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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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 «مقاله پژوهشی»

 قیهطر از فرنگیگوجهه در کیخشه بهه تحمل بهبود و شهیش در کشت سامانه توسعه

  (BADH) دروژنازیده دیآلدهنیبتائ ژن انتقال

 
  3انیدانش اناید ،1یسلطان ایرو ،2یلهراسب نهیتهم ،*1یجنوب سایپر

 
 دهکیچ

ت از محصولات مهم زراعیی اسی کیی Solanaceae از خانواده( .Solanum lycopersicum L) فرنگیگوجه
کارگیری رویکردهیای ، نیازمنید بیهکیویژه خشیرزیستی، بههای زیستی و غحساسیت بالا به تنش دلیلبهکه 

از د، باشیمییسین بتائسین مسیر سنتز گلا که درگیر در  BADH باشد. در این پژوهش ژننوین اصلاحی می
زایی، سازی شیاخهبهینه منظوربهمنتقل شد.  فرنگیگوجه  Rio Grandeو  CHهایرقم به اسفناج جداسازی و

زایی در رین درصد بازو هیپوکوتیل در تیمارهای هورمونی مختلف ارزیابی شدند. بیشت کوتیلدونی یهاکشتجدا
 CH کیه در رقیمطوریبه ،حاصیل شید IAA بیر لیتیر گرممیلی 1/0 و BA بر لیتر گرممیلی 3محیط حاوی 

درصید بیاززایی  60/66 ودرصید  30/70ترتیب به Rio Grande و در درصد 26/96و  درصد 53/92 ترتیب به
 1/0 همیراه بیا 3GA بیر لیتیر گیرممیلی 3ها در محییط حیاوی مشاهده گردید. همچنین بهترین رشد شیاخه

  Agrobacterium tumefaciensبیاهیا هیپوکوتیل تراریختیی، فراینیدبرای انجام  بود. IAA بر لیتر گرممیلی
سیاعت در  48میدت سیرینگون، بهبر لیتر استو گرممیلی 40 و BADH حاوی ژن pRI201-AN حامل وکتور
و ط بیاززای انتخیاش شیدند بر لیتر کانامایسین از محیی گرممیلی 15گیاهان سبز مقاوم به تیمار شدند.  تاریکی
به گیاهان  موفق ژن بیانگر انتقال BADHمربوط به ژن باز جفت 1668حضور باند ارزیابی شدند.  PCRتوسط 

یاهان در گهای با فشار اسمزی مختلف نشان داد این بود. ارزیابی مقاومت گیاهان تراریخت در محیطتراریخت 
تواند راهبردی می BADH انتقال ژنرو از این .که گیاهان شاهد از بین رفتندار پایدار ماندند، درحالیب -6تنش 

 .های اسمزی باشدو افزایش تحمل آن به تنش فرنگیکارآمد در اصلاح مولکولی گوجه
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 مقدمه
وری گیاهیان زراعیی بیه مییزان زییادی بیه شد و بهیرهر

 های محیطی وابسیته اسیتدر برابر تنشها آن حساسیت
(Lv et al., 2007 .) در شرایط طبیعی، گیاهان همواره در

گیرنید کیه موجیب های غیرزیستی قیرار میمعرض تنش
های فیزیولوژییک، متابولییک، فراینیدتغییرات گسترده در 

گیردد ها میبیوشیمیایی، مولکولی، سلولی و حتی بیان ژن
(Miri & Zamani Moghadam, 2015 از میان این .)

ترین عوامیل ترین و پیچییدهاز مهم کیی کیها، خشتنش
شود که علاوه بر کیاهش محدودکننده رشد محسوش می

عملکرد گیاهان، هزینیه تولیید را نییز افیزایش داده و در 
دهید سطح جهانی امنیت غذایی را تحیت تییریر قیرار می

(Zangishei & Salari, 2016) . 

های از مکانیسیم کیرای مقابلیه بیا خشیگیاهان بی
ها و کیاهش تعیر  برند. کنترل روزنیهمختلفی بهره می

بییرای جلییوگیری از هییدررفت آش، گسییترش سیسییتم 
های سازی سیستمای برای افزایش جذش آش، فعالریشه
اکسیدانی )آنزیمی و غیرآنزیمی( و نیز تنظیم فشیار آنتی

 رونیدمی شیماربهترین ایین سیازوکارها اسمزی از مهم
(Taghdisi Sayyar et al., 2016ی )از  کیییی

های های کلیدی در این شرایط، تجمع اسمولیتواکنش
دار بیات نیتیروژنکیهیا و ترسازگار مانند قندها، پروتئین

کوچک است که بدون داشیتن اریرات سیمی، پتانسییل 
(. Jarin et al., 2024کنند )اسمزی سلول را تنظیم می

تیییرین ایییین از مهم کییییی( GB) نگلایسیییین بتیییایی
ها است که در سیتوپلاسم گیاهان تحت تینش اسمولیت

تجمع ایین (. Huang et al., 2000) یابدآبی تجمع می
تواند سبب کاهش پراکسیداسیون غشا، حفظ ب میکیتر

 ،هییاو بازیییابی تجمییع پروتئین کیپایییداری ترمودینییامی
 حفاظییت از سییاختار غشییای سییلولی و همچنییین بهبییود

(. این Zhao et al., 2020شود ) II عملکرد فتوسیستم
های تحمل به استرس گییاه تواند مکانیسماسمولیت می

سازی ، فعالتنشرا فعال کند، که شامل انتقال سیگنال 
های اکسیییدانهییای مقاومییت، افییزایش سییطح آنتیژن

آنزیمی و غیرآنزیمی، حفظ فشار اسمزی سلول، تقوییت 
و همچنین حفاظت از دسیتگاه  یکپارچگی غشای سلولی

  II (PSII) ویژه کمیپلک  فوتوسیسیتمفتوسنتزی، بیه
 (.Niazian et al., 2021) شودمی

در گیاهان عالی شامل اکسیداسیون  GB مسیر بیوسنتز
آلدهیید اسیت. آنیزیم ای کیولین از طرییق بتائیندو مرحله

واکینش مرحلیه نخسیت و ( CMO) کولین مونواکسییژناز
واکینش مرحلیه  (BADH) آلدهید دهییدروژنازنآنزیم بتائی

مطالعیات  (.Jin et al., 2024) کننیدبعیدی را کاتیالیز می
 و CMO هیایاند که افزایش بییان ژنمتعددی نشان داده

BADH  در گیاهان زراعی موجب افزایش توانایی سازگاری
 Huang et al., 2000; Jia) شودهای اسمزی میبا تنش

et al., 2002; Di et al., 2015 .) 
انیید کییه مسیییر ها نشییان دادههمچنییین بررسییی

در تحمیل بیه  GB در کنار سینتز MAPK دهیسیگنال
توانید می BADH ها نقشی اساسیی دارد و ورود ژنتنش

های غیرزیستی را بیه شیکل میزان مقاومت گیاه به تنش
 ,.Golestan Hashemi et al) چشمگیری افزایش دهد

2018; Li et al., 2019; Zhao et al., 2020 .) 
، میواد هیامیندارا بودن لیکوپن، ویتا دلیلبه فرنگیگوجه

 اکسیییدانی متنییوعبییات آنتیکیمعییدنی، کارتنوئیییدها و تر
(Sandhya et al., 2022)از محصییولات مهییم و  کییی، ی

شود. با این حال، عملکرد استراتژیک کشاورزی محسوش می
و غیرزیسیتی قیرار  های زیستیآن به شدت تحت تیریر تنش

ی هیاروشدارد. لذا توسعه ابزارهیای بیوتکنولیوژی از جملیه 
بهبییود صییفات مطلییوش آن  منظوربییهبییاززایی و انتقییال ژن 

ضرورت دارد. باززایی مؤرر در گیاهان به عواملی نظیر نیوع و 
 هیا بسیتگی داردب هورمونکییسن جداکشیت، غلظیت و تر

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

Stavridou et al., 2019; Krishna et al., 2021.) 
تحیت  Agrobacterium همچنین کارایی انتقال ژن توسط

ب کییتیریر عواملی ماننید ژنوتییگ گییاه، نیوع جداکشیت، تر
بات فنلی نظیر استوسییرنگون قیرار کیها و کاربرد ترهورمون
محییط کشیت،  pH همچیونعوامل دیگری همچنین  دارد.

سیییاختارهای و  Agrobacterium هایسیییلولتیییراکم 
 ,Senapati) بودنید میؤرردر کیارایی تراریختیی پلاسمیدی 

2016; Alatar et al., 2017; Kumar et al., 2018; 

Lee et al., 2020; Dulam et al., 2022 .) 
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(BADH)     

 

بهبیود تحمیل بیه  بنابراین، در پژوهش حاضر بیا هید 
 فرایندسازی ینه، بهفرنگیاه گوجههای غیرزیستی در گیتنش

مدنظر قیرار  Agrobacterium از طریق BADH انتقال ژن
زمان آغشیتگی گرفت. در این راستا، ارر عواملی نظییر میدت

ب کییییبیییه اگروبیییاکتریوم، اسیییتفاده از تر هاکشیییتجدا
ترین نیییوع و غلظیییت استوسییییرنگون، انتخیییاش مناسیییب

ها و سایر متغیرهای مؤرر بیر تراریختیی بررسیی بیوتیکآنتی
حمیل تکارایی انتقال ژن افیزایش یافتیه و اریر آن بیر  شد تا

 . رددارزیابی گ فرنگیفشار اسمزی در گیاهان تراریخت گوجه
 

 هاروشو  مواد
 فرنگیگوجیییه CH و Rio Grande بیییذر دو رقیییم

(Solunum lycopersicom L. ) اصلاح نهال مؤسسهاز 

  ابتیدابیذور  یسیازسترونبیرای  گردید تهیه و کرج بذر و
 مدتهب 20تویین در آش مقطر استریل و یک قطره ها بذر
بیا آش  وشوشست بارسه پ  از  ور شدنددقیقه غوطه 15

 ودرصید 25/1ها در هیپوکلریت سیدیم بذر ،مقطر استریل
و سیه بیار  شیدند ورغوطیهدقیقه  15 مدتبهدرصد  5/2

 30 میدتبهدرصد  70با اتانول  وشوشست. آبکشی شدند
 لامینییار انجیام شید. کشیت بییذور در ییر هیودرانییه در ز
فاقیید  MS  (Murashige & Skoog, 1962)محییط
و در  انجیام شید زنیجوانه برایرشد  کنندهتنظیمهرگونه 

سیاعت  16و  تیاریکیسیاعت  8 اتا  کشت با فتوپرییود
 روز قرار گرفتند. 10 مدتبه روشنایی
 

 و( SIM) نوسااههی محیط کشت القاای سازبهینه

 (SMM) خسارهاشارشد 
هییای لازم از حجییم MSجهییت تهیییه محیییط کشییت 

و  هاویتامینی کم مصر ، ها ی پر مصر ، نمکهانمک
م بر لیتر آگار گر 8گرم بر لیتر ساکارز و  30 همراهبهآهن 
اخه از دو باززایی شی منظوربهشد.  تنظیم pH ،8/5تهیه و 

 جداکشت کوتیلدونی و هیپوکوتیلی اسیتفاده شید. محییط
 در (BA) ت القای نوساقه حاوی هورمون بنزیل آدنینکش

 گیرممیلی 3و  5/2، 2، 5/1، 1، 5/0ی مختلیف )هاغلظت
در لیتیر اینیدول اسیتیک  گیرممیلی 1/0 همراهبهدر لیتر( 
 رفت.کار به (IAA) اسید

پ  از سه هفته گیاهان باززایی شده جداشیدند و بیرای 

حییاوی هورمییون  MSرشیید طییولی شییاخه بییه محیییط 
 3و  2، 1ی مختلییف )هییاغلظت( بییا 3GA) اسیییدجیبرلیک
در لیتیر اینیدول  گیرممیلی 1/0 همراهبیهدر لیتیر(  گرممیلی

واکشییت شییدند. از بهتییرین محیییط کشییت  اسییتیک اسییید
یی و رشیید طییولی شییاخه بییرای مراحییل انتقییال ژن زاشییاخه

 استفاده گردید.  
 

 BADHکلونینگ ژن 
اسفناج بیا شیماره  BADHژن  cDNAسازی، برای همسانه
سنتز شده بیود  pUC57حامل که در  U69142.1دسترسی 
 روش شیو  حرارتییبیهDH5α سویه  E. coliبه باکتری 
 (Sambrook & Russell, 2001) ی معمولهاروشطبق 
 20آگیار حیاوی  LBمحییط بیر روی   هیاباکتریشد.  وارد
از ، ندکشیت شید سییلینآمپی بیوتییکآنتیدر لیتر  گرممیلی
 حضیور ژنتیییید منظور بیه بیوتییکآنتیی مقاوم به هانیکل

بییا پرایمرهییای  PCR همچنییین واکیینش هضییم آنزیمییی و
 .انجام شد( 1اختصاص ژن )جدول 

 دوگانییهسیینتزی در حامییل  BAHDی ژن سییازهمسانه
pRI201-AN شیکل  انجام شد(a-1.)  بیرای ایین منظیور

  pUC57و حامییل pRI201-ANهضییم آنزیمییی حامییل 
و  SalIهییای محییدودالارر توسییط آنزیم BAHDحییاوی ژن 

NdeI   37شیبانه در  صیورتبهانجام گرفیت. هیر واکینش 
بیرش خیورده  DNAگراد قرار داده شد. سیپ  سانتیدرجه 

و حامییل  1668bpبییا انییدازه  قطعییات ژن. الکتروفییورز شیید
ت کیییشییده پیی  از بییرش از روی ژل، بییا اسییتفاده از خطی
تصییال آنزیمییی ژن ا. ، خییالص شییدندDNAسییازی خالص

BAHD  دوگانهدر حامل pRI201-AN  توسیط آنیزیمT4 
گراد سییانتیدرجییه  22شییبانه در دمییای  صییورتبهلیگییاز 
ترانسیفورم  هیاباکتری ،به روش شیو  حرارتیی. قرارگرفت

حییاوی  آگییار LBدارای  شییدند و سییپ  بییر روی پلیییت
کانامایسین کشیت شیدند. پی  از  گرممیلی 10 بیوتیکآنتی

با آغازگرهیای  PCRسازی، همسانهتییید  ها براییرشد کلن
حامیل  (. همچنیینb-1)شیکل  انجیام شید M13عمومی 

توسییط  هضییم آنزیمیییتخلیییص شیید و مییورد  پلاسییمیدی
از  .قرارگرفیییت  NdeIو  SalIهیییای محیییدودالارر آنزیم
 -70شده استو  حاوی گلیسرول تهییه و درهای تعیینکلون
  .دگراد قرار داده شسانتیدرجه 
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 BADHحضور  ژن تییید  :b ؛ی شده برای انتقال به اگروباکتریومسازهمسانه  BADHحاوی ژن  pRI201-AN وکتور بیانی (a .1شکل 

 PCR: کنترل منفی )محصول 4، چاهک M13ی عمومی آغازگرهابا  PCR: محصول کلنی 3تا  1های ،  چاهکpRI201-ANسنتزی در حامل 
: پلاسمید 7، چاهک 1kb: نشانگر وزن مولکولی 6(، چاهک BADHحاوی ژن  pUC57حامل  PCRترل مثبت )محصول : کن5چاهک  ،فاقد نمونه(
. مشاهده قطعه NdeIو  SalIهای برش خورده با آنزیم pRI201-ANب کی: حامل نوتر8و  9های ب بدون واکنش هضم آنزیمی، چاهککینوتر

1668 bp حضور ژن  دهندهنشانBADH ی است. در حامل بیان 
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. 

