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  چكيده

. حـاوي مقـدار زيـادي آلكالوئيـد نيكـوتين اسـت كـه بـراي سـلامتي انسـان مضـر اسـت            (.Nicotiana tabacum L) گياه توتون  :هدف
 هاي مسدود كننده مسير بيوسنتز نيكوتين، القاء موتاسيون، ايجاد تغييرات سوماكلونال و انتقال  هاي ژنتيكي از جمله انتقال ژن ورزي دست

T-DNA تواند موجب تغيير در ميـزان   هاي كليدي مسير توليد نيكوتين مي رات مناسب ژنتيكي براي كاهش بيان آنزيمبه منظور القاء تغيي
طراحـي و انجـام    T-DNAنيكوتين در اين گياه گردد، لذا اين تحقيق با هدف بررسي تغييرات نيكوتين در گياهان توتون جهش يافتـه بـا   

  .گرفت

، گياهان باززائي شـده از بـرگ و   Ri-TDNA، گياهان حاوي )T-DNA(حاوي K4 يافته   در مطالعه حاضر گياهان جهش :ها مواد و روش
يافته و طبيعي جداگانه  هاي گياهان جهش سپس برگ. بيوتيك كانامايسين تكثير يافتند حاوي آنتيMS گياهان طبيعي روي محيط كشت 

  . از نظر كيفي و كمي مورد ارزيابي قرار گرفت GCو  TLCهگزان از بافت برگ، توسط  عصاره استخراج شده توسط. خشك و آسياب شدند

-Riو افزايش آن را در گياهان باززايي شده و جهـش يافتـه    K4يافته  هاي حاصله كاهش ميزان نيكوتين در گياه جهش  آناليز عصاره :نتايج

TDNA نسبت به گياهان طبيعي مادري نشان دادند .  

هاي كليـدي مسـير    هاي آنزيم سازي ژن يافته و باززائي شده به خاطر فعال احتمالاً تغيير در ميزان نيكوتين در گياهان جهش :نتيجه گيري
ها در گياه جهش  و بالعكس خاموش شدن و يا كاهش بيان اين ژن Ri-TDNAيافته حاوي  بيوسنتز آلكالوئيد نيكوتين در مورد گياه جهش

  .باشند مي) T-DNAحاوي ( K4يافته  

  توتون، جهش يافته، نيكوتين  :واژگان كليدي
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  مقدمه
مورد اثرات فيزيولوژيكي و خواص سـمي نيكـوتين در انسـان    در 

مطالعات نسبتا وسيعي صورت گرفته است و امروزه به طور قطـع  
نيكوتين در رديف سموم با اثرات بسيار مضر براي سلامتي انسان 

مشخص شده كه با ورود اين ماده به بدن انسان . گردد معرفي مي
ايجاد شده و با مقادير زيـاد  اختلالات فيزيولوژيك شديد در بدن 

دهنـد   گزارشات نشان مـي ). 1(حتي مي تواند موجب مرگ شود 
ــا ســال  1967كــه در ســطح جهــاني از ســال   مصــرف  1992ت

 8/2سيگارهاي توليـدي بـيش از دو برابـر شـده اسـت يعنـي از       
عدد يعني حـدود  ) ميليون ميليون 7/5(تريليون  7/5تريليون به 

زمـاني   هنه سـيگار در همـين دور  درصد مصرف افـزايش سـرا   25
در كشورهاي توسعه يافتـه نتـايج افـزايش مصـرف     . رسيده است

گسـترش يافـت، اكنـون     1970و  1950هاي  سيگار كه طي دهه
درصد كل مـرگ و ميـر در كشـورهاي     20تقريباً . ديده مي شود

هاي دخانيات  ناشي از مصرف فرآورده 1990توسعه يافته در سال 
درصــد از  35ســال حــدود  35-69ه ســني در گــرو. بــوده اســت

درصد در بين زنان به علـت مصـرف    15ها در بين مردان و  مرگ
سازمان بهداشت جهـاني بـرآورد   ). 1(دخانيات گزارش شده است 

