلظتDNA ها، ستونر شلیک. بر میزان باززایی به ازای هSE ± اعداد  دهند.میانگین صفت را نشان می

 ( می باشند.˂P %5دار )دارای حروف غیرمشترک از نظر آماری دارای اختلاف معنی

Fig 5. Mean compression of transplastomic seedling number per shot using different A) particle type B) DNA concentrations, 

C) pre-treatment period. D) Mean compression of interaction between particle type and DNA concentrations. Column indicate 

means ± SE. Treatment with different letters have a statistically significant difference (P˂ 5%). 
 

 در تولید گیاهان ترانسپلاستوم توتونک دهنده، آرایش برگ و فاصله شلیهلیوم شتابتجزیه واریانس اثر متقابل فشار  -4جدول 
Table 4. Analysis of variance for accelerating helium pressure, leaf arrangement and shooting distance in developing 

tobacco transplastomic plants. 

 F ربعاتمیانگین م df (SVمنابع تغییرات )

 000/24 000/6 1 تکرار

 000/6 500/1* 1 دهندهفشار هلیوم شتاب

 667/10 667/2** 1 آرایش برگ

 500/6 625/1* 2 فاصله شلیک

 000/6 500/1* 1 آرایش برگ × دهندهفشار هلیوم شتاب

 ns 375/0 500/1 2 فاصله شلیک × دهندهفشار هلیوم شتاب

 ns 292/0 167/1 2 فاصله شلیک ×آرایش برگ 

 ns 375/0 500/1 2 فاصله شلیک ×آرایش برگ  × دهندهفشار هلیوم شتاب

  12 250/0 (Eخطای آزمایش )

   24 کل

ns درصد1دار در سطح  یدرصد و معن5دار در سطح  یدار، معن یرمعنیغ بی،*، ** به ترت  
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( C( شلیک به سطح فوقانی یا تحتانی برگ و Bدهنده متفاوت، ( فشار هلیوم شتابAبا استفاده از  مقایسه میانگین تعداد گیاهچه ترانسپلاستوم به ازای هر شلیک -5شکل 

ان میانگین صفت را نش ± SEها، ستوندهنده و آرایش برگ بر میزان باززایی به ازای هر شلیک. ( مقایسه میانگین اثر متقابل فشار هلیوم شتابDفواصل مختلف شلیک. 

 ( می باشند.˂P %5دار )دارای حروف غیرمشترک از نظر آماری دارای اختلاف معنیتیمارهای  دهند.می

Fig 6. Mean compression of transplastomic seedling number per shot using different A) accelerating helium pressure B) 

shooting on upper or lower surface, C) shooting distance. D) Mean compression of interaction between accelerating helium 

pressure and leaf arrangement. Column indicate means ± SE. Treatment with different letters have a statistically significant 

difference (P˂ 5%). 

 

 
 نی برگ توتونا( فوقB( تحتانی و Aتصویر بزرگنمایی شده از سطح  -6شکل 

Fig 7. Magnified images of the B) lower surface and B) upper surface of tobacco leaves 

 

 زمون وراثت مادریآتأیید 

با توجه با رعایت مقررات ایمنی زیستی مرتبط با تولید 

های نوترکیب در فناوری تراریختی و حسن گیاه توتون فرآورده

های سیتوپلاسمی عملاً امکان فرار ژنهای در توارث مادری ژن

محصور شده کلروپلاستی منتفی بوده و در این بررسی نیز توارث 

های انتقالی به ژنوم کلروپلاست از طریق نرعقیمی مادری ژن
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های نر مابین دو گیاهان های والد ماده و گرده افشانی با گلگل

ل بررسی های متقابترانسپلاستوم با گیاه شاهد از طریق تلاقی

گردید. بذور حاصل از تلاقی گیاهان پس از ضدعفونی سطحی در 

اسپکتینومایسین کشت شدند )شکل  mg/l 500حاوی  MSمحیط 

های حاصل از گردد گیاهچهمشاهده می 7(. چنانچه در شکل 7

شاهد سبز تیره  افشان نرتلاقی والد ماده ترانسپلاستوم با والد گرده

های حاصل از تلاقی متقابل این گیاهان بودند، در حالیکه گیاهچه

افشان ترانسپلاستوم یعنی تلاقی بین والد ماده شاهد با والد گرده

صد درصد سفید یا آلبینو بودند. این موضوع مجدداً عدم فرار 

کند. هرگونه های کلروپلاستی از والد ترانسپلاستوم را اثبات میژن

دهنده حضور  ظهور گیاهچه سبز حاصل از تلاقی دوم نشان

توانست وراثت مادری کلروپلاست در دانه گرده بوده و می

 های انتقالی را زیر سوال ببرد.ژن

 

 
هد الد مادری با گیاه شاو( گیاه ترانسپلاستوم به عنوان Bتوم و حاصل از تلاقی گیاه شاهد غیرتراریخته به عنوان والد مادری با گیاه ترانسپلاس زنی بذور( جوانهA -7شکل 

 اسپکتینومایسین. mg/l 500غیرتراریخته در حضور 
Fig 7. A) Germination of seeds resulted from the crossing of a maternal non-transgenic plant with a paternal transplastomic plant and B) 

maternal transplastomic plant with a paternal non-transgenic control plant in the presence of 500 mg/l spectinomycin. 

 

 گیری کلینتیجه

ی های بالای بمباران کلروپلاستدر این تحقیق با توجه به هزینه

 ی ازجهت تولید گیاه ترانسپلاستوم توتون که فعلا به عنوان یک

های نوترکیب مطرح گیاهان مهم اقتصادی برای تولید فرآورده

 فادهبررسی و دستورالعمل لازم برای است است، فاکتورهای متغیر

د ای ایجادر انتقال ژن به کلروپلاست توتون به روش بمباران ذره

ژن  بیان نتایج این تحقیق نشان داد که پارامترهای بهینه برایشد. 

 µm 7/0 ،DNAبا قطر  تنگستندر برگ توتون شامل ریزذرات 

μg 1 دهنده فشار شتابازای هر شلیک، بهpsi 1100  و فاصله

متری از بافت هدف بود که با بمباران بخش سانتی 6شلیک 

 24به مدت  RMOPتیمار شده روی محیط های پیشتحتانی برگ

 ساعت به دست آمد.

های ترانسپلاستوم و باززایی پیوسته آنها از رشد پایدار گیاهچه

های برگی گیاهان ترانسپلاستوم در محیط گزینش حاوی ریزنمونه

mg/l 500  از هر کدام از اسپکتینومایسین و استرپتومایسین در

آورد تا مقادیر مورد محدوده زمانی کوتاه این امکان را فراهم می

های ضروری نیاز از بذور تجاری ترانسپلاستوم را برای استفاده

تولید نمود. عملاً مدت زمان رسیدن به تولید انبوه بذور در گیاهان 

های زندگی متعدد و گذر از چرخه ای مستلزمتراریخته هسته

تثبیت هموزیگوسیتی بوده ولی در تراریختی پلاستیدی گیاه توتون 

توان به اندازه و بخاطر پاسخ مطلوب باززایی پیوسته و انبوه می

مورد نیاز بذر گیاه ترانسپلاستوم تولید و برای کشت تجاری 

ضروری ای استفاده نمود. این موضوع در تامین نیازهای گلخانه

مثل تولید و تأمین سریع هر گونه فرآورده بیولوژیک مثل واکسن 

در شرایط ویژه از محاسن فناوری ترانسپلاستوم محسوب 

 گردد. می
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ر ازای هر بمباران ددستیابی به تعداد بیشتر گیاه تراریخته به

 های انتقال ژن از جوانب متفاوت دارای اهمیت است. بطورپروژه

 ای تعدد رویداد تراریختی برای انتخابهسته عمده در تراریختی

تی کارآمدترین گیاه تراریخته مطرح است، درحالیکه در تراریخ

گیری و های حاصل بخاطر هدفکلروپلاستی کلیه ترانسپلاستوم

های ژنی در ژنوم کلروپلاست دقیقاً مشابه هم درج دقیق کاست

جویی در بوده و صرفاً محققین بخاطر اخذ سریع نتیجه، صرفه

ای و کاهش حجم گزینش، به مواد مصرفی در فرآیند بمباران ذره

 های بزرگ ژنی در جستجو و استفاده ازویژه همگام کار با کاست

 پارامترهای بهینه شده هستند.

 تشکر و قدردانی

نامه مصوب دانشگاه تبریز و بخشی از این مقاله مستخرج از پایان

مصوب صندوق  99014724نتایج طرح تحقیقاتی با شماره 

حمایت از پژوهشگران است که بدینوسیله از حمایت مادی و 

شود. معنوی صندوق حمایت از پژوهشگران تشکر و قدردانی می

از جناب آقای دکتر محمد مقدم واحد )دانشگاه تبریز، دانشکده 

در آنالیز آماری به روش بوت  کشاورزی( به خاطر یاری

زاده )دانشگاه ارومیه، رضا درویشدکتر  آقای استرپینگ و جناب

توتون )رقم  بذر آوردن فراهم خاطر به دانشکده کشاورزی(

perega )شودمی سپاسگزاری. 
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