 
 ین سیمفااگروبیاکتریوم توب بیه کیانتقال حامل نوتر

 ذوش انجیام شید روش انجمیاد وبیه LBA 4404 سیویه
(Sambrook & Russell, 2001) .تیییید  منظوربیه

 بیوتیکآنتیانتقال وکتور، این باکتری در محیط دارای دو 
 6/0 و ریفامپیسیییندر لیتییر  گییرممیلی 10کانامایسییین 

اده شدند. برای حصول اطمینیان کشت د درلیتر گرممیلی
 .استفاده شد PCRبیشتر، از روش کلونی 

 

 با آگروباکتریوم هاکشتآغشتگی جدا

کشت شبانه آگروباکتریوم یک کلنیی از بیاکتری، درون برای 
کشیت داده  Q LABاز شیرکت  LB Brothمحیط مغذی 

بیر  گرممیلی 50شده ازی ترانسفرمهاکلنیشد. جهت انتخاش 
بر لیتیر ریفامپیسیین اسیتفاده  گرممیلی 50ایسین و لیتر کانام

شد. سپ  فالکون مورد نظر یک شب در انکوباتور شییکردار 
  OD: 1قیرار گرفیت تیا بیه  گرادسانتیدرجه  28و در دمای 

  10000rpmدقیقیه و بیا سیرعت  15 میدتبهبرسد. سپ  
رسییوش بییاکتری بییا محلییول آغشییتگی  سییانتریفیوژ گردییید.

 سوسپانسییون هیم حجیم درآمیده و صورتهبآگروباکتریوم 
مختلیف  هایبیه نسیبت)رسوش باکتری: محیط آغشیتگی( 

ساعت در دمای  1 مدتبهسازی شدند و ( رقت2:1 ،1:2،1:1)
 محیط قرار گرفتند.

 

 با اگروباکتریوم هاکشتی جداکشتهم

برگ  هیپوکوتیل و یهاکشتجدا کردن تراریخت منظوربه
 صورت بدین شد. استفاده روزه10 هایدانه رست از ایلپه

 متفیاوت هیایزمان میدت در روزه 10ی هاکشیتکه جدا
 مختلیف سوسپانسییونی هاترق رانیه( به 60و  30، 15)

 به شدهآلوده یهاکشتجدا. دگردیدن آغشته باکتری سلول

 شیدهاستریل صیافی کاغیذ روی بر باکتری سوسپانسیون

 .شوند کاغذ جذشها آن اضافی هایباکتری تا گرفتند قرار
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 ،MSی هیانمک یحیاو یکشیتهم یطمح یسپ  بر رو
 40گلییوکز و  تییریبییر ل گییرممیلی 50 ، آهیین،هییامینویتا
ایجیاد  برای .قرار گرفتند نگونیریاستوس تریبر ل گرممیلی
 پیچییده آلومینییوم فوییل درون هیاپلیت ،تیاریکی شرایط
 28ی ادم با رشد اتا  درساعت  72یا  48 مدتبه و شدند

  گرفتند. قرار گرادسانتی درجه
 

 باززایی و انتخاب گیاهان تراریخت شده

 هاکشیتجیدا نوساقه تولید منظوربهی کشتهم مرحله از پ 
ینیه کیه به( SIM) القای شاخه محیط هفته درون دو مدتبه

 3 و IAAبییر لیتییر  گییرممیلی 1/0 هییایغلظییت هورمون
 ی مختلیفهیاغلظت را داشیتند و بیا BAبر لیتیر  گرممیلی
 15 و سیییمسفوتاک لیتییر بییر گییرممیلی 250) کیبیییوتیآنتی
 لیتیر بیر گیرممیلی 250 و لیترکانامایسیین بیر گیرممیلی

 50و سفوتاکