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A B S T R A C T  
Tomato (Solanum lycopersicum L.), a major crop of the Solanaceae family, is highly sensitive to 
environmental stresses, particularly drought and osmotic imbalances. Enhancing stress tolerance 
through genetic transformation represents a promising approach to ensure sustainable production. In 
this study, two tomato cultivars, CH and Rio Grande, were investigated for optimization of in vitro 
regeneration conditions and subsequent introduction of the betaine aldehyde dehydrogenase (BADH) 
gene from spinach, which is involved in the biosynthesis of glycine betaine, a known osmoprotectant. 
To establish reliable in vitro protocols, cotyledonary and hypocotyl explants from 10-day-old seedlings 
were cultured on media supplemented with different concentrations of benzyl adenine (BA) and indole 
acetic acid (IAA). In cultivar CH, cotyledon explants exhibited the highest regeneration frequency 
(96.26%) and hypocotyl explants 92.53% when cultured on 3 mg l-1 BA with 0.1 mg l-1 IAA. In Rio 
Grande, the best regeneration rates were recorded at 73.0% for cotyledon explants on 2.5 mg l-1 BA + 
0.1 mg l-1 IAA, and 66.6% for hypocotyl explants on 3 mg l-1 BA. Across all treatments, cotyledons 
consistently produced more shoots than hypocotyls. For shoot development, regenerated shoots were 
transferred to media containing different concentrations of gibberellic acid (GA3) combined with IAA. 
Increasing GA3 concentrations enhanced shoot multiplication in both cultivars, with cotyledon-derived 
shoots significantly outperforming those derived from hypocotyls. The most effective medium 
contained 3 mg l-1 GA3 with 0.1 mg l-1 IAA, producing an average of 6.67 shoots per cotyledon 
explant in CH and 6.33 in Rio Grande. For transformation, Agrobacterium tumefaciens (LBA4404) 
carrying the expression vector pRI201-AN harboring the BADH gene was employed. Hypocotyl 
explants were infected for 30 seconds, followed by co-cultivation in darkness at 28°C for 48 hours in 
the presence of 40 mg l-1 acetosyringone. The green plants resistant to 15 mg/L kanamycin were 
regenerated in the shoot induction medium and then subcultured.This condition provided the highest 
transformation efficiency, whereas deviations resulted in bacterial overgrowth or reduced 
transformation. To control bacterial proliferation during regeneration, 250 mg l-1 cefotaxime and 250 
mg l-1 vancomycin were incorporated, while selection for transgenic tissues was achieved on 
kanamycin-containing medium (15 mg l-1). Interestingly, in transformed cultures, hypocotyl explants 
showed higher regeneration rates than cotyledons, a reversal from patterns observed in the non-
transformed state. Putative transgenic shoots were confirmed molecularly using PCR, which 
consistently amplified a 1668 bp product corresponding to the BADH transgene in kanamycin-resistant 
plants, while absent in non-transformed controls.Functional evaluation of osmotic stress tolerance was 
conducted using mannitol-induced osmotic stress. Non-transformed controls exhibited chlorosis, 
dwarfing, and eventual mortality at –6 bar osmotic pressure. By contrast, BADH-expressing plants 
from both cultivars survived and maintained growth under this condition, confirming enhanced 
osmotic adjustment. Overall, these results demonstrate that optimization of regeneration protocols and 
successful transfer of the spinach BADH gene conferred improved tolerance of tomato plants to 
osmotic stress. This study highlights BADH as a valuable candidate gene for molecular breeding of 
stress-resilient tomato cultivars.
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 ـ به تحمل بهبود و شهيش در كشت سامانه توسعه  ـطر از فرنگـي گوجـه  در كيخش  قي
   )BADH( دروژنازيده ديآلدهنيبتائ ژن انتقال

 
   3انيدانش انايد ،2يسلطان ايرو ،1يلهراسب نهيتهم ،*1يجنوب سايپر

 
  دهكيچ

ت از محصولات مهـم زراعـي اس ـ   كيي Solanaceae از خانواده) .Solanum lycopersicum L( فرنگيگوجه
كـارگيري رويكردهـاي   ، نيازمنـد بـه  كيويژه خشيرزيستي، بههاي زيستي و غحساسيت بالا به تنش دليلبهكه 

از د، باش ـمـي مسير سنتز گلايسين بتائسـن   كه درگير در  BADH باشد. در اين پژوهش ژننوين اصلاحي مي
زايـي،  سازي شاخهبهينه منظوربهمنتقل شد.  فرنگيگوجه  Rio Grandeو  CHهايرقم به اسفناج جداسازي و

زايي در رين درصد بازو هيپوكوتيل در تيمارهاي هورموني مختلف ارزيابي شدند. بيشت كوتيلدوني يهاكشتجدا
 CH كـه در رقـم  طـوري بـه  ،حاصـل شـد   IAA بر ليتـر  گرمميلي 1/0 و BA بر ليتر گرمميلي 3وي محيط حا

درصـد بـاززايي    60/66 ودرصـد   30/70ترتيـب  به Rio Grande و در درصد 26/96و  درصد 53/92 ترتيب به
 ـ  3GA بـر ليتـر   گـرم ميلـي  3هـا در محـيط حـاوي    مشاهده گرديد. همچنين بهترين رشد شاخه  1/0 اهمـراه ب

  Agrobacterium tumefaciensبـا هـا  هيپوكوتيـل  تراريختـي،  فرايندبود. براي انجام  IAA بر ليتر گرمميلي
سـاعت در   48مـدت  سيرينگون، بـه بر ليتر استو گرمميلي 40 و BADH حاوي ژن pRI201-AN حامل وكتور

ط بـاززاي انتخـاب شـدند و    بر ليتر كانامايسين از محـي  گرمميلي 15گياهان سبز مقاوم به تيمار شدند.  تاريكي
به گياهان  موفق ژن بيانگر انتقال BADHمربوط به ژن باز جفت 1668حضور باند ارزيابي شدند.  PCRتوسط 

ياهان در گهاي با فشار اسمزي مختلف نشان داد اين بود. ارزيابي مقاومت گياهان تراريخت در محيطتراريخت 
تواند راهبردي مي BADH انتقال ژنرو از اينكه گياهان شاهد از بين رفتند. دار ماندند، درحاليبار پاي -6تنش 
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  مقدمه
وري گياهـان زراعـي بـه ميـزان زيـادي بـه       شد و بهرهر

 هاي محيطي وابسـته اسـت  در برابر تنشها آن حساسيت
)Lv et al., 2007 .( در شرايط طبيعي، گياهان همواره در

گيرنـد كـه موجـب    هاي غيرزيستي قرار مـي معرض تنش
هاي فيزيولوژيـك، متابوليـك،   فراينـد تغييرات گسترده در 

گـردد  ها ميبيوشيميايي، مولكولي، سلولي و حتي بيان ژن
)Miri & Zamani Moghadam, 2015  از ميان ايـن .(

تـرين عوامـل   چيدهترين و پياز مهم كيي كيها، خشتنش
شود كه علاوه بر كـاهش  محدودكننده رشد محسوب مي

عملكرد گياهان، هزينـه توليـد را نيـز افـزايش داده و در     
دهـد  سطح جهاني امنيت غذايي را تحت تـأثير قـرار مـي   

)Zangishei & Salari, 2016(  . 

هـاي  از مكانيسـم  كيگياهان براي مقابلـه بـا خش ـ  
هـا و كـاهش تعـرق    روزنه برند. كنترلمختلفي بهره مي

ــتم    ــترش سيس ــدررفت آب، گس ــوگيري از ه ــراي جل ب
هاي سازي سيستماي براي افزايش جذب آب، فعالريشه
اكسيداني (آنزيمي و غيرآنزيمي) و نيز تنظيم فشـار  آنتي

 رونـد مـي  شـمار بـه ترين اين سازوكارها اسمزي از مهم
)Taghdisi Sayyar et al., 2016ــي) ي از  كـ

هاي كليدي در اين شرايط، تجمع اسموليت هايواكنش
دار بـات نيتـروژن  كيهـا و تر سازگار مانند قندها، پروتئين

كوچك است كه بدون داشـتن اثـرات سـمي، پتانسـيل     
). Jarin et al., 2024كنند (اسمزي سلول را تنظيم مي

ــايين  ــين بت ــيي) GB( گلايس ــم ك ــن  از مه ــرين اي ت
ها است كه در سيتوپلاسم گياهان تحت تـنش  اسموليت

تجمع ايـن  ). Huang et al., 2000( يابدآبي تجمع مي
تواند سبب كاهش پراكسيداسيون غشا، حفظ ب ميكيتر

 ،هـا و بازيـابي تجمـع پـروتئين    كيپايداري ترمودينـامي 
حفاظــت از ســاختار غشــاي ســلولي و همچنــين بهبــود 

). اين Zhao et al., 2020شود ( II وسيستمعملكرد فت
هاي تحمل به استرس گيـاه  تواند مكانيسماسموليت مي

سازي ، فعالتنشرا فعال كند، كه شامل انتقال سيگنال 
هـاي  اكسـيدان هاي مقاومـت، افـزايش سـطح آنتـي    ژن

آنزيمي و غيرآنزيمي، حفظ فشار اسمزي سلول، تقويـت  
حفاظت از دستگاه يكپارچگي غشاي سلولي و همچنين 

  II (PSII) ويـژه كمـپلكس فوتوسيسـتم   فتوسنتزي، به
  ).Niazian et al., 2021( شودمي

در گياهان عالي شامل اكسيداسيون  GB مسير بيوسنتز
آلدهيـد اسـت. آنـزيم    اي كولين از طريـق بتـائين  دو مرحله

واكـنش مرحلـه نخسـت و    ) CMO( كولين مونواكسـيژناز 
واكـنش مرحلـه    )BADH( دهيـدروژناز آلدهيد آنزيم بتائين

مطالعـات   ).Jin et al., 2024( كننـد بعدي را كاتـاليز مـي  
 و CMO هـاي اند كه افزايش بيـان ژن متعددي نشان داده

BADH  در گياهان زراعي موجب افزايش توانايي سازگاري
 Huang et al., 2000; Jia( شودهاي اسمزي ميبا تنش

et al., 2002; Di et al., 2015  .(  
ــي  ــين بررس ــان داده همچن ــا نش ــير  ه ــه مس ــد ك ان

در تحمـل بـه    GB در كنار سـنتز  MAPK دهيسيگنال
توانـد  مـي  BADH ها نقشي اساسي دارد و ورود ژنتنش

هاي غيرزيستي را بـه شـكل   ميزان مقاومت گياه به تنش
 ,.Golestan Hashemi et al( چشمگيري افزايش دهد

2018; Li et al., 2019; Zhao et al., 2020  .(  
، مـواد  هاميندارا بودن ليكوپن، ويتا دليلبه فرنگيگوجه

ــدها و تر ــدني، كارتنوئي ــيكيمع ــات آنت ــوعب ــيداني متن  اكس
)Sandhya et al., 2022(از محصـولات مهـم و    كـي ، ي

شود. با اين حال، عملكرد استراتژيك كشاورزي محسوب مي
ستي قـرار  هاي زيستي و غيرزيآن به شدت تحت تأثير تنش

ي هـا روشدارد. لذا توسعه ابزارهاي بيوتكنولـوژي از جملـه   
بهبـود صـفات مطلـوب آن     منظـور بـه باززايي و انتقـال ژن  

ضرورت دارد. باززايي مؤثر در گياهان به عواملي نظير نوع و 
 هـا بسـتگي دارد  ب هورمـون كي ـسن جداكشت، غلظت و تر

)Koul et al., 2014; Gerszberg et al., 2015; 

Stavridou et al., 2019; Krishna et al., 2021.( 
تحت  Agrobacterium همچنين كارايي انتقال ژن توسط

ب كي ـتأثير عواملي مانند ژنوتيـپ گيـاه، نـوع جداكشـت، تر    
بات فنلي نظير استوسـيرنگون قـرار   كيها و كاربرد ترهورمون

محـيط كشـت،    pH همچونعوامل ديگري همچنين  دارد.
ســـاختارهاي و  Agrobacterium هـــايســـلولتـــراكم 

 ,Senapati( بودنـد  مـؤثر در كارايي تراريختـي  پلاسميدي 

2016; Alatar et al., 2017; Kumar et al., 2018; 
Lee et al., 2020; Dulam et al., 2022 .(  



 ـطر از يفرنگ ـگوجـه  در يخشـك  بـه  تحمل بهبود و شهيش در كشت سامانه توسعه :و همكاران جنوبي            34  دروژنازي ـده دي ـآلدهنيبتـائ  ژن انتقـال  قي
)BADH(      

 

بهبـود تحمـل بـه    		بنابراين، در پژوهش حاضر با هـدف 
 فرايندسازي ، بهينهفرنگياه گوجههاي غيرزيستي در گيتنش

مدنظر قرار  Agrobacterium از طريق BADH انتقال ژن
زمـان آغشـتگي   گرفت. در اين راستا، اثر عواملي نظير مدت

ب كيـــبـــه اگروبـــاكتريوم، اســـتفاده از تر هـــاكشـــتجدا
ــب   ــاب مناس ــيرنگون، انتخ ــت   استوس ــوع و غلظ ــرين ن ت

رسـي  ها و ساير متغيرهاي مؤثر بر تراريختـي بر بيوتيكآنتي
حمـل  تكارايي انتقال ژن افزايش يافتـه و اثـر آن بـر    		شد تا

  . رددارزيابي گ فرنگيفشار اسمزي در گياهان تراريخت گوجه
  

  هاروشو  مواد
 فرنگـــيگوجـــه CH و Rio Grande بـــذر دو رقـــم

)Solunum lycopersicom L. ( اصلاح نهال مؤسسهاز 

ابتـدا   بـذور   يسـاز سـترون براي  گرديد تهيه و كرج بذر و
 مدتهب 20تويين در آب مقطر استريل و يك قطره ها بذر
بـا آب   وشوشست بارسه پس از  ور شدنددقيقه غوطه 15

 ودرصـد  25/1ها در هيپوكلريت سديم بذر ،مقطر استريل
و سـه بـار    شـدند  ورغوطـه دقيقه  15 مدتبهدرصد  5/2

 30 مـدت بهدرصد  70با اتانول  وشوشست. آبكشي شدند
 لامينـار انجـام شـد. كشـت بـذور در      ثانيه در زيـر هـود  

فاقــد  )MS  )Murashige & Skoog, 1962محــيط
و در  انجـام شـد   زنيجوانه برايرشد  كنندهتنظيمهرگونه 

سـاعت   16و  تـاريكي سـاعت   8 اتاق كشت با فتوپريـود 
  روز قرار گرفتند. 10 مدتبه روشنايي

  
 و) SIM( نوسـاقه ي محيط كشت القـاي  سازبهينه
  )SMM( شاخسارهارشد 

ــيط كشــت   ــه مح ــت تهي ــم MSجه ــاي لازم از حج ه
و  هاويتاميني كم مصرف، ها ي پر مصرف، نمكهانمك
م بر ليتر آگار گر 8گرم بر ليتر ساكارز و  30 همراهبهآهن 

اخه از دو باززايي ش ـ منظوربهشد.  تنظيم pH ،8/5تهيه و 
ده شـد. محـيط   جداكشت كوتيلدوني و هيپوكوتيلي اسـتفا 

 در )BA( كشت القاي نوساقه حاوي هورمون بنزيل آدنين
 گـرم ميلي 3و  5/2، 2، 5/1، 1، 5/0ي مختلف (هاغلظت

در ليتـر اينـدول اسـتيك     گـرم ميلي 1/0 همراهبهدر ليتر) 
  رفت.كار به )IAA( اسيد

پس از سه هفته گياهان باززايي شده جداشـدند و بـراي   

ــيط    ــه مح ــاخه ب ــولي ش ــد ط ــون   MSرش ــاوي هورم ح
 3و  2، 1ي مختلـف ( هـا غلظـت ) بـا  3GA( اسـيد جيبرليك

در ليتـر اينـدول    گـرم ميلـي  1/0 همـراه بهدر ليتر)  گرمميلي
واكشــت شــدند. از بهتــرين محــيط كشــت  اســتيك اســيد

يي و رشـد طـولي شـاخه بـراي مراحـل انتقـال ژن       زاشاخه
  استفاده گرديد.  

  
  BADHكلونينگ ژن 
ه اسفناج با شـمار  BADHژن  cDNA، سازيبراي همسانه

سنتز شده بود  pUC57حامل كه در  U69142.1دسترسي 
 روش شـوك حرارتـي  بـه DH5α سويه  E. coliبه باكتري 

 )Sambrook & Russell, 2001( ي معمولهاروشطبق 
 20آگـار حـاوي    LBمحـيط  بـر روي    هـا باكتريشد.  وارد
از ، ندكشـت شـد   سـيلين آمپي بيوتيكآنتيدر ليتر  گرمميلي
 حضـور ژن تأييـد  منظـور  به بيوتيكآنتيي مقاوم به هاكلني

بــا پرايمرهــاي  PCR همچنــين واكــنش هضــم آنزيمــي و
  .انجام شد) 1اختصاص ژن (جدول 

 دوگانـه سـنتزي در حامـل    BAHDي ژن سـاز همسانه
pRI201-AN شكل  انجام شد)a -1.(     بـراي ايـن منظـور

  pUC57و حامــل pRI201-ANهضــم آنزيمــي حامــل 
و  SalIهـاي محـدودالاثر   توسط آنـزيم  BAHDحاوي ژن 

NdeI    37شـبانه در   صـورت بـه انجام گرفت. هر واكـنش 
بـرش خـورده    DNAگراد قرار داده شد. سپس سانتيدرجه 

و حامــل  1668bpبــا انــدازه  قطعــات ژن. الكتروفــورز شــد
ت كي ـشـده پـس از بـرش از روي ژل، بـا اسـتفاده از      خطي

اتصـال آنزيمــي ژن  . ، خــالص شـدند DNAسـازي  خـالص 
BAHD  دوگانهدر حامل pRI201-AN   توسط آنـزيمT4 

گــراد ســانتيدرجــه  22شــبانه در دمــاي  صــورتبــهليگــاز 
ترانسـفورم   هـا بـاكتري  ،به روش شوك حرارتـي . قرارگرفت

ــت  ــر روي پلي ــپس ب ــدند و س ــار LBداراي  ش ــاوي  آگ ح
كانامايسين كشت شـدند. پـس از    گرمميلي 10 بيوتيكآنتي

با آغازگرهـاي   PCRسازي، همسانهتأييد  ها برايرشد كلني
حامـل   ). همچنـين b -1(شـكل   انجـام شـد   M13عمومي 

توســط  هضــم آنزيمــيتخلــيص شــد و مــورد  پلاســميدي
از  .قرارگرفـــت  NdeIو  SalIهـــاي محـــدودالاثر آنـــزيم
 - 70درشده استوك حاوي گليسرول تهيه و هاي تعيينكلون
   د.گراد قرار داده شسانتيدرجه 
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 BADHحضور  ژن تأييد  :b ؛ي شده براي انتقال به اگروباكتريومسازهمسانه  BADHحاوي ژن  pRI201-AN وكتور بياني )a .1شكل 

 PCR: كنترل منفي (محصول 4، چاهك M13ي عمومي آغازگرهابا  PCR: محصول كلني 3تا  1هاي ،  چاهكpRI201-ANسنتزي در حامل 
: پلاسميد 7، چاهك 1kb: نشانگر وزن مولكولي 6)، چاهك BADHحاوي ژن  pUC57حامل  PCR: كنترل مثبت (محصول 5چاهك  ،فاقد نمونه)

. مشاهده قطعه NdeIو  SalIهاي برش خورده با آنزيم pRI201-ANب كي: حامل نوتر8و  9هاي ب بدون واكنش هضم آنزيمي، چاهككينوتر
1668 bp حضور ژن  دهندهنشانBADH  .در حامل بياني است  

Figure 1. (a) Expression vector pRI201-AN containing the cloned BADH gene for transformation into 
Agrobacterium. (b) Confirmation of the presence of the synthetic BADH gene within the pRI201-AN vector. Lanes 1–3: 

colony PCR products amplified using universal M13 primers; lane 4: negative control (PCR without template DNA); lane 
5: positive control (PCR product from pUC57 plasmid containing BADH gene); lane 6: 1 kb DNA molecular weight 

marker; lane 7: undigested recombinant plasmid; lanes 8 and 9: recombinant pRI201-AN vector digested with SalI and 
NdeI restriction enzymes. Detection of a 1668 bp fragment confirms the presence of the BADH gene within the 

expression vector. 

  
 ينسس ـمفااگروبـاكتريوم تـو  ب به كيانتقال حامل نوتر

 ذوب انجـام شـد   روش انجمـاد و بـه  LBA 4404 سـويه 
)Sambrook & Russell, 2001( . تأييـد   منظـور بـه

 بيوتيكآنتيانتقال وكتور، اين باكتري در محيط داراي دو 
ــر  گــرمميلــي 10كانامايســين   6/0 و ريفامپيســيندر ليت

كشت داده شدند. براي حصول اطمينـان   درليتر گرمميلي
  .استفاده شد PCRبيشتر، از روش كلوني 

  
  با آگروباكتريوم هاكشتآغشتگي جدا

كشت شبانه آگروباكتريوم يك كلني از بـاكتري، درون  براي 
كشـت داده   Q LABاز شـركت   LB Brothمحيط مغذي 

بر  گرمميلي 50شده ازي ترانسفرمهاكلنيشد. جهت انتخاب 
بر ليتر ريفامپيسـين اسـتفاده    گرمميلي 50ليتر كانامايسين و 

شد. سپس فالكون مورد نظر يك شب در انكوباتور شيكردار 
  OD: 1قرار گرفـت تـا بـه     گرادسانتيدرجه  28و در دماي 

  10000rpmدقيقـه و بـا سـرعت     15 مدتبهبرسد. سپس 
رسـوب بـاكتري بـا محلـول آغشـتگي       سانتريفيوژ گرديـد. 

 سوسپانسـيون هـم حجـم درآمـده و     صورتبهآگروباكتريوم 
مختلـف   هـاي بـه نسـبت  (رسوب باكتري: محيط آغشتگي) 

ساعت در دماي  1 مدتبهسازي شدند و ) رقت2:1 ،1:2،1:1(
  محيط قرار گرفتند.

  
  با اگروباكتريوم هاكشتي جداكشتهم
برگ  هيپوكوتيل و يهاكشتجدا كردن تراريخت منظوربه
 صورت بدين شد. استفاده روزه10هاي دانه رست از ايلپه

 متفـاوت  هـاي زمـان  مدت در روزه 10ي هاكشتكه جدا
 مختلف سوسپانسـيون ي هاترق ثانيه) به 60و  30، 15(

 به شدهآلوده يهاكشتجدا. دگرديدن آغشته باكتري سلول

 شـده اسـتريل  صـافي  كاغذ روي بر باكتري سوسپانسيون

 .شوند كاغذ جذبها آن اضافي هايباكتري تا گرفتند قرار



 ـطر از يفرنگ ـگوجـه  در يخشـك  بـه  تحمل بهبود و شهيش در كشت سامانه توسعه :و همكاران جنوبي            36  دروژنازي ـده دي ـآلدهنيبتـائ  ژن انتقـال  قي
)BADH(      

 

 ،MSي هـا نمـك  يحاو يكشتهم يطمح يسپس بر رو
 40گلـوكز و   تـر يبـر ل  گـرم ميلـي  50 ، آهـن، هـا مينويتا
ايجـاد   بـراي  .قرار گرفتند نگونيرياستوس تريبر ل گرمميلي

 پيچيـده  آلومينيـوم  فويـل  درون هـا پليـت  ،تاريكي شرايط
 28ي دما با رشد اتاق درساعت  72يا  48 مدتبه و شدند

   گرفتند. قرار گرادسانتي درجه
  

  باززايي و انتخاب گياهان تراريخت شده
 هـا كشتجدا نوساقه توليد منظوربهي كشتهم مرحله از پس

ينـه  كه به) SIM( القاي شاخه محيط هفته درون دو مدتبه
 3 و IAAبــر ليتــر  گــرمميلـي  1/0 هــايغلظـت هورمــون 

 ي مختلـف هـا غلظـت  را داشتند و بـا  BAبر ليتر  گرمميلي
 15 و سـيم سفوتاك ليتـر  بـر  گـرم ميلـي  250( كيبيـوتي آنتي

 ليتـر  بـر  گـرم ميلـي  250 و ليتركانامايسـين  بـر  گـرم ميلـي 

 50و سفوتاكسـيم  ليتـر  بـر  گـرم ميلي 250( و) ونكومايسين
 ليتـر  بـر  گـرم ميلـي  250 و كانامايسـين  ليتـر  بـر  گرمميلي

 15 و سفوتاكسـيم  ليتـر  بـر  گـرم ميلي 250( و) ونكومايسين
  .گرفتند رارق تكميل شده بودند،) ليتركانامايسين بر گرمميلي

شد رمرحله پرآوري به مرحله شده از باززاييهاي ساقه
بـر ليتـر    گـرم ميلي 3غلظت هورموني بهترين ها با شاخه

3GA بر ليتر  گرمميلي 1/0 و IAA  گرمميلي 250با كه 

غني  ايسينكانام ليتر بر گرمميلي 50 و سفوتاكسيم ليتر بر
كشـت   محـيط  درون هفتـه  هر و شدندمنتقل شده بودند،

  .گرديدند واكشت جديد
  
  انتقال ژن در گياهان تراريخت مولكوليتأييد 

از گياهــان  ،BADH ژن خـارجي  ورودبـراي اطمينـان از   
 ـ مقاوم بـه كانامايسـين و شـاهد،    سبز تراريخت ه روش ب

CTAB   استخراجDNA   صورت گرفت و با پرايمرهـاي
 وانجـام شـد     PCR) واكـنش 1اختصاصـي ژن (جـدول   

  انجام گرفت.بر روي ژل اگارز الكتروفورز 
  

  BADHتوالي پرايمرهاي اختصاصي ژن  .1جدول 
Table 1. Specific primer sequences of the BADH gene 

Primer Name  Primer sequence  TM 

F-BADH  5`-GCGTTCCCAATTCCTGCTC-3` 53.2º C

R-BADH 5`-TCAAGGAGACTTGTACCATCCC-3` 54.8º C

در تـنش   گياهـان تراريخـت  ارزيابي ميزان تحمل 
  اسمزي

ي اسـمزي در  هـا تـنش ارزيـابي ميـزان تحمـل     منظوربه
ــان تراريخــت  ــاوي ژن  0Tگياه ــدادي از ، BADHح تع

مقـاوم بـه    شـده سـبز تراريخـت   شـده ي بـاززايي هاشاخه
كانامايسين به محيط كشت داري فشار اسـمزي واكشـت   

ا ر اسـمزي قند مانيتول شرايط تـنش  از آنجايي كه  شدند.
لفـي از  ، در محيط كشـت مقـادير مخت  كندميي سازشبيه

شـده در  ي ذكرهـا غلظـت  براسـاس رفت و كار به مانيتول
، -3، -2، -1، صفرفشارهاي اسمزي متفاوت ( )2(جدول 

ايجـاد گرديـد و    in vitroيط بـار) در شـرا   -6و  -5 ،-4
ــل    ــت نس ــاهد و تراريخ ــان ش ــم   0Tگياه ــر دو رق از ه

 ـپـس از  واكشت شـدند و  ها آن در فرنگيگوجه ك مـاه  ي
  .بررسي گرديدها آن ميزان تحمل

  
جاد فشارهاي رفته مانيتول براي ايكار به يهاغلظت .2جدول 

  )Gangopadhyay et al., 1997(  اسمزي مختلف
Table 2. Applied mannitol concentrations for the 

induction of different osmotic potential 

8/44  84/36  4/29  22  17  3/7  
  غلظت مانيتول

)1-g l(  

 پتانسيل اسمزي  - 1  - 2  - 3  - 4  - 5  - 6
(bar)  

  
 نتايج

تـرين محـيط   انتخاب مناسبي بذور و سازسترون
  يي و رشد شاخسارهزاشاخه
و دبـذرها بـراي هـر    ي سـاز سترونروش براي ترين مؤثر
 15 مدتبهدرصد  25/1 هيپوكلريت سديم، استفاده از رقم

 و بـا آب مقطـر اسـتريل    وشوشست، سپس سه بار دقيقه
 ثانيه و 30  مدتبهدرصد   70الكل پس از آن استفاده از 

 10عد از بذور ب با آب مقطر استريل بود. وشوشستسه بار 
 موفق داشتند.  زنيجوانهروز  14تا 

درصــد بيشــترين  CHدررقــم نتــايج نشــان داد كــه 
 از كوتيلـدوني دو جداكشـت هيپوكوتيـل و   در هر باززايي 

بـر   گـرم ميلـي  1/0و  BAبر ليتر  گرمميلي 3 گيريكاربه
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  . )a-2آمد (شكل دست به 26/96و درصـد   53/92ترتيببا يي به زاشاخهمحيط در  IAAليتر 

  
  .Rio Grande: رقم b ؛CH: رقم aيي. زاشاخهدر محيط  فرنگيگوجهي كوتيلدوني و هيپوكوتيل در ارقام هاكشتدرصد  باززايي جدا .2 شكل

Figure 2. Percentage of regeneration in cotyledon and hypocotyl explants of tomato cultivars under shoot induction 
medium. a: Cultivar CH; b: Cultivar Rio Grande. 

  
كوتيلدوني بيشـترين  جداكشت براي دررقم ريوگرانده 

 گرمميلي 5/2از تيمار  زاييدرصد باززايي در محيط شاخه
درصـد   IAA 3/70بـر ليتـر    گرمميلي 1/0و  BAبر ليتر 

ــراي جداكشــت هيپوكــوتيلي. حاصــل شــد  در حاليكــه ب
درصـد   6/66بـا و  BAدر ليتـر   گـرم ميلـي  3گيري كاربه

 ـ   ا بيشترين درصد باززايي مشاهده شد. دركليـه تيمارهـا ب
درصــد بــاززايي شــاخه در هــر دو  BAافــزايش غلظــت 

 ي بـين دارمعنـي جداكشت افزايش نشان داد ولي تفـاوت  
مشاهده نشـد   BAدر ليتر  گرمميلي 3و  5/2گيري كاربه

 ينسبت به هيپوكـوتيل  كوتيلدونيجداكشت ). b-2(شكل 
و ريوگرانده عملكرد مطلوب تـري در   CHدر هر دو رقم 

   ).3كل (ش داشت شاخهباززايي 
دهد كه نوع رقم آمده نشان ميدستالگوي باززايي به

توجهي بر ظرفيت بـاززايي گيـاه   و منشاء بافتي تأثير قابل
ي كوتيلدوني در هـر دو رقـم از كـارايي    هاكشتدارد. جدا

ــه جدا  ــاخه نســبت ب ــاي ش ــالاتري در الق ــاكشــتب ي ه
 هيپوكوتيلي برخوردار بودند كه احتمالاً به تفاوت در ميزان

هـاي رشـد در   كننـده تمايزپذيري و محتواي ذاتي تنظـيم 
هاي مختلف مربوط است. همچنين افزايش غلظـت  بافت

بـاززايي شـد، امـا در     فراينـد سيتوكنين موجـب تحريـك   
ي بالاتر، پاسخ باززايي به حالت اشباع رسـيده و  هاغلظت

داري مشاهده نشد. اين روند بيانگر آن است اختلاف معني
 ــ ــادل غلظ ــه تع ــش  ك ــين نق ــيتوكنين و اكس ــين س ت ب

اي در تنظـيم مسـير مورفـوژنز داشـته و اثـر      كنندهتعيين
توانـد  هـا بسـته بـه ژنوتيـپ مـي     كنندهمتقابل اين تنظيم

  .هاي آشكاري در ميزان باززايي ايجاد كندتفاوت

  
در محيط القاي  فرنگيگوجهشده باززاييقايسه شاخسارهاي م .3 شكل

در ليتر  گرمميلي 1/0و  BAدر ليتر  گرمميلي 3) حاوي SIMشاخه (
IAA .a هيپوكوتيل :CH ،b هيپوكوتيل :Rio Grande ،c كوتيلدون :

CH ،d كوتيلدون :Rio Grande.  
Figure 3. Comparison of shoots regenerated in tomato on 
shoot induction medium (SIM) containing 3 mg l-1 BA and 
0.1 mg l-1 IAA. a: CH hypocotyl, b: Rio Grande hypocotyl 

c: CH cotyledon, d:   Rio Grande cotyledon. 

  
منظـور رشـد طـولي و توسـعه     شده بههاي باززاييشاخه

) حـاوي  SMMهاي هوايي به محيط رشد شاخسـاره ( اندام
هـا بـا   منتقل شدند. تعـداد شـاخه   3GAهاي مختلف غلظت

اسيد در هر دو رقم افزايش رليكافزايش غلظت هورمون جيب
ــي ــم  معن ــر دو رق ــان داد. در ه ــده  CHداري نش و ريوگران

جداكشت كوتيلدوني نسبت بـه جداكشـت هيپوكـوتيلي بـا     
افزايش تعداد شاخه بيشتري را نشـان   3GAافزايش غلظت 
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كــه بيشــترين تعــداد شــاخه از طــوري). بــهa -4داد (شــكل 
ــه ــارگيري ب ــي 3ك ــر ميل ــرم درليت ــم  در 3GAگ از  CHرق

شاخه حاصل شـد كـه    67/6جداكشت كوتيلدوني به ميزان 
هاي هاي حاصل از جداكشتداري با تعداد شاخهتفاوت معني

هـاي  هيپوكوتيلي نشان داد. در رقم روگرانده نيـز جداكشـت  
بيشترين تعداد  3GAگرم درليتر ميلي 3كوتيلدوني با غلظت 

داري بـا  وت معنيشاخه توليد كردند كه تفا 33/6شاخه را با 
  ).b -4ديگر تيمارها نشان داد (شكل 

  

  
  Rio Grande: رقم CH، b:  رقم a. فرنگيگوجهر ارقام اي و هيپوكوتيل دي  برگ لپههاكشتي حاصل از  جداهاشاخسارهرشد  .4شكل 

Figure 4. Growth of shoots derived from cotyledon leaf and hypocotyl explants in tomato cultivars. a: Cultivar CH; b: 
Cultivar Rio Grande. 

  
اه براي هر دو رقم گي شاخسارهترين رشد مؤثردر كل 

بـر   گرمميلي 3 در محيطها آن زماني بود كه فرنگيگوجه
گرفتنـد  ميقرار IAA بر ليتر  گرمميلي 1/0و  3GAليتر  

 كوتيلـدوني و ريـو گرانـده، جداكشـت     CHبين دو رقم  و
ــوتيل   ــه هيپوك ــبت ب ــيط  ينس ــرد  SMMدر مح عملك

)، از اينـرو از ايـن محـيط    5داشـتند (شـكل   تري مطلوب
  كشت براي مراحل تراريختي استفاده شد. 

هـاي حـاوي   محـيط شده به هاي باززاييانتقال شاخه
نشـان داد كـه ايـن     اسـيد جيبرليـك ي مختلـف  هاغلظت

هورمون نقش مؤثري در تحريك رشد طـولي و افـزايش   
، رشـد  اسيدجيبرليكها دارد. با افزايش غلظت تعداد شاخه

داري بهبـود يافـت و   طور معنيشاخساره در هر دو رقم به
تري نسبت به ي كوتيلدوني پاسخ رشدي قويهاكشتجدا
ي هيپوكوتيلي نشان دادنـد. ايـن امـر بيـانگر     هاكشتجدا

و  اسـيد جيبرليكهاي كوتيلدوني به حساسيت بالاتر بافت
ي هوايي است. هااندامدر مسير توسعه ها آن كارايي بيشتر
اسـيد و  ب بهينه جيبرليككيرسد ترنظر ميدر مجموع، به

مطلوبي براي  كياكسين در محيط رشد، شرايط فيزيولوژي

توانـد بـراي   ها فراهم كـرده و مـي  تمايز شاخساره رشد و
  .مراحل بعدي باززايي و تراريختي مورد استفاده قرار گيرد

  
ي و مقايسه شاخسارهاي حاصل از دو جداكشت كوتيلدون .5شكل 

در محيط رشد  فرنگيگوجهو ريوگرانده  CHهيپوكوتيلي در ارقام 
 گرميليم 1/0و  3GA در ليتر  گرمميلي 3) حاوي SMMشاخساره (

: Rio Grande ،c: هيپوكوتيل CH ،b: هيپوكوتيل IAA .aدر ليتر 
 Rio Grande: كوتيلدون CH ،dكوتيلدون 

Figure 5. Comparison of shoots produced tomato 
cultured on shoot maturation medium (SMM) 

containing 3 mg l-1 GA3 and 0.1 mg l-1 IAA. a: CH 
hypocotyls, b: Rio Grande hypocotyls c: CH 

cotyledons, d:   Rio Grande cotyledons 
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   ي هيپوكوتيلي و كوتيلدونيهاكشتتراريختي جدا
رويـه  از عمده مشكلات كار با آگروباكتريوم رشد بي كيي

 باعـث كـه  د باشميدر محيط كشت باززايي گياه  باكتري
هـاي مهـار   هاراز  كيگردد، يمي هاكشترفتن جدادستاز

 ؤثرم ـ زمـان تعيـين حـداقل   آگروبـاكتريوم،   رويـه بيرشد 
كـاهش   د.باش ـمـي  با آگروباكتريوم هاكشتآغشتگي جدا

اد ايج ـباكتري باعـث  پايين ميزان تراكم زمان آغشتگي و 
با  و كاهش تراريختي مي شود از طرف ديگر اثر نامطلوب

افزايش زمان آغشتگي شانس آلودگي و تهـاجم بـيش از   
و  هـا كشترفتن جداگروباكتريوم بالا رفته و باعث ازبينآ حد

داد  گرديد. نتايج نشانعدم دسترسي به گياهان تراريخت مي
سوسپانسـيون   1:1ثانيـه  بـا نسـبت     30كه زمان آغشتگي 

  سلولي بيشترين درصد تراريختي را ايجاد كرد.
م بـا  ي آگروبـاكتريو كشـت همدر دوران  ،از سوي ديگر

ي نيـز بـر   كشتهماي محيط و مدت زمان دم هاكشتجدا
 رد دما و زمانميزان تراريختي تاثير مستقيم دارد. بهترين 

ــيط  ــممح ــته ــاعت  48 ،يكش ــاي  درس ــه 25دم  درج
دمـاي  چرا كـه  . آمددست به تاريكي شرايطدر  گرادسانتي

 ن ازو گياهـا  بالاتر سرعت رشد باكتري را افزايش مي داد
زمانهـاي  . بين مي رفتند و تراريختي صورت نمي گرفـت 

 وداد  بيشتر از دو روز نيز آلودگي را به شدت افزايش مـي 
   ساعت ميزان تراريختي را كاهش مي داد.  24زمان 
 در كنتــرل رشــد آگروبــاكتريوم مــؤثرهــاي از راه كــيي

ونكومايســين و  بيوتيــكآنتــياســتفاده همزمــان از دو نــوع 
ــاخه ( فوتاكســيم س ــاززايي ش ــاوي SIMدر محــيط ب  3) ح

ي هـا غلظـت تـرين  . مناسـب بـود  BAبـر ليتـر    گـرم ميلي
بـر   گـرم ميلـي   250 گيريكاربه محيطاين در  كيبيوتيآنتي

 بر ليتر ونكومايسـين  گرمميلي 250 همراهبهليتر سفوتاكسيم 
شده در محيط انتخاب از بود. براي انتخاب گياهان تراريخت

هر  هاكشتاستفاده شد. جدابر ليتر كانامايسين  گرمميلي 15
  شدند. دو هفته به محيط مشابه واكشت مي

يسـين  ي سبز مقاوم بـه كاناما هاشاخهپس از باززايي 
شـاخه   رشد شاخسارها، گياهان به محـيط رشـد   منظوربه
)SMM 3درليتـر   گـرم ميلـي  3) حاويGA  1/0و IAA 

 همراهبه ر ليتر سفوتاكسيمب گرمميلي  250تكميل شده با 
  ند. منتقل گرديد بر ليتر ونكومايسين گرمميلي 250

در  كـه  كشـت بافـت  نتايج حاصل از مراحل  برخلاف
 ي كوتيلدونيهاكشتجدايي درصد باززايي زاشاخهمحيط 

 درصـد مشاهده شد كـه   بود، بيشتر ينسبت به هيپوكوتيل
ز اصل احسبز مقاوم به كانامايسين  باززايي گياهان تراريخته

در  هـر دو رقـم    كوتيلـدون جداكشت هيپوكوتيل نسبت به 
CH  6(شكل  داشت يدارمعنيو ريوگرانده افزايش.(  

ي كشتهمسازي شرايط آغشتگي و طور كلي، بهينهبه
تراريختـي دارد،   فراينـد اي در موفقيـت  كنندهنقش تعيين

ماس با آگروبـاكتريوم و  اي كه تعادل ميان ميزان تگونهبه
اي برخوردار است. اسـتفاده  كنترل آلودگي از اهميت ويژه

ها موجب مهار رشد باكتري بيوتيكب مناسب آنتيكياز تر
هاي گيـاهي شـد و امكـان بـاززايي     بدون آسيب به بافت

هاي مقاوم را فـراهم كـرد. بـرخلاف رونـد     مؤثر شاخساره
ر گياهان تراريخت شده در باززايي غيرتراريخت، دمشاهده

ي هيپوكـوتيلي كـارايي بـالاتري در بـاززايي     هاكشتجدا
 كيهاي فيزيولـوژي نشان دادند كه احتمالاً ناشي از تفاوت

  .و انتخاب است سازيآلوده فراينددر پاسخ به 
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  .: رقم ريوگراندهCH ،bرقم  a:. فرنگيگوجهاي در ارقام درصد گياهان سبزتراريخت حاصل از دو جداكشت هيپوكوتيل و برگ لپه .6شكل 
Figure 6. Percentage of transgenic green plants obtained from two hypocotyl and cotyledon leaf explants in tomato 

cultivars. a: CH, b: Rio Grande cultivar. 
  

  آناليز مولكولي گياهان تراريخته
ن سبز در گياها BADHحضور ژن خارجي تأييد منظور به

ژنــومي  DNA ،تراريخــت شــده مقــاوم بــه كانامايســين
اج و ريوگرانده اسـتخر  CHهر دو رقم  گياهان تراريختاز

واكـنش   BADHژن گرديد و با پرايمرهـاي اختصاصـي   
PCR  مشــاهده  7انجــام شــد. همانگونــه كــه در شــكل
حضـور ژن   دهنـده نشان  1668bp د، حضور باند گردمي

كـه در  ، در حاليدر گياهان تراريخت بـود  BADHخارجي 
  گياهان شاهد در هر دو رقم اين باند مشاهده نشد. 

  

 
در گياهان تراريخت شده  BADHبررسي بيان ژن  .7شكل 

چاهك  ؛Rio Grande: گياه تراريخت رقم 2. چاهك فرنگيگوجه
م : گياه تراريخت رق 4چاهك ؛Rio Grande: گياه شاهد رقم 3

CHگياه شاهد رقم 5چاهك  ؛ :CHنشانگر 6و 1چاهك هاي ؛ : 
SMOBIO 1Kb plus  1668. مشاهده قطعه bp دهندهنشان 

  د.باشميدر گياهان تراريخت هر دو رقم  BADHحضور ژن خارجي 
Figure 7. Analysis of BADH gene expression in 

transgenic tomato plants. Well 2: transgenic plant of 
Rio Grande cultivar; Well 3: control plant of Rio 
Grande cultivar; Well 4: transgenic plant of CH 

cultivar; Well 5: control plant of CH cultivar; Wells 1 
and 6: SMOBIO 1Kb plus marker. The presence of a 

1668 bp band indicates the presence of the foreign 
BADH gene in transgenic plants of both cultivars. 

  

ارزيابي آستانه تحمـل تـنش اسـمزي در گياهـان     
  تراريخت

 شده با ژنبررسي ميزان تحمل گياهان تراريخت منظوربه
BADH،   هــاي كشــت بــا بــه محــيطتراريخــت گياهـان

ي مختلـف  هـا غلظـت  كه توسط متفاوتپتانسيل اسمزي 
ايجاد شده بودند، واكشـت   SMMمحيط  درقند مانيتول 

 انگياه ـ . تغييرات ريخت شناسـي و ميـزان تحمـل   شدند
بـا   تراريخته در هر دو رقم نسبت به شـاهد و در مقايسـه  

ان گياه ـ. ر گرفـت فشارهاي اسمزي بالا مورد ارزيابي قرا
 ـ - 4 تـا فشـار   فرنگيگوجه در امـا   ،ار را تحمـل كردنـد  ب

يدا فشارهاي اسمزي بيشتر رنگ گياهان به زردي تمايل پ
فشـار   درنهايـت در شـد تـا    تركوچك هابرگكرد، اندازه 
 دليــلبــهتمــام گياهــان شــاهد  تقريبــاًبــار  -6اســمزس 

 ـ     لحساسيت به تنس اسمزي بـالا از بـين رفتنـد. در مقاب
 و ريوگرانده حـاوي ژن  CHگياهان تراريخت هر دو رقم 

BADH  ه توانستند فشاراسمزي بالا را تحمل كرده و زنـد
و  BADHعملكـرد ژن   دهنـده نشـان بمانند كه اين امـر  

 ـ  وده افزايش سنتز گلايسين بتائين در گياهان تراريخـت ب
ي اسـمزي گرديـده   هـا تـنش كه منجر به افزايش تحمل 

 ). 8است (شكل 

 

 
در  فرنگيگوجهو ريوگرانده  CHشده دو رقم گياهان باززايي .8 شكل

 ياهانگا در مقايسه ب ،شرايط محيط كشت بدون مانيتول و فشار اسمزي
  ار.ب - 6در فشار اسمزي   BADHشاهد و تراريخت حاوي ژن 

Figure 8. Regenerated plants of two tomato cultivars, 
CH and Rio Grande, under culture conditions without 
mannitol and osmotic pressure, compared to control 
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and transgenic plants containing the BADH gene under 
an osmotic pressure of 6 bar. 

  
 گيري و نتيجه بحث

ها براي القاي باززايي و سازي نوع و غلظت هورمونبهينه
وابسـتگي زيـادي بـه ژنوتيـپ      فرنگيزايي در گوجهشاخه

اي از انــد كــه طيــف گســتردهدارد. مطالعــات نشــان داده
ي مختلف بـراي ارقـام   هاغلظتهاي رشد در كنندهتنظيم

شــوند و هــر دســته از متفــاوت ايــن گيــاه اســتفاده مــي
هاي متعددي از رشد و نمو اثرگذارند. فرايندها بر هورمون

ها تحت كنتـرل بـيش از   فراينداز آنجا كه بسياري از اين 
كننده هستند، اين تعامل احتمالاً از طريـق  يك نوع تنظيم

 IAAو  ARRهـاي  مسيرهاي سيگنالينگ وابسته بـه ژن 
 .)Bhatia et al., 2004( ودشانجام مي

ب كي ـترنتايج پژوهش حاضر نشـان داد كـه بهتـرين    
ــتقيم از جدا   ــاززايي مس ــراي ب ــوني ب ــتهورم ــاكش ي ه

و ريوگرانده، استفاده از  CH هيپوكوتيل و كوتيلدوني ارقام
بود.  IAA بر ليتر گرمميلي 1/0 و BA بر ليتر گرمميلي 3

بر   (2013) و همكاران  Otroshy	ها با گزارشاين يافته
اسـخ  روي واريته سرازيزوفورم مشابهت دارد. به عـلاوه، پ 

ي كـه  طوربهي متفاوت، متغير بود؛ هاغلظتها به ژنوتيپ
درصــدي در جداكشــت  95در تحقيقــات قبلــي، بــاززايي 

و باززايي  IAA گرمميلي 5/0و  BA گرمميلي 2اي با لپه
 BA گرمميلي 3درصدي در جداكشت هيپوكوتيل با  77

 Otroshy et( گزارش شد كه همسو با نتايج حاضر است

al., 2013( .  عوامل متعدد ديگري همچون ژنوتيپ، سـن
و انــدازه جداكشــت نيــز در بــاززايي گياهــان نقــش      

  Ajenifujah Solebo	اي دارند. براي نمونه،كنندهتعيين
نشـان   فرنگـي طي پژوهشي بر گوجه) 2014( و همكاران

 1و  BA بـر ليتـر   گـرم ميلـي  1دادند كه محـيط حـاوي   
ان بـاززايي را در  بـالاترين ميـز   NAA بـر ليتـر   گرمميلي
داشـت. ايـن نتـايج بـا      همراهبهي كوتيلدوني هاكشتجدا

ــه ــام  يافت ــي در ارق ــق فعل ــل از تحقي ــاي حاص و  CH ه
  .ريوگرانده تطابق دارد

هاي سـيتوكنيني  از نظر فيزيولوژيك، حضور هورمون
بـا  هـا  آن بكي ـبراي تقسيم سـلولي ضـروري بـوده و تر   

 ،حـال . با ايـن شودزايي ميها سبب تحريك شاخهاكسين
كننده نوع پاسخ گيـاه  نسبت اين دو دسته هورموني تعيين

شـده را تنهـا بـه يـك     تـوان اثـرات مشـاهده   است و نمي
ــوع   هورمــون خــاص نســبت داد. تغييــرات در مقــدار و ن

هاي توليدي اثر مسـتقيم  ها بر تعداد شاخسارهكنندهتنظيم
و  ميـان ارقـام   كـي هـاي ژنتي دارد. علاوه بر اين، تفـاوت 

توانند نيز در نتايج باززايي مؤثر هستند كه مي هاكشتجدا
اي و هـــاي هســـتهتحـــت كنتـــرل هـــر دو نـــوع ژن

ــ ــميسيتوپلاسـ ). Otroshy et al., 2013( ندباشـ
 ب بهينـه كي ـتر	كلي، نتايج اين مطالعه نشان داد كهطوربه

BA و IAA      در ارقام آزمايشـي نقـش اساسـي در بهبـود
و شرايط  كيهاي ژنتيآن با ويژگيو همراهي 	باززايي دارد

توانـد پاسـخي كارآمـد بـراي     فيزيولوژيك جداكشت مـي 
ي مؤثر كشت بافت و مهندسي ژنتيـك در  هاروشتوسعه 
  .فراهم كند فرنگيگوجه
  

  ي غير زيستيهاتنشگياهان تراريخت مقاوم به 
از راهبردهاي اساسي در افزايش تحمل گياهـان بـه    كيي

ارقـام و   كـي پتانسـيل ژنتي 	زگيـري ا ، بهـره كيتنش خش ـ
نـژادي  است. از آنجا كـه اصـول بـه   ها آن كياصلاح ژنتي

هـا در  و نقـش ژن  كـي مبتني بر شناخت پارامترهاي ژنتي
شرط ها، پيشكنترل صفات است، درك نحوه عملكرد ژن

 شــودهــاي اصــلاحي محســوب مــيموفقيــت در برنامــه
)Maioli et al., 2024.( از  كــيعنــوان يبــه كيخشــ

ــده در منــاطق خشــك و  ممهــ ــرين عوامــل محدودكنن ت
اي كـه كمبـود   گونهشود، بهخشك جهان شناخته مينيمه

گسيختگي آب در گياه موجب اختلال در متابوليسم، از هم
هـا، كـاهش جـذب    ساختار سلولي، كاهش فعاليت آنـزيم 

توقف رشد و حتـي مـرگ گيـاه     درنهايتعناصر غذايي و 
در  ).Miri & Zamani Moghadam, 2015( گـردد مي

ــا بــه هــاي كــارگيري پاســخچنــين شــرايطي، گياهــان ب
هاي دفـاعي خـود را   فيزيولوژيك و بيوشيميايي، مكانيسم

بـات  كيهـا و تر كننـد. در ايـن ميـان، پـروتئين    فعال مـي 
نقشي كليـدي   )GB( گلايسين بتائين	اسموليتي همچون

ــي  ــا م ــلولي ايف ــت س ــن تردر حفاظ ــد. اي ــكنن ــا كي ب ب
هاي از اجزاي سلولي در برابر تنش	حفاظت اسمزي	ايجاد
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ــ ــي كيخش ــنتز محافظــت م ــير بيوس ــد. در مس ، GB كن
نقشي محـوري  ) BADH( آلدهيد دهيدروژنازبتائين	آنزيم
 كـه كمبـود آب سـبب افـزايش بيـان ژن     طـوري به ،دارد

BADH و تجمع GB شود در برگ و ريشه مي)Jarin et 

al., 2024يد هآلدبتائين ،دهيدروژنازبتائين آلدهيد  ). آنزيم
كند. اين واكنش، آخـرين و  بتائين اكسيد ميرا به گليسين

 است كولين از بتائينگليسين بيوسنتزناپذير مرحله برگشت
 ســلول در را حفــاظتي اســموليت ايــن ســطح مســتقيماً و

در  .)Munoz-Clares et aol., 2010دهـد ( مي افزايش
و استفاده  BADH خارجيبا انتقال ژن 	پژوهش حاضر نيز

فعـال، بيـان ايـن ژن و در    بـيش  CaMV35S از پروموتر
 .نتيجه ظرفيت اسموليتي گياه افزايش يافته است

ي متنوعي هاروشهاي گياهي انتقال ژن به سلول براي
 Agrobacterium tumefaciens		وجود دارد، اما استفاده از

ترين رويكردهـا  از پركاربردترين و ساده كيي		شدهخلع سلاح
است. اين روش بدون نياز به تجهيزات پيچيده، امكان انتقال 

سازد و احتمال پايدار ژن به ژنوم گياهان زراعي را فراهم مي
طـور  خاموشي ژن در آن اندك است. تاكنون اين فناوري به

به كار  فرنگيآميز در گياهاني همچون كاهو و گوجهموفقيت
رفته شده است و از قابليـت بـالايي بـراي توليـد گياهـان      گ

 ,.Purly & Agrawal( تراريخـت پايـدار برخـوردار اسـت    

2006; Chetty et al., 2013.(  
 LBA4404 ســــــويه	ر ايــــــن پــــــژوهش ازد

 pRI121-AN بكي ـحامـل پلاسـميد نوتر  	آگروباكتريوم
ــتفاده شـــد. در ميـــان انـــواع  BADH حـــاوي ژن اسـ

عنوان بهترين ريزنمونـه بـراي   به	لهيپوكوتي	،هاكشتجدا
انتخـاب گرديـد. ايـن     فرنگـي تراريختي هر دو رقم گوجه

كوتيلـدوني را   هـا كـه جداكشـت   نتيجه با برخي گـزارش 
 ,.Goedeke et al( اند متفاوت استتر معرفي كردهموفق

 )2014(و همكـاران   Sunكه با گـزارش  حاليدر ).2007
گيري هيپوكوتيـل  كاربه تر حاصل ازمبني بر نتايج مناسب

و 	تمـايزتر كـم 	افت هيپوكوتيـل معمـولاً  ب همخواني دارد.
هاي آن ظرفيت تقسيم تر از كوتيلدون است و سلولجوان

زايـي و  بيشتري براي ورود به مسير كـالوس  زداييو تمايز
 دزايــي پــس از عفونــت بــا آگروبــاكتريوم دارنــهرشاخســا

)Manamohan et al., 2011 .(يپوكوتيل سطح مقطع ه

و بافت پارانشيمي آن امكان نفـوذ بهتـر آگروبـاكتريوم و    
كنـد، در  را فـراهم مـي   آلـوده هاي تر سلولاستقرار پايدار

هاي واقعاً باززايـا  در سلول T-DNA نتيجه احتمال ادغام
  ).  Sivankalyani et al., 2014( بيشتر است

ن زمـا 		تراريختـي، تعيـين   فراينداز مراحل مهم در  كيي
ني است. زمـان طـولا  		با آگروباكتريوم هاكشتآغشتگي جدا

رگ مسبب تكثير بيش از حد باكتري و بروز آلودگي شديد و 
ا ركه زمان كوتاه، احتمال انتقال ژن حاليشود، درها ميبافت

 30زمــان 		ضــر نشــان داد كــهدهــد. نتــايج حاكــاهش مــي
و  Liu	كـه بـا گـزارش    كـرد  بهتـرين پاسـخ را ايجـاد   		ثانيه

كار گرفتند تفاوت دقيقه را به 15كه زمان ) 2022( همكاران
ت انتخـاب غلظ ـ 		از ديگر عوامل كليدي در تراريختـي،  .دارد

يــن مطالعــه، اســت. در ا		بيوتيــك گزينشــگرمناســب آنتــي
عنوان بهتـرين سـطح   به		ميكروليتر 15 كانامايسين با غلظت

گزينش مـورد شناسـايي قـرار گرفـت و نتـايج مطلـوبي در       
  .هاي تراريخت نشان دادگري ريزنمونهغربال

ي مختلـف  هـا غلظـت 	در پژوهش حاضر با استفاده از
بـار   -6شـرايط تـنش اسـمزي    	ل در محيط كشتمانيتو

 ـ    كـه درحالياعمال شد.  ن گياهـان شـاهد (وحشـي) در اي
شرايط دچار زردي بـرگ، كـاهش شـديد سـطح بـرگ و      

ــت  گياهــان تراريخــت حــاوي ژن	مــرگ شــدند، درنهاي
BADH ه وانستند اين فشار اسمزي را تحمل كرده و زندت

Vı	رشآمـده مشـابه گـزا   دسـت بمانند. نتـايج بـه   ́tová  و
اسـت كـه نشـان دادنـد القـاي تـنش       ) 2022( همكاران

ــاه   ــانيتول در گي ــا م ــمزي ب   Apium graveolens	اس
  .تغييرات ريختي شديد و كاهش رشد را به دنبال داشت

هـاي گيـاهي مؤيـد    گونـه هاي بسياري در ساير بررسي
ــش ژن ــنش   BADH نق ــه ت ــل ب ــزايش تحم ــاي در اف ه

) 2017( و همكـاران  Tian عنوان نمونه،به غيرزيستي است.
بـه ذرت   Atriplex micrantha		از BADH بـا انتقـال ژن  

كويتين، افزايش بيـان گلايسـين   تحت كنترل پروموتر يوبي
را بتايين و رشد بالاتر گياهان تراريخت تحت تنش شـوري  

 BADH		سويا، تراريختي با ژن		همچنين، در. گزارش كردند
موجـب افـزايش    Atriplex canescens		شـده از اسـتخراج 

و اجـزاي   POX زني، محتواي پرولين، فعاليتشاخص جوانه
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 Qin et( عملكرد در گياهان تراريخت نسبت به شاهد گرديد

al., 2017.( طــور مشــابه، تراريختــيبــه		گــردوي ايرانــي 
)Juglans regia L..(  بـا ژن		BADH     منجـر بـه افـزايش

 شـد ) NaCl( و شوري) PEG( هاي اسمزيتحمل به تنش
)Rezaei Qusheh Bolagh et al., 2020( . در مــدل

منجر  FLD		و BADH		هايآرابيدوپسس، انتقال ژن		گياهي
رفتن ميزان گليسين بتايين و پرولين، افزايش نسبت به بالاتر
 آلدهيـد ديالكتروليـت و مـالون  بي و كـاهش نشـت   آب نس

)MDA (كيشد كه به افزايش مقاومت گياهان در برابر خش 
در غلات نيـز نتـايج   . )Yu et al., 2017( و شوري انجاميد

ــزارش شــده اســت   )2019( و همكــاران  Li		.مشــابهي گ
ــان   HvBADH1		ژن ــدم ن ــه گن ــو ب  Triticum( را از ج

aestivum (     هـاي  لايـن منتقل كردنـد و نشـان دادنـد كـه
، تجمع بيشتر گليسين Na/+K+ تراريخت داراي نسبت بالاتر

بودنـد. بـه همـين     NaCl بتايين و نرخ بقاي بالاتر در تنش
در ذرت نشان دادند كـه  ) 2020( و همكاران Zhao		ترتيب،

زني، صـفات مورفولوژيـك،   موجب بهبود جوانه BADH		ژن
و كـاهش  ) SODو CAT ،POX( اكسـيداني فعاليت آنتـي 

زميني، انتقال سيب		علاوه بر اين، در .گرديد MDA توايمح
  Atriplex canescens		شـــده ازاســـتخراج BADH		ژن

 و 2O2H موجب افزايش پرولين و كلروفيل، همراه با كاهش
MDA  ــد ــوري ش ــرايط ش . )Ali et al., 2020( در ش
 Atriplex		منشـأ بـا   BADH در گندم حاوي ژن، همچنين

hortensis   ــواي ــزايش محت ــدها اف ــل، كاروتنوئي  ،كلروفي
2Ca+- هاي بـالاتر واكـنش هيـل و فعاليـت بـالاتر     فعاليت

ATPase هـاي فتوسـنتزي در غشـاي تيلاكوئيـد     و فعاليت
مشاهده شد و تجمع گليسين بتـايين منجـر بـه حفاظـت از     

 عملكرد غشاهاي تيلاكوئيـد گرديـد  و  كمپلكس فتوسنتزي
)Tian et al., 2017 .(  

با ) 2002( و همكاران Jia	،فرنگيگياه گوجه در زمينه
به اين گيـاه   Atriplex hortensis	از BADH	انتقال ژن

بتايين را افـزايش داده و مقاومـت   توانستند ميزان گليسين
هاي پژوهش حاضر نيز در به شوري را تقويت كنند. يافته

از  BADH انتقـال ژن 	كـه طوريبه ،همين راستا قرار دارد
موجب افـزايش تحمـل گياهـان     ،فرنگيبه گوجه	اسفناج

 ـا ن،يبنابرا. تراريخت به تنش اسمزي گرديد پـژوهش   ني
در  BADHگـــزارش موفـــق از انتقـــال ژن  نينخســـت
توسعه  يبرا ييمبنا تواندياست و م رانيدر ا فرنگيگوجه

در  يسـت يرزيغ يهـا مقاوم بـه تـنش   ختيترار يهانيلا
  باشد. ندهيآ ياصلاح يهابرنامه

، BA هـاي ي بهينه هورمـون هاغلظتدر اين پژوهش، 
IAA 3 وGA فرنگـي گوجـه هاي براي باززايي و رشد شاخه 

بـه هـر دو    BADH آميز ژن. انتقال موفقيتندشناسايي شد
گليسـين   شده و باعث افزايش تجمعتأييد  فرنگيگوجهرقم 
رديـد.  گبار  -  6ين و بهبود تحمل فشار اسمزي تا حدود ئبتا
تنهـا عملكـرد   يـن رويكـرد نـه   دهـد كـه ا  يج نشـان مـي  نتا

هاي غيرزيسـتي بهبـود   فتوسنتزي و رشد گياه را تحت تنش
مؤثري براي مقابله با  كارراهعنوان تواند بهبخشد بلكه ميمي

كـار  تغيير اقليم در كشـاورزي آينـده بـه   خشكسالي و اثرات 
ي بـاززايي و  هـا روشسـازي  گرفته شـود. توسـعه و بهينـه   

 در هاشمقاومت به تنهاي اير ژنتراريختي، فرصت ورود س
وليـد  گياهان را فراهم ساخته و پتانسيل افـزايش پايـداري ت  

انـداز آينـده،   دهد. در چشممحصولات كشاورزي را ارتقا مي
ي نـوين كشـاورزي   هـا روشب مهندسـي ژنتيـك بـا    كيتر
تواند به حفـظ امنيـت غـذايي جهـاني و كـاهش اثـرات       مي

  .محيطي كمك كندزيست
  

  قدردانيتشكر و 
ايــن پــژوهش بــا حمايــت معاونــت پژوهشــي و نــوآوري 

و پژوهشگاه ملـي مهندسـي ژنتيـك و    دانشگاه خوارزمي 
 انجام پذيرفته اسـت كـه بـدين وسـيله از    زيست فناوري 

   گردد. ميقدرداني ها آن
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