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  هاي توتونماني سلولثير امواج فراصوت بر زندهأت
  زاده مصدق پريسا شيخ و ، امين اماني*ليلا كوهي، ناصر زارع

  دانشگاه محقق اردبيلي، دانشكده كشاورزي، گروه زراعت و اصلاح نباتاتاردبيل، 

  17/12/93 :تاريخ پذيرش  31/2/93: تاريخ دريافت

  چكيده

عنوان يك گياه مدل براي كشت بافت و مهندسي ژنتيك مورد  گذشته بهاز چندين دهه ) (.Nicotiana tabacum L توتون
. مورد ارزيابي قرار گرفتهاي توتون ماني و شكست سلولاثر امواج فراصوت بر زنده ،در اين پژوهش. گيرداستفاده قرار مي

 گرم بر ليتريك ميلي و D-2,4 گرم بر ليترميلي 5/1 حاوي MSهاي برگ گياه توتون در محيط كشت منظور، ريزنمونه بدين
حاصل از ريزنمونه برگ به هاي كالوسكشت سوسپانسيون سلولي از طريق انتقال . كنندتا كالوس توليد  ،كشت داده شدكينتين 

 و ههاي مختلف قرار گرفتسوسپانسيون سلولي در معرض امواج فراصوت در دما و زمان سپس. محيط كشت مايع ايجاد شد
 ميكروسكوپ نوريها توسط و تغييرات ساختار و فراساختاري سلولبلو  آميزي تريپانرنگ با استفاده ازها سلولماني درصد زنده

نتايج نشان داد با افزايش مدت زمان تيمار با امواج فراصوت و همچنين دماي اعمال تيمار،  .و الكتروني مورد ارزيابي قرار گرفت
گراد و دو درجه سانتي 40ها در دماي ماني سلولبيشترين سطح زنده. ري كاهش يافتداها به طور معنيماني سلول درصد زنده

. بوده است) درصد 67/75(گراد و زمان دو دقيقه امواج فراصوت درجه سانتي 25و دماي ) درصد 702/76(دقيقه امواج فراصوت 
 25و دماي ) درصد 733/18(قه امواج فراصوت دقي 14گراد و درجه سانتي 50ترتيب مربوط به دماي  بيشترين شكست سلولي به

ايجاد حفرات با  )SEM( نگاره الكتروني ميكروسكوپ .بود) درصد 48/17(دقيقه اعمال امواج فراصوت  20گراد و درجه سانتي
 . بر اثر اعمال امواج فراصوت نشان دادرا اندازه مختلف در ديواره سلول 

  .Nicotiana tabacum L اولتراسوند، كشت سوسپانسيون، ميكروسكوپ الكتروني، : كليديهاي  واژه

  zarenasser@yahoo.com: پست الكترونيكي  ، 045-33510140: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه 
 با محصولات از يكي (.Nicotiana tabacum L)توتون 

 آب مختلف شرايط در كه ،است و صنعتي كشاورزي ارزش

 اقتصاد در و شده كشت دنيا كشور صد از بيش در هوايي و

 كشت زير سطح ).34(اهميت بسزايي دارد  آنها از بعضي

ميليون  1/7ميليون هكتار، توليد سالانه  77/4دنيا  در توتون
و عملكرد آن در كشورهاي در حال توسعه ) وزن تر(تن 

تن در  2/2تن در هكتار و در كشورهاي توسعه يافته  6/1
 به گياه از اين كه است دهه چند از بيش ).25(هكتار است 

 ژنتيك مهندسي و بافت كشت براي مدل سيستم يك عنوان

 يك عنوان به گياه از اين دلايل استفاده .شودمي استفاده

مدل به دليل رشد سريع، خودگشن بودن، توليد بذر  سيستم

فراوان و عدم نياز به هزينه و تيمارهاي خاص براي رشد 
هاي اخير از اين گياه براي بررسي همچنين در سال. است

ثر در انتقال ژن استفاده شده ؤها و مطالعه عوامل مانتقال ژن
بيوماس بالا  توليد اين گياه به دليل). 5و  1(است 

مختلف با  با ارزش بردهاي بيشتري در زمينه توليد موادكار
  ).8(دارد  انتقال ژن به گياهاستفاده از 

هاي مكانيكي هستند كه اي از موجفراصوت دسته امواج
 بندي،تقسيم اين در. هزار هرتز است 20بسامد آن بيش از 

 هزار هرتز بوده و امواجي 20تا  20 بين صوتي امواج بسامد

ناميده  فروصوت امواج ،باشد هرتز 20از  آنها كمتربسامد  كه
هاي امروزه امواج فراصوت در زمينه ).29(شوند مي



 1395، 2، شماره 29جلد                                                                      )                      مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي گياهي 

442 

مختلف ازجمله پزشكي، صنعتي، شيمي، بيولوژي، 
  .باشندداراي كاربردهاي فراواني ميغيره  كشاورزي و

 مخرب زيستي براي تركيبات زياد شدت فراصوت با امواج

 زيستي هاي مولكول و كردهتخريب  را هاسلول غشاي ، بوده

-بررسي). 11(سازد را غيرفعال مي DNAها و آنزيم مانند

 سازيفعالغير در فراصوت امواج از زمينه استفاده در هايي

اين  تخريبي مكانيسم). 26و  22(اند گزارش شده هاآنزيم
 كاويتاسيون ايجاد طريق از هاآنزيم روي امواج

)Cavitation (داغ نقاط تشكيل و هاحباب انفجار و 

فشار  و كلوين درجه 5000حدود  حرارت با ميكروسكوپي
 شده سونوليز آب هايشرايط مولكول اين در .است بار 500

- اكسيد خاصيت كه شوند مي توليد آزاد هايراديكال و

 مختلف تركيبات با بسيار زيادي دهندگيواكنش و كنندگي

 بر علاوه). 33و  12(دارند  را هاآنزيم و هاپروتئين ازجمله

 ميدان در آنها انفجار و هاحباب ديواره ارتعاش اين،

 ايجاد محيط اطراف در را  زيادي برشي تنش نيز كاويتاسيون

 و شكسته را كووالانسي هايپيوند حتي تواندمي كه كندمي
 تخريب را هاآنزيم و هاپروتئين جمله ا پليمري هايمولكول

  ).13و  7(كند 

 شدت امواج فراصوت با كه شده نشان داده ديگر، طرف از

 از كه داشته غيركُشنده زيستي تأثيرات از طيفي كم، انرژي و

 از يكي .است برخوردار در بيوتكنولوژي ايبالقوه اهميت

 هايسلول مخرب اين امواج رويآثار غير ترينگسترده

 تركيبات جذب كه شا استپذيري غنفوذ افزايش زنده،

 را هاسلول توسط سلولي هاي درونوردهافر دفع و خارجي

 عنوان امواج فراصوت بهاز  اين، بر علاوه. دهدمي افزايش

 هاي ثانويه،ويژه متابوليت هب و آنزيمي هايواكنش محرك

 شده استفاده گياهي هايو پروتوپلاست هاسلول در بيوسنتز

ترانسفورماسيون ن به روش ابيشتر محقق). 37 و 16(است 
) SAAT(با واسطه اگروباكتريوم و با كمك سونيكاسيون 

 ااخير ).21(كنند هاي گياهي تمركز ميها يا بافتدر سلول
اي را براي هاي اولتراسونيك پتانسيل قابل ملاحظهروش

اند ها داشتهبه داخل سلول DNAها يا معرفي ماكرومولكول
جذب به كار رود، مهم اگر سونيكيشن براي تسهيل ). 38(

ها است كه شرايط براي جذب بدون ايجاد آسيب به سلول
ثابت شده است كه تابش اولتراسوند . سازي شود بهينه

ملايم و خفيف يك روش مؤثر براي ترانسفكشن در 
 In vivoو  In vitroهاي حيواني در شرايط ها و بافتسلول
ترانسفكشن ) 2005( ليو و همكاران). 23و 14، 4(باشد مي

و  20، 10با  In vitro شرايط را در HeLa-S3هاي سلول
 بهينهدر معرض اولتراسوند قرار دادند و دريافتند كه % 30

ثانيه است  8/3در حدود ) درصد 8/0(كارايي ترانسفكشن 
  .)20( گيردكه در معرض مؤثر اولتراسوند قرار مي

-روش مهمترين از يكي فراصوت امواج كمك به استخراج

 )35(است  گياهي منابع از ارزشمند تركيبات استحصال هاي
 قابل) و آزمايشگاه صنعتي( و كوچك بزرگ مقياس در كه

 استخراج هايروش ساير با مقايسه در). 36(باشد مي اجرا

 امواج از استفاده مايكروويو، پايه بر ازجمله استخراج

 ).6(است  ترساده آنها كاربرد و تر بودهارزان فراصوت
ثير امواج فراصوت أبنابراين، اين تحقيق به منظور مطالعه ت

تا  شدهاي توتون انجام ماني سلولبر ديواره سلولي و زنده
بتوان محدوده زماني مناسب براي استفاده از آن در تقويت 

هاي به سلول و همچنين استخراج متابوليت DNAانتقال 
  . كردهاي توتون را انتخاب ثانويه از سلول

  مواد و روشها
 بذرهاي: تهيه ريزنمونهبراي ها سازي گياهچهآماده
آب مقطر، به  باتوتون پس از شستشو   Comestockرقم

پس از آبكشي ه و ور شدغوطه% 70ثانيه در الكل  30مدت 
هيپوكلريت  بادقيقه  15توسط آب مقطر استريل، به مدت 

از سه بار آبكشي  پس بذرها. شدند ضدعفوني% 1سديم 
توسط دستمال كاغذي استريل شده  ،با آب مقطر استريل

 MSاي حاوي محيط كشت خشك و در ظروف شيشه
در اتاقك رشد با دماي  هاكشت .ندجامد كشت شد) 24(
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ساعت تاريكي و  8گراد و تناوب نوري درجه سانتي 2±25
  .)3( ساعت روشنايي با نور فلورسنت نگهداري شدند 16

از  ،كالوس تهيهمنظور  به:  و كشت ريزنمونهتهيه 
 ايهان رشد كرده در شرايط درون شيشهبرگ گيا جداكشت

گرم ميلي 5/1 حاوي MSروي محيط كشت استفاده شد كه 
كينتين در ظروف گرم بر ليتر يك ميليو  D-2,4 بر ليتر
 25±2ها در اتاقك رشد با دماي كشت. كشت شدندپتري 

گراد نگهداري و هر چهار هفته يكبار زيركشت درجه سانتي
  .برده شدند

:  و تيمار با امواج فراصوتتهيه سوسپانسيون سلولي 
ترد و نرم به  هايبراي ايجاد كشت سوسپانسيون، كالوس

گرم بر ميلي 5/1مايع حاوي  MSليتر محيط كشت ميلي 20
گرم بر ليتر كينتين منتقل شده و و يك ميلي D-2,4ليتر 

- درجه سانتي 25±2و دماي  RPM130 روي شيكر با دور 

پس از استقرار كشت سوسپانسيون، . گراد نگهداري شدند
 MSبا محيط كشت  1:1هر هفت روز يكبار به صورت 

 همزمان .حاوي تركيبات هورموني مذكور زيركشت گرديد
كالوس از هم ي هاسلولبه تدريج ها، تكان دادن كشتبا 

. كشت رها شده و تكثير شدندتفكيك و در داخل محيط 
و در مرحله تصاعدي رشد،  تراكم سلوليبا افزايش 

هاي متوالي محيطي كشتزيرپس از  .شد انجام زيركشت
هاي تودهو  هاكاملاً رقيق به دست آمد كه حاوي تك سلول

  .گياه توتون بود كوچك چند سلولي

 BANDELINحمام فراصوت  ازها سلول براي تيمار

SONOREX DIGITEC  هرتز  35با حداكثر خروجي
و  اين دستگاه داراي فركانس خودكار و زمان. شد استفاده

از اين دو متغير بر  يكثير هرأباشد كه تدماي قابل تنظيم مي
. ماني و شكست سلول مورد بررسي قرار گرفتدرصد زنده

 50، 40، 25چهار سطح ثير عامل دما در أدر اين پژوهش ت
تيمار با امواج  زمانمدت گراد و عامل درجه سانتي 60و 

دقيقه بر تغيير  20و  14، 8، 2در چهار سطح  فراصوت
هاي توتون مورد ماني سلولساختار ديواره سلولي و زنده

ليتر از براي اين منظور ميزان دو ميلي .بررسي قرار گرفت
سان سلولي براي هر سوسپانسيون سلولي داراي غلظت يك

نمونه استفاده شد و بعد از تيمار با اولتراسوند تغيير ساختار 
هريك از سلول ماني و شكست مورفولوژيكي، درصد زنده

ماني زنده همچنين .)31( تيمارها مورد بررسي قرار گرفت
و بدون اعمال امواج گراد  درجه سانتي 25ها در دماي سلول

  .مورد استفاده قرار گرفتنيز به عنوان شاهد  فراصوت

ها آميزي توسط شمارش سلولماني پس از رنگدرصد زنده
با توجه به  .شود و يا روش اسپكتروفتومتري مشخص مي

اسپكتروفتومتري به دليل  ها، آزمايش گونه در اين  اينكه
شكست سلول و خروج رنگ در اثر شستشو معيار دقيقي 

، براي بررسي )18(د دهها را نشان نميماني سلولاز زنده
بلو استفاده  آميزي تريپان زنده ماني سلولي از روش رنگ

 بلو تركيب رنگي است كه از غشاي آسيب ديدهتريپان. شد
 كندهاي مرده را رنگ آميزي ميسلول عبور كرده و سلول

ابتدا محلول  ،مانيزنده آزمونبه منظور ). 2شكل (
و  فسفات بافر بلوي چهار درصد با حل كردن در تريپان

 100 آنگاه .ميكرومتر تهيه شد 22/0عبور از فيلتر 
ميكروليتر از  100ميكروليتر از سوسپانسيون سلولي با 

بلو چهار درصد مخلوط شده و به مدت پنج محلول تريپان
 10سپس . )31( دقيقه در دماي اتاق نگهداري شد

ميكروليتر از سوسپانسيون سلولي فوق بر روي صفحه 
به (زنده هاي سلول و م هموسايتومتر قرار داده شدمشبك لا

- و همچنين تعداد سلول) آبي رنگ(ه مرد و) رنگ روشن

هاي قابل مشاهده با ميكروسكوپ هاي داراي شكست
  .مورد شمارش قرار گرفتنوري 

منظور مطالعه  به تهيه نمونه ميكروسكوپ الكتروني نگاره
سوسپانسيون سلولي ليتر از ابتدا يك ميلي: ديواره سلولي

سپس طي  ،توسط بافر فسفات مورد شستشو قرار گرفت
مشاهده توسط ميكروسكوپ الكتروني  برايمراحل زير 

  :شدآماده 

  درصد 3ها به طور شبانه توسط گلوتارآلدئيد سلول تثبيت
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ها شستشوي سلولبعد و انجام شد  درجه 4تا  0در دماي 
طول  دقيقه 10هر بار و توسط بافر فسفات سه مرتبه 

 2ها توسط تتراكسيد اسميم مجدد سلول تثبيت. كشيد
ها شستشوي مجدد سلولو  ساعت 4 به مدت درصد

 دقيقه 10 به مدت توسط بافر فسفات سه مرتبه هر بار
 30ها به ترتيب توسط اتانول آبگيري سلول. انجام شد

 96درصد،  90درصد،  80درصد،  70درصد،  50درصد، 
 10به مدت  يكهر) دو مرتبه(و استون درصد  100درصد، 
توسط  ،خشك كردن نقطه بحراني نمونهو  دقيقه

  . انجام گرديد فريزدراينگ

  تجزيه  و آماري  محاسبات  :   آماري  تحليل و  تجزيه 

و   SPSS 16.0ها با استفاده از نرم افزارهايواريانس داده
MSTATC ها نيز با استفاده از مقايسه ميانگين. انجام شد

  . گرديدانجام % 5اي دانكن در سطح احتمال آزمون چند دامنه

  نتايج 
هاي برگ كشت شده در محيط كشت حاوي جداكشت

و  )گرم بر ليترميلي D )5/1-2,4هاي رشد كنندهتنظيم
بعد از گذشت يك تا دو ) گرم بر ليتريك ميلي(كينتين 

  .)1شكل ( كالوس كردندشروع به توليد هفته متورم شده و 

 
روي محيط  زايي جداكشت برگ كالوس) ؛ بMSگياهچه حاصل از بذر كشت شده در محيط كشت پايه ) الف: توتون ايشيشهكشت درون -1 شكل

  گرم بر ليتر كينتينو يك ميلي D-2,4گرم بر ليتر ميلي 5/1حاوي  MSكشت 
و  تيمار با امواج فراصوت زمان مدت نتايج تجزيه واريانس نشان داد كه اثر دما و: هاماني سلولفراصوت بر زندهثير امواج أت

ماني زنده). 1جدول (دار بوده است معني هاي توتونماني سلولبر زنده يك درصد احتمال زمان در سطح× اثر متقابل دما 
 40دماي تيمار ها در ماني سلولبيشترين سطح زنده .درصد بود 100و بدون اعمال امواج فراصوت  اتاقها در دماي سلول

گراد و دو دقيقه امواج فراصوت درجه سانتي 25دماي تيمار و ) درصد 702/76(گراد و دو دقيقه امواج فراصوت درجه سانتي
  ). 3شكل ( شدثبت ) درصد 67/75(

  
هاي مرده دهنده سلولها نشان فلش(بلو در زير ميكروسكوپ نوري رنگ شده با تريپانتوتون ) مرده(و آبي ) زنده(هاي روشن نمايي از سلول -2 شكل

  )باشندمي
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  هاي سوسپانسيون سلولي توتون سلولو درصد شكست ماني زندهدرصد  ثير امواج فراصوت برأت تجزيه واريانس -1جدول
  مربعاتميانگين  درجه آزادي  منابع تغيير

  درصد شكست سلولي  ماني سلوليدرصد زنده
 15/116 ** 50/5788** 3  دما

  82/255 **  90/8159** 3  زمان

  41/60 **  67/364** 9  زمان× دما 
  98/16 81/98 48  خطا

  %11/60  %64/31   درصد ضريب تغييرات
 درصد1داري در سطح احتمالمعني:** 

  
  هاي كشت سوسپانسيون توتونماني سلولهاي مختلف تيمار با امواج فراصوت بر درصد زندهزمانثير دما و مدت أت -3شكل 

تعيين : شكست ديواره سلولي ثير امواج فراصوت برتأ
داراي هاي درصد شكست سلول از طريق شمارش سلول

شكسته شده به دليل متلاشي شدن كامل ديواره سلولي 
ها و پخش آنها در سوسپانسيون سلولي از سلول برخي

 .دهدهاي شكسته شده را نشان نميدرصد دقيقي از سلول
ساختار سلول توسط  درتغييرات مشاهده شده 

ها با امواج ميكروسكوپ نوري، بعد از تيمار سلول
هاي ستاندازه شك. آورده شده است 4فراصوت در شكل 
كه اين تغييرات بستگي  ها متفاوت بودايجاد شده در سلول

  .داردغيره  به زمان اعمال امواج، اندازه سلول و

  زمان  مدت  و  دما  اثر  نتايج تجزيه واريانس نشان داد كه

 زمان× اثر متقابل دما همچنين و  تيمار با امواج فراصوت
دار يك درصد معني احتمال در سطح بر شكست سلولي

ولي به ترتيب شكست سل درصد بيشترين). 1جدول (بود 
دقيقه  14گراد و درجه سانتي 50دماي تيمار در مربوط به 

-درجه سانتي 25و دماي ) درصد 733/18(امواج فراصوت 

) درصد 48/17(دقيقه اعمال امواج فراصوت  20گراد و 
   .بوده است

شود كه در دماهاي با توجه به نمودار اثر متقابل مشاهده مي
افزايش زمان اعمال امواج گراد با  درجه سانتي 50و  25

ها دقيقه درصد شكست سلول 20دقيقه به  2فراصوت از 
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  .چنين روندي مشاهده نشد 60و  40دماهاي ولي در  )5شكل (افزايش يافته است داري به طور معني

  
  هاي توتوندر سلولامواج فراصوت هاي حاصل از شكست -4شكل 

  

  
  هاي مختلف امواج فراصوتزمان ها ودماهاي كشت سوسپانسيون توتون در درصد شكست سلولميانگين  -5شكل 

نتايج ميكروسكوپ الكتروني نشان داد كه امواج فراصوت 
هاي ريز تا متلاشي كردن كامل از توانايي ايجاد شكاف

وپ الكتروني همچنين نتايج ميكروسك. سلول برخوردارند
نشان داد كه امواج فراصوت علاوه بر شكست در سلول از 
توانايي ايجاد حفرات ريز در ديواره سلول نيز برخوردار 

براساس تصاوير ميكروسكوپ ). 6شكل (باشد مي
نانومتر  2/85اندازه حفرات ايجاد شده از  ،الكتروني نگاره

  ). 6شكل (ميكرومتر متغير بود  189/5تا 

  بحث

با توجه ها ماني سلولمورد تأثير امواج فراصوت بر زندهدر 
درجه  40و  25شود كه در دماهاي مشاهده مي 3شكل  به

امواج فراصوت  تيمار بازمان  مدت گراد با افزايشسانتي
. است داري كاهش يافتهنيز به طور معني هاماني سلولزنده

اني مگراد زندهدرجه سانتي 60و  50همچنين در دماهاي 
و  14هاي زمانمدت ها به شدت كاهش يافته و در سلول

به ها ماني سلولامواج فراصوت، زندهتيمار با  دقيقه 20
با اين حال، به دليل وجود اثر  .)3شكل ( است رسيدهصفر 

دار بين ميزان دما و مدت زمان تيمار با امواج متقابل معني
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يش مدت ها با افزاماني سلولفراصوت، اين كاهش زنده
زمان اعمال تيمار در همه دماهاي تيمار با امواج فراصوت 

كه با افزايش مدت زمان اعمال امواج طوريبه. يكسان نبود
- درجه سانتي 25دقيقه در دماي  8فراصوت از دو دقيقه به 

دار نبوده ولي ها معنيماني سلولگراد، كاهش درصد زنده
دار بود معنيدر ساير دماها، اين كاهش از نظر آماري 

-اي كه روي زندهدر مطالعه) 2002(ويو و لين  ).3شكل (

اند كه  اند، بيان كرده سينگ انجام دادههاي جينماني سلول
هاي طولاني اعمال امواج هاي بالا و زماندر قدرت

ها به ميزان قابل توجهي كاهش ماني سلولفراصوت، زنده
  ).37(يافته است 

 
تصوير سلول كامل سونيكه شده با ) ب ،بدون تيمار با امواج فراصوتسلول شاهد ) الف: از سلول توتون تصوير ميكروسكوپ الكتروني نگاره -6شكل 

  هاهاي حاصل از امواج فراصوت بر سطح سلول و اندازه شكافنماي نزديك از شكاف) و ت پ ،امواج فراصوت

با توجه به غلظت برابر سلول در تمامي تيمارها به دليل 
استفاده از يك سوسپانسيون سلولي در اين آزمايش، درصد 

هاي شكست سلولي در هر تيمار از مقايسه تعداد سلول
براساس  .شدهاي شاهد تعيين سالم در آن تيمار با سلول

شكست ديواره سلولي  فراصوت برثير امواج أنتايج ت
شكست سلولي مربوط  درصد بيشترينشود كه  مشاهده مي

دقيقه امواج  14گراد و درجه سانتي 50دماي تيمار در به 
گراد و درجه سانتي 25و دماي ) درصد 733/18(فراصوت 

بوده است ) درصد 48/17(دقيقه اعمال امواج فراصوت  20

 براي تكنيكاده از اين تواند در استفكه اين نتيجه مي
هاي گياهي مفيد هاي ثانويه از سلولاستخراج متابوليت

 كارايي بدليل فراصوت با روش استخراج امروزه. )2( باشد

 صورت به ،ركمت آب و انرژي مصرف و ميزان بالاتر

 به و قديمي استخراج هايبراي روش مناسب جايگزيني

 ويژه به گياهي، فراوري مواد در شده اثبات روشي عنوان

 اثر. )28(است  شده تبديل پايين مولكولي وزن با تركيبات

 گياهي مواد استخراج ميزان در فراصوت امواج افزايشي

 به آنها محتويات رهايش و هاسلول شكستن به مربوط
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 يندافر مراحل فراصوت، امواج). 19(است  محيط استخراج

 نيز و حلال جذب به منظور بافت تورم يعني استخراج

 تخلخل ايجاد طريق را از حلال به بافت از تركيبات خروج

 جرم انتقال و بهبود انتشار و هاسلول ديواره در منافذ و

 اين از استفاده ،رو اين از). 36(كنند  مي تسريع و تسهيل

 هاي گياهي،بافت از مختلف تركيبات استخراج در امواج

 و افزايش داده را استخراج فرايند سرعت و عمل بازدهي
رابطه  همين در). 35(دهد مي كاهش را حلال مصرف
امواج  كمك با كلزا دانه از روغن استخراج كه شده گزارش

ديگر  سوي از. شود مي انجام بيشتري سرعت با فراصوت
 امواج با استخراج بازدهي حلال نوع كه شده مشخص

 ايمطالعه در). 30(دهد مي قرار تأثير تحت فراصوت را

 بر بالا با قدرت فراصوت امواج از استفاده تأثير روي

 شد زيتون مشخص شده آسياب هايدانه از روغن استخراج

 گياهي هايبافت و هاسلول ديواره، امواج اين حضور در كه

 ها وفنل پلي(اكسيداني  آنتي تركيبات و شده تخريب

) كاروتنوئيد و كلروفيل(هاي رنگدانه و) هاتوكوفرول
 ارزش افزايش باعث و هيافت راه روغن داخل به بيشتري

  ).15( شوندمي ايتغذيه

سلول  دانيم يك ديواره سخت و ضخيم درهمانطور كه مي
شكل (تصاوير ميكروسكوپ الكتروني . گياهي وجود دارد

تحقيق نشان داد كه امواج فراصوت اين ) ب و پ 6
امواج  به شدتبا توجه (هاي متفاوت  منافذي با اندازه

هاي  را در ديواره سلول) فراصوت و مدت زمان تيمار
امواج فراصوت  بنابراين، استفاده از. كند توتون ايجاد مي

براي انتقال ژن به داخل  مناسبي را يك روش تواند مي
مهيا هاي طبيعي گياهي هاي گياهي و سلولپروتوپلاست

ت شده است كه تيمار با امواج فراصو ثابت). 10و  9( كند

تواند نفوذپذيري موقت غشا پلاسمايي را تغيير داده و مي
هاي مستقيم در مقايسه با ديگر روش. جذب را تسهيل كند

اي، الكتروپوريشن و ، همچون بمباران ذرهDNAانتقال 
تر انجام تواند سادهريزتزريقي، تيمار با امواج فراصوت مي

  ). 17(شود 

درجه  60و  50با افزايش دماي حمام اولتراسوند به 
  ماني گراد در تيمار امواج فراصوت، درصد زنده سانتي
ازجمله ). 3شكل (هاي توتون به شدت كاهش يافت  سلول
ماني و افزايش هايي كه ممكن است در كاهش زندهفرايند

ثر ؤهاي تيمار شده با امواج فراصوت مشكست سلول
به اثر مكانيكي و سونوشيميايي صوت اشاره توان مي ،باشند
فرايند مكانيكي فراصوت گراديانهاي فشار بالايي را . كرد

آورد كه باعث آسيب رساندن به درون مايع به وجود مي
طبق  .)27(گردد ها ميهاي بيولوژيكي و سلولبافت

مكانيزم اثرات سونوشيميايي صوت، هر حباب كاويتاسيون 
منزله ميكروراكتور  امواج فراصوت به وسيلهه توليد شده ب

و كرده كند كه توليد نقاط داغ موضعي كوچكي عمل مي
  ). 38و  32(كند هاي سلول را دناتوره تواند آنزيممي

  گيري كلينتيجه

بنابراين، با توجه به اينكه يكي از آثار امواج فراصوت در 
با توان  شا است، بنابراين ميپذيري غنفوذ افزايش هاسلول

هاي آني و يا اي از امواج كه توانايي ايجاد حفرهتعيين دامنه
براي  ،اعمال شوك با كمترين آسيب به سلول را داشته باشد

هاي ثانويه در ها و افزايش متابوليتانتقال ماكرومولكول
از تيمارهايي كه حداكثر شكست . كردسلول استفاده 
-وليت از سلولتوان براي استخراج متابمي ،سلولي را دارند

  .هاي گياهي استفاده كرد

  منابع

پاسخ شاخص كارايي فتوسنتزي . 1391. حسامي ر، شريعتي م. 1
)PIABS ( نسبت به كمبود نيترات در گياهان تنباكو)Nicotiana 

plumbaginifolia ( تراريخته شده با ژن ناقل
مجله . aبا استفاده از فلئورسنس كلروفيل   AtNRT2.1نيترات

- 569): 27( 4). مجله زيست شناسي ايران(پژوهشهاي گياهي 
579.  



 1395، 2، شماره 29جلد                                                                      )                      مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي گياهي 

449 

بررسي . 1393. زاده حرضاييان م، فرامرزي م ع، نيكنام و، ابراهيم. 2
هاي اثر تنش شوري بر رشد، پراكسيداسيون ليپيدها، زيمايه

مجله . ها در دو گونه نوستوكوتئينپاداكساينده و فيكوبيلي پر
- 661: )27( 4. مجله زيست شناسي ايران(پژوهشهاي گياهي 

673.  

. 1393. زاده مصدق پكوهي ل، زارع ن، اصغري زكريا ر، شيخ. 3
هاي مختلف بر هاي رشد گياهي و جداكشتكنندهنقش تنظيم

پاسخ كشت بافتي و سوسپانسيون سلولي بابونه آلماني 
)Matricaria chamomilla L. .( مجله اكوفيزيولوژي گياهان

  .214 -203): 30( 2زراعي 

4. Bao, S., Thrall, B.D., Miller, D.L. 1997. 
Transfection of a reporter plasmid into cultured 
cells by sonoporation in vitro.  ultrasound 
medicine biology journal. 23:953– 9. 

5. Carl, N.M.D. 1999. Rapid flowering Nicotiana 
tabacum L. Sex Plant Reproduction, 12: 123-
124. 

6. Chen, L., Jin, H., Ding, L. 2008. Dynamic 
microwave-assisted extraction of flavonoids 
from Herba Epimedii. Separation and 
Purification Technology, 59: 50-56. 

7. Dahlem, O., Reisse, J., Halloin, V. 1999. The 
radially vibrating horn: a scaling-up possibility 
for sonochemical reactions. Chemical 
Engineering Science, 54: 2829- 2838. 

8. Daniell, H. 2003. Medical molecular farming: 
expression of antibodies, biopharmaceuticals 
and edible vaccines via chloroplast genome. In: 
Plant Biotechnology 2002 and Beyond (ed. 
Vasil, I.K.). 371-376. Kluwer Academic 
Publishers. Netherlands.  

9. Fechheimer, M., Boylan, J.F., Parker, S., Sisken, 
J.E., Patel, G.L., Zimmer, S.G. 1987. 
Transfection of mammalian cells with plasmid 
DNA by scrape loading and sonication loading. 
Proceedings of National Academy of Sciences 
U.S.A. 84: 8463–7. 

10. Fechheimer, M., Taylor, D.L. 1987. Introduction 
of exogenous molecules into the cytoplasm of 
Dictyostelium discoideum amoebae by 
controlled sonication. Methods Cell Biology, 28: 
179– 90. 

11. Frizzel, L.A. 1988. Biological effects of acoustic 
cavitation. In: Ultrasound, its chemical, 
physical, biological effects (ed. Suslick, K.) 
287-303. VCH Publishers, Weinheim. 

12. Gebicki, S., Gebicki, J.M. 1993. Formation of 
peroxides in amino acids exposed to oxygen free 
radicals. Biochemical Journal, 289: 743-749. 

13. Henglein, R. 1995. Chemical effects of 
continuous and pulsed ultrasound in aqueous 
solutions. Ultrasonics Sonochemistry, 2: S115-
S121. 

14. Huber, P.E., Pfisterer, P. 2000. In vitro and in 
vivo transfection of plasmid DNA in the 

Dunning prostate tumor R3327-AT1 is 
enhanced by focused ultrasound. Gene Therapy. 
7:1516–25. 

15. Jiménez, A., Beltran, G. 2007. Highpower 
ultrasound in olive paste pretreatment. Effect on 
process yield and virgin olive oil characteristics. 
Ultrasonics Sonochemistry, 14: 725-731. 

16. Joersbo, M., Brunstedt, J. 1992. Sonication: a 
new method for gene transfer to plants. 
Physiologiae Plantarum, 85: 230-234. 

17. Jun, L. 2008. Preparation of fluorescence starch-
nanoparticle and its application as plant 
transgenic vehicle, J. Centeral South 
univiversity of Technology, 15: 768-773. 

18. Kieffer, H., Triouleyre, C., Bertsch, C., Farine, 
S., Leva, Y., Walter, B. 2004. Mannose and 
xylose cannot be used as selectable agents for 
Vitis vinifera L. transformation. 
LaboratoireVigne Biotechnologies 
etEnvironnement, 43: 35-39. 

19. Lingyun, W., Jianhua, W., Xiaodong, Z.H., Da, 
T., Yalin,Y., Chenggang, C., Tianhua, F., Fan, 
Z.H. 2007. Studies on the extracting technical 
conditions of inulin From Jerusalem artichoke 
tubers. Journal of Food Engineering, 79: 1087-
1093. 

20. Liu, Y., Uno, H., Takatsuki, H., Hirano, M., 
Sakanishi, A. 2005. In vitro transfection of 
HeLa-S3 cells and its optimal condition 
estimated by hemolysis with duty cycle 
ultrasound. European Biophysics Journal. 
34:163– 9. 

21. Liu, Y., Yang, H., Sakanishi, A. 2005. 
Ultrasound: Mechanical gene transfer into plant 
cells by sonoporation. Biotechnology advances. 
24:1-16 

22. Manas, P., Munoz, B., Sanz, D., Condon, S. 
2006. Inactivation of lysozyme by ultrasonic 
waves under pressure at different temperatures. 
Enzyme and Microbial Technology. 39: 1177-
1182. 

23. Miller, D.L., Bao, S., Gies, R.A., Thrall, B.D. 
1999. Ultrasonic enhancement of gene 
transfection in murine melanoma tumors. 



 1395، 2، شماره 29جلد                                                                      )                      مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي گياهي 

450 

Ultrasound in medicine and biology. 25:1425– 
1430.  

24. Murashige, T., Skoog, F. 1962. A revised 
medium for rapid growth and bio-assays with 
tobacco tissue cultures. Plant Physiology, 15: 
473-497. 

25. Nagarajan, K., Prasadrao, J.A.V. 2004. Textbook 
of field crops production, Published by 
Directorate of Information and Publication of 
Agriculture Indian Council of Agricultural 
Research Krishi Anusandh Bhavan, Pusa, New 
Delhi. 769-812. 

26. Potapovich, M.V., Adzerikho, I.E., Eremin, 
A.N., Metelista, D.I. 2003. Kinetics of 
inactivation of catalase in solutions under high-
and low-frequency ultrasound. Russian Journal 
of Physical Chemistry, 77: 299-306. 

27. Riesz, P., Kondo, T. 1992. Free radical 
formation induced by ultrasound and its 
biological implications. Free Radical Biology 
&Medicine, 13: 247-70. 

28. Rodrigues, S.P., Gustavo, A.S. 2007. Ultrasound 
extraction of compounds from coconut (Cocos 
nucifera) shell powder. Journal of Food 
Engineering, 80: 869-872. 

29. Rossing T.D. 2007. Introduction to Acoustics. 
In: Springer Handbook of Acoustics (ed. 
Rossing T.D.) 1-6. Springer, New York. 

30. Stanisavljevic, I.T., Lazic, M.L. 2007. Ultrasonic 
extraction of oil from tobacco (Nicotiana 
tabacum L.) seeds. Ultrasonics Sonochemistry, 
14: 646-652. 

31. Steward, N., Martin, R., Engasser, J.M., 
Goergen, J.L. 1999. A new methodology for 
plant cell viability assessment using intracellular 
esterase activity. Plant Cell Reports, 19:171–
176. 

32. Suslick, K.S. 1988. Ultrasound: Its physical, 
chemical and biological effects, VCH, New 
York. 

33. Suslick, K.S. 1989. The chemical effects of 
ultrasound. Scientific American. 260, 80-86. 

34. Tso, T.C., 2005. Production, physiology and 
biochemistry of tobacco plant. Institute of 
international development and education in 
agricultural and life sciences, New York, USA. 

35. Vilkhu, K., Mawson, R. 2008. Applications and 
opportunities for ultrasound assisted extraction 
in the food industry – A review. Innovative 
Food Science and Emerging Technologies, 9: 
161-169. 

36. Vinatoru, M. 2001. An overview of the 
ultrasonically assisted extraction of bioactive 
principles from herbs. Ultrasonics 
Sonochemistry, 8: 303-313. 

37. Wu, J., Lin, L. 2002. Elicitor-like effects of low-
energy ultrasound on plant (Panax ginseng) 
cells: induction of plant defense responses and 
secondary metabolite production. Applied 
Microbiology and Biotechnology, 59: 51–57. 

38. Wyber, J.A,. Andrews, J,. Demanuele, A. 1997. 
The use of sonication for the efficient delivery 
of plasmid DNA into cells. Pharmaceutical 
Research, 14: 750-756. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 1395، 2، شماره 29جلد                                                                      )                      مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي گياهي 

451 

 

The effect of ultrasound on viability of tobacco cells 
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Abstract 

Tobacco (Nicotianatabacum L.) is a model plant for tissue culture and genetic 
engineering from the past decades. In this study the effect of ultrasonic waves 
(produced by BANDELIN SONOREX DIGITEC) on Tobacco cells viability and 
disruption were investigated. For callus induction, tobacco leaf explants cultured on MS 
medium supplemented with 2,4-D and Kinetin. The cell suspension culture was initiated 
by transferring of calli into liquid medium. Then, the cell suspensions exposed to 
ultrasonic wave with different levels of temperature and duration. Cells viability was 
determined by Trypan blue staining, and cells disruption and morphological changes 
were determined by hemocytometer method, optical microscope and Scanning electron 
microscopy. Results showed that the viability of cells was significantly influenced by 
temperature and duration of ultrasonic waves. The highest level of cell viability was 
obtained at 40° C and 2 min ultrasonication (%76.702) and at 25° C and 2 min 
ultrasonication (%75.67). The highest cells disruption were observed at 50° C and 14 
min ultrasonication (% 18.733) and at 25° C and 20 min of ultrasonic treatment (% 
17.48). Scanning electron microscopy (SEM) was confirmed the formation of different 
sized pores on cell wall under ultrasound treatment. 
Key words: Cell Viability, Nicotiana tabacum L. ,  Suspension culture, Ultrasonic 
Waves 

 

 