 10دخانيـات عامـل مـرگ     2020-2030كرده است كه در دهه 
درصـد از ايـن تعـداد در     70ميليون نفر در سال خواهد بود كـه  

  ). 2(ال توسعه اتفاق خواهد افتاد كشورهاي در ح
ــت     ــوتين اس ــون نيك ــاه توت ــلي گي ــد اص ــوتين ). 3(آلكالوئي نيك

آلكالوئيدي مايع، داراي حالت روغني و بيرنگ اسـت امـا اگـر در    
گـردد   مجاورت هوا قرار بگيرد ابتدا زرد رنگ و سپس قهوه اي مي

 هـاي مهـم بـراي    كار يكي از راه). 1(اي بسيار سمي است  كه ماده
هاي ناشي از نيكوتين به سلامت انسان اين اسـت   كاهش خسارت

اين كار با توقـف  . كه مقدار نيكوتين موجود در توتون كاهش يابد
هـاي كليـدي مسـير بيوسـنتز نيكـوتين       و يا كاهش بيـان آنـزيم  

بنابراين، با استفاده از سامانه انتقـال ژن توسـط   . پذير است امكان
  هـاي خـارجي را بـه گيـاه وارد     ژنتـوان   باكتري آگروباكتريوم مي
هاي ثانويه از جمله نيكـوتين را تغييـر داد    كرد و ميزان متابوليت

)4 ،5 ،6 .(  
كه  Tiدر جريان انتقال ژن توسط اين باكتري بخشي از پلاسميد 

T-DNA (T-DNA= Transferred DNA)   شـود   ناميـده مـي
      .گـردد  وارد سلول گياه شـده و سـپس در ژنـوم گيـاه ادغـام مـي      

T-DNA هــاي وحشــي  در ســوش(Wild type)  آگروبــاكتريوم
هاي مولـد اكسـين و    ژن( (gall)هاي ايجاد كننده غده  حاوي ژن

آمينـه هـاي تغييـر     و همچنين توليـد كننـده اسـيد   ) سيتوكينين
هاي گيـاهي   اوپين توسط سلول. باشد مي Opinesاي به نام  يافته

هـاي   كربن و نيتروژن سـلول شود و منبع  تراريخت شده توليد مي
بـاكتري بـا اسـتفاده از    ). 6، 5(گـردد   آگروباكتريوم محسوب مـي 

بـه سـلول گيـاهي متصـل و      Vir genesها به نـام   گروهي از ژن
خود را با مكانيزم مولكولي پيچيده  T-DNAسپس يك نسخه از 

 T-DNA انتقال . و دقيق به هسته سلول گياهي منتقل مي كند
هـاي   توانـد در بيـان ژن   د غده به سلول گياه ميهاي مول بدون ژن

موجود در گياه تغيير ايجاد نموده به عنوان مثال موجب افـزايش  
هاي خاموش در سلول  يا كاهش بيان و يا حتي روشن نمودن ژن

  ).8، 7(گياه شود 
تـــاكنون گزارشـــات زيـــادي در زمينـــه انتقـــال ژن از طريـــق 

بـه عنـوان مثـال،    . اسـت  آگروباكتريوم به گياه توتون منتشر شده
Alvarez ــاران ــش ) 9( و همك ــاي جه ــه ه ــاه  از ريش ــه گي           يافت

N. tabacum  14جهت توليد آنتي باديD9 در . استفاده نمودند
 DMSO ،PVP (Dimethyl sulfoxide)اين آزمايش آنها تأثير 

(Polyvinylpyrrolidone)   و ژلاتين بر ميزان توليد آنتي بادي
فاكتور رشد وابسته )10(و همكاران  Altosaar. را بررسي نمودند

كه يك پـروتئين ضـروري جهـت     (hIGF-1)به انسولين انساني 
باشد را توسط توتون جهش يافتـه   رشد و تكامل جنين انسان مي

  . ايجاد نمودند
سـازي شـرايط    هپس از انتقال ژن به گيـاه، اولـين مرحلـه، بهين ـ   

به عبـارت ديگـر   . باشد باززائي گياه از قطعات جدا كشت گياه مي
. هاي اوليـه اسـت   تعريف سامانه باززائي براي يك گياه از ضرورت

باززايي نشان دهنده توان يا ظرفيت تـوارثي يـك سـلول گيـاهي     
منفرد براي ايجاد يك گيـاه كامـل اسـت كـه بـه ايـن پتانسـيل        

تغييرات ژنتيكي مشاهده شده بـين  ). 11(شود  پرتواني اطلاق مي
هاي گياهان جديد حاصل از كشت سلول هاي سوماتيك در  نسل

. شود شرايط آزمايشگاهي به عنوان تنوعات سوماكلونال تعريف مي
اي از تغييـرات ديگـر از    اين تنوع تغييرات ژنتيكي است كـه پـاره  

بال دارد جمله تغيير در مورفولوژي، بيوشيمي و امثال آن را به دن
شـود و از   كه از يك طرف از مشكلات كشت بافت محسـوب مـي  

هاي اصلاح نباتات بـه   طرف ديگر مي تواند به عنوان يكي از روش
يكي از منـابع القـاء كننـده تنوعـات سـوماكلونال،      ). 12(كار رود 
بنابراين گياه جهش يافته . به سلول گياهي است T-DNAانتقال 
ش اين نـوع دگرگـوني ژنتيكـي    تواند دستخو مي T-DNAحاوي 
با توجه به اهميت حفظ سـلامت جامعـه و اثـرات ناشـي از     . شود

هـاي   نيكوتين، هدف از ايـن مطالعـه بررسـي تغييـرات آلكالوئيـد     
هاي  حاوي ژن T-DNAموجود در گياهان توتون جهش يافته با 

مقاومت به آنتي بيوتيك كانامايسـين و ژن بتـا گلوكورونيـداز بـه     
  .باشد هاي گزارشگر مي هاي گزينش كننده و ژن ن عنوان ژ

  

  ها مواد و روش
بذرگياهان مورد استفاده در اين پژوهش از گروه زيسـت شناسـي   

ابتدا بذر گياهان جهش يافته لايـن  . دانشگاه اصفهان تهيه گرديد

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

 سمانه ستار و همكاران...                                                                                               و ارزيابي تغييرات نيكوتين در گياهان توتون

 129                                                                                                              1390 تابستان، 2، شماره 2جلد ، )پژوهشي -علمي( مجله سلول و بافت

K4 ) حاويT-DNA( ،Ri-TDNA     و گياهـان بـاززايي شـده از
در ) شـاهد ( افتـه  قطعات جدا كشت برگ و گياهان غير جهش ي

حاوي ) MS )13 (Murashige and Skoog)محيط كشت پايه 
كشـت گرديدنـد و    8/5معـادل   pHبيوتيك كانامايسـين در   آنتي

گراد و شدت نور  درجه سانتي 25گياهان در اطاق كشت با دماي 
هفتـه   4مترمربع ثانيه رشد داده شد و با فاصـله هـر    مول بر 90

  . واكشت شدند

گـرم بـرگ گياهـان     10مقـدار   :لوئيدها از گياهاستخراج آلكا
تكثير يافته در شرايط كشت در شيشه جدا شد و در آون با دماي 

سـاعت خشـك گرديـد و بـه      10گراد به مـدت   درجه سانتي 50
سپس يك گرم پودر از هر لاين گياهي فـوق  . صورت پودر در آمد
 5/0ليتر محلول استخراج بـا غلظـت    ميلي 40به دقت توزين و با 

گـرم   5/0هگزان بـا  -nليتر  ميلي 1000(ميلي گرم بر ميلي ليتر 
ليتـر آب مقطـر و    ميلي 20، )هپتادكان به عنوان استاندارد داخلي

). 4(گيري شـد   نرمال عصاره 8ميلي ليتر سديم هيدروكسيد  10
ــا روش    ــريعاً بـ ــل سـ ــاره حاصـ  TLC (Thin layerعصـ

chromatography)  وGC (Gas chromatography)  ــاليز آن
  . شد

براي انجـام   :TLCتشخيص كيفي آلكالوئيد نيكوتين با روش
TLC  ازروشWagner  بــا حــلال حــاوي آب، ) 14(و همكــاران

جهـت   50:  25/6:  5متانول، اتيل استات بـه ترتيـب بـا نسـبت     
  هـا روي پليـت   كاشتن لكه. تفكيك مطلوب نيكوتين استفاده شد

          متــر بــالاتر از لبــه و از دو طــرف پليــت نيــز بــا فاصــله ســانتي 2
حــاوي ســيليكاژل  TLCروي پليــت . متــر انجــام شــد ســانتي 2

60F254 5  جهـش  )غير جهش يافته(لكه مربوط به گياه شاهد ،
 10، باززايي شده از هر كدام Ri-TDNA، جهش يافته K4يافته 

شـته شـدند و خـط حركـت     سانتي متر كا 2ميكروليتر با فواصل 
و خشك شدن پليـت   TLCپس از اتمام . حلال نيز مشخص شد

در هواي آزاد ابتدا معرف دراژندرف و بلافاصله بعـد از آن معـرف   
 UVسـپس در دسـتگاه   . نيتريت سديم روي پليت اسـپري شـد  

نـانومتر شناسـايي    254اسپكتروفتومتري لكه ها در طـول مـوج   
  . كرار مجزا انجام گرديداين آزمايش در دو ت). 5(شدند 

بـراي   GC:تشخيص كمـي آلكالوئيـد نيكـوتين بـا روش     
ابتــدا ) 15( و همكــاران Stamfilبــر اســاس روش  GCآزمــايش 

درصـد در آب مقطـر تهيـه شـد     /. 48استوك نيكوتين بـا غلظـت  
ــي 100و ــتخراج و   ميل ــول اس ــر محل ــي 25ليت ــديم  ميل ــر س ليت

 درجـه  4-8دمـاي   نرمال به آن افـزوده شـد و در   8هيدروكسيد 
، 25/1سپس از اين محلول بـه ترتيـب   . گراد نگهداري شد سانتي 

 25هـــاي  ليتـــر بـــه بـــالن ژوژه ميلـــي 10و  25/6، 75/3، 5/2
ليتري به طور جداگانه انتقال داده شد و با محلول اسـتخراج   ميلي

، 45/0، 225/0هـاي   به ايـن ترتيـب غلظـت   . به حجم رسانده شد
ليتر نيكوتين تهيـه شـد    گرم بر ميلي ميلي 8/1و  125/1، 675/0

ها و همچنين عصـاره حاصـله از گياهـان     سپس از اين غلظت) 4(
ميكروليتـر بـه طـور     5/0يافته و غير جهش يافته هر كدام  جهش

) Hewlwtt Pakar 5890(مدل  GC جداگانه سه بار به دستگاه 
سـتون مـورد   : عبارت بودنـد از  GCشرايط دستگاه . تزريق شدند

، دمـاي  FID، نـوع دتكتـور  OV1-capillary columnسـتفاده  ا
 N2) گـاز حامـل  (گـراد، فـاز متحـرك     درجه سـانتي  280دتكتور

درجــه  15بــه ازاي هــر يــك دقيقــه  Ramp Rate، )نيتــروژن(
  .گراد افزايش دما سانتي

تكـرار   3كليه آزمايشات بر اساس طرح كامل تصادفي با حد اقـل  
ــاليز ميــانگين داده هــا. انجــام گرديــد ي بدســت آمــده مــورد آن

ANOVA  قرار گرفت و ميانگين ها بر اساس آزمونTukey  در
 Sigmastat version 2درصد با اسـتفاده از نـرم افـزار     5سطح 

  .مقايسه گرديدند
  

  نتايج
   TLCنتايج آناليز 

دقيقـا   Rf (retention factor) هاي با  انجام شده لكه  TLCدر 
كـه ايـن   ) Rf=0.1(استاندارد نيكوتين مشاهده شد  Rfمشابه با 

هـا   هم چنين اين لكه. نانومتر ديده شدند UV،254ها در نور  لكه
بنابراين وجـود  . با معرف دراژندرف هم رنگ نارنجي ايجاد نمودند

نيكوتين در هر دو گياهان جهش يافته و غيرجهش يافته توتـون  
  ).1شكل ( ثابت شد

  

  
  

مربوط به ميزان تراكم نسبي نيكوتين در نمونه استانداد نيكوتين و گياهان مختلف باززايي شده از برگ، جهـش   TLCنتايج آناليز  :1شكل
  .، گياه غير جهش يافته)T-DNAجهش يافته حاوي ( Ri-TDNA   ،K4يافته حاوي 
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دانسـيته   (TLC)هاي حاصـل از كرومـاتوگرافي    با استفاده از لكه
هـا بـا اسـتفاده از     هاي حاوي نيكوتين در همه ي نمونه نسبي لكه
محاسبه شد و نمودار مربوط رسم  ImageJ Version 4نرم افزار 

مشخص است دانسيته  3همانطور كه در شكل ). 2شكل (گرديد 
نسـبت بـه گيـاه غيـر      K4نسبي نيكوتين در گياه جهـش يافتـه   

داري كاهش يافته و در گياهان جهـش   جهش يافته به طور معني
ــاوي  ــه ح ــور    Ri-TDNAيافت ــه ط ــده ب ــاززايي ش ــان ب و گياه

  .دادداري افزايش نشان  معني

  
بـه  .  TLCدانسيته نسبي نيكـوتين در نتـايج حاصـل از آنـاليز     : 2شكل

گياهان بـاززايي شـده از بـرگ، گياهـان جهـش يافتـه        :ترتيب از راست
، شـاهد  T-DNA)گياهان جهش يافته حـاوي  ( Ri-TDNA  ،K4حاوي 

دار بودن داده ها بر  حروف غير مشترك بيانگر معني). غير جهش يافته(
  ).P<0.05( باشد مي  Tukeyاساس تست 

  

  
بـه ترتيـب از   : در گياهـان  GCميزان آلكالوئيد بر اساس آناليز : 3شكل 
-Riگياهان باززايي شده از برگ، گياهـان جهـش يافتـه حـاوي     : راست

TDNA  ،K4 )    گياهان جهـش يافتـه حـاوي(T-DNA    گياهـان غيـر ،
حروف غير مشـترك بيـانگر معنـي دار بـودن داده هـا بـر       . جهش يافته
  ).P<0.05( مي باشد  Tukeyاساس تست

  
  

  

  GCنتايج آناليز 
هـاي گياهـان    نمونه هاي استاندارد و عصاره GCدر بررسي آناليز 

نتايج در مورد استانداردهاي نيكوتين و . مورد بررسي قرار گرفتند
عصارهاي گياهي، قله مربوط به نيكـوتين را بـه خـوبي    هاي  نمونه

هـاي   براي هـر كـدام از نمونـه   . در طيف به دست آمده نشان داد
هاي گياهي سه تكرار انجام گرفـت و ميـانگين    استاندارد و عصاره

گرفته شد و سپس نموداري براساس ميانگين سطح زير منحنـي  
تين رسم شد و نيكوتين به استاندارد داخلي نسبت به غلظت نيكو

با استفاده از معادله خـط بـه   . ي خط به دست آمد از آنجا معادله
دست آمده و ميانگين نسـبت سـطح زيـر منحنـي نيكـوتين بـه       

هاي گيـاهي غلظـت نيكـوتين در هـر      استاندارد داخلي در عصاره
نشـان   3همـانطور كـه شـكل    ). 3شـكل  (گياه محاسـبه گرديـد   

و  Ri-TDNAيافته حاوي  دهد مقدار نيكوتين در گياه جهش مي
گياه باززايي شـده نسـبت بـه گيـاه غيـر جهـش يافتـه افـزايش         

داري نشان داد ولي مقدار نيكـوتين در گيـاه جهـش يافتـه      معني
K4  حاويT-DNA       نسبت به گياه غيـر جهـش يافتـه بـه طـور

   .داري كاهش يافت معني
  

  بحث
و با توجه بـه اهميـت گيـاه توتـون از نظـر مطالعـات انتقـال ژن        

در ايـن تحقيـق تغييـر    ) 8(همچنين وجود نيكوتين در اين گياه 
 يافتـه و غيـر جهـش    ميزان آلكالوئيد نيكوتين در گياهان جهـش 

نتـايج حاصـل از   . يافته گيـاه توتـون مـورد بررسـي قـرار گرفـت       
آناليزهاي كمي آلكالوئيدها و همچنـين بررسـي دانسـيته نسـبي     

بين غلظت نيكـوتين در  داري  نيكوتين بيانگر وجود اختلاف معني
گياهـان  . باشـد  هاي مختلـف مـورد بررسـي مـي     اندام هوايي لاين

داري در  افـزايش معنـي   Ri-TDNAيافتـه   شده و جهـش  باززايي
و گياهــان  K4ميــزان نيكــوتين نســبت بــه گيــاه جهــش يافتــه 

بـه عبـارت ديگـر الگـوي تغييـرات      . يافته نشـان دادنـد   جهش غير
نيكوتين اندازه گيري شـده توسـط   دانسيته نسبي و ميزان واقعي 

GC نتايج كاهش شديد و . كم و بيش الگوي يكساني را نشان داد
يافتـه   دار نيكوتين را به ترتيب در گياهان جهـش  يا افزايش معني

K4  وRi-TDNA اين طور استنباط مي شود كـه در  . نشان داد
يافتـه حـاوي    و جهـش  T-DNAحـاوي   K4يافته  گياهان جهش

Ri-TDNA  انتقالT-DNA هـاي گيـاهي احتمـالاً بـر      به سلول
نوع، شدت و ميـزان ايـن   . ميزان توليد نيكوتين اثر گذاشته است

توان بـه   تأثير به عوامل مختلفي وابسته است كه از جمله آنها مي
ادغام شـده   T-DNAانتقالي، تعداد نسخه  DNAنوع ژن، اندازه 

ها اشـاره   اين نسخههاي گياهي و به محل ادغام  درون ژنوم سلول
تـوان   در حال حاضر در حد يك فـرض مـي  ). 11،16،17، 7(كرد 

بــه ژنــوم گيــاه تنبــاكو از طريــق  DNAگفــت احتمــالاً انتقــال 
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هـاي كليـدي مسـير     هـاي آنـزيم   سازي مسير رونويسـي ژن  فعال
 Ri-TDNAيافته  بيوسنتز آلكالوئيد نيكوتين در مورد گياه جهش

 T-، حـاوي K4ين مسير در لايـن  و يا بالعكس، خاموش نمودن ا
DNA  18، 15(عمل نموده است .(  

كـه مولـد    Auxهاي  ، ژنRi-TDNAاز آنجائيكه در لاين حاوي 
 Ri-TDNAهورمون اكسين است نيز وجود دارد بنابراين انتقـال  

به گياه توتون و افزايش ميزان آلكالوئيـد در گيـاه جهـش يافتـه     
فيزيولوژيـك اكسـين نيـز    حاوي اين ژن را شايد بتوان به اثـرات  

هاي گياهي باعث افزايش سـنتز   نسبت داد چون اكسين در سلول
DNAها و  ، پروتئينRNA  ًو خصوصاrRNA     مـي شـود و ايـن

تـوان   گردنـد بنـابراين مـي    ها مـي  مجموعه موجب تغيير بيان ژن
استنباط نمود كه اين تغيير احتمالا در ميزان نيكوتين نيـز مـوثر   

بـه   T-DNAچه در گزارش حاضر از انتقـال   اگر). 19(بوده است 
گياه توتون جهت القاء تغييـرات ميـزان نيكـوتين اسـتفاده شـده      
ــزان    ــي برخــي پژوهشــگران چنــين تغييراتــي را در مي اســت ول

هاي مسـير بيوسـنتز ايـن مـواد      هاي ثانويه با انتقال ژن متابوليت
  ). 15،20( اند گزارش نموده

دار بين سـطح آلكالوئيـد گياهـان     در رابطه با علت اختلاف معني
تـوان بـه ايـن مسـئله      نيز مي K4يافته  شده و گياه جهش باززايي

اشاره كرد كـه احتمـالاً وقـوع تغييـرات ژنتيكـي سـوماكلونال در       
هاي مسير بيوسنتز نيكـوتين و   گياهان باززايي شده با تأثير بر ژن

سـمي گيـاه   يا با تاثير در ساير فرايندهاي فيزيولـوژيكي و كاتابولي 
تنوعات سوماكلونال . ميزان توليد اين آلكالوئيد را تغيير داده است

نيز ممكن است منجربه تغيير در مسـير بيوسـنتز آلكالوئيـدها از    
جمله نيكوتين شود كـه ايـن تغييـرات بـه صـورت تصـادفي رخ       

دهد و ممكن است باعث افزايش يا كاهش توليد يك يا چنـد   مي
ن تغييراتي قبلا در سوسپانسيون سلولي نظير چني. آلكالوئيد شود

گيــاه يونجــه نيــز گــزارش شــده اســت بــه طــوري كــه تنوعــات 
ــوري در      ــه ش ــت ب ــزان مقاوم ــزايش مي ــث اف ــوماكلونال باع س
سوسپانسيون سلولي يونجه شده است كه ايـن كـار بـا تغييـر در     

هاي كليدي مسير بيوسنتز پرولين صورت گرفته اسـت   بيان آنزيم
)12.(  
  

  ينتيجه گير
-Tقابل ذكر است كه تاكنون در زمينه القاء جهش با اسـتفاده از  

DNA    به منظور تغيير ميزان نيكوتين گزارشي در منـابع علمـي
بنابراين اولين سئوال اين اسـت كـه آيـا اساسـا     . ارائه نشده است
تواند در اين تغيير موثر باشد؟ به همـين منظـور    چنين روشي مي

به منظور صرفه جوئي در وقت صرفا به عنوان يك كار مقدماتي و 
يافته كه قبلا از نظـر برخـي از    هاي جهش تعداد معدودي از لاين

 صفات مورفولوژيكي از جمله افزايش تعداد كرك بـرگ و تفـاوت  
هـاي ايـن مطالعـه هنـوز      داده(در الگوي رشد مطالعه شده بودند 

، انتخاب شدند بديهي است براي توسعه دانش )منتشر نشده است
هـاي جهـش    اين زمينه در آينده تعداد نسبتا بيشتري از لاين در

در مجموع با توجه بـه وجـود اطلاعـات     .يافته ارزيابي خواهد شد
مولد اكسين بـر روي   T-DNAكم پيرامون اثرات ناشي از انتقال 

ميزان آلكالوئيدهاي گياه توتون مي توان به عنوان يـك پيشـنهاد   
قـال ژن بـر بيوسـنتز آلكالوئيـدها و     اوليه براي بيان نحوه تأثير انت

دار بين سطوح آلكالوئيد در بين گياهان مورد  ايجاد اختلاف معني
بررسي به اين مـورد اشـاره نمـود كـه اخـتلاف در ميـزان سـنتز        
نيكوتين و انتقال آن به بخش هوايي در بين گياهان مورد بررسي 

ه تواند تا حدي علت بـروز اخـتلاف سـطح آلكالوئيـد را توجي ـ     مي
  ).11(نمايد 
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Abstract 

Aim: Nicotiana tabacum contains nicotine, Which is used in cigarettes causing many health problems. 
Application of new technologies such as, plant tissue culture, genetic engineering in order to block the 
pathway of nicotin biosynthesis, and somaclinal variation  can be used as tools to produce plants with 
a lower level of nicotin. The aim of this research is to evaluate nicotine changes in tobacco plants 
mutated by T-DNA.  

Material and methods: In this research transgenic plants including K4 carrying T DNA, plants 
carring Ri TDNA and regenerated plants from leaf and wild type plants (mother plants) were grown on 
MS medium containing canamycin. Leaves were harvested and dried, and extracted with hexan as 
internal standard. Then analysed using TLC and GC. 

Results: The analysis of the extracts showed that nicotine content decreased in line k4 (containing T-
DNA) and increased in Ri-TDNA (plant containing Ri-TDNA) and regenerated plants compared to 
non mutated plants. 

Conclusion: Variation of nicotine content in mutated plants might be related to the activation or 
inhibition of the key enzymes involved in nicotin biosynthesis pathway.  
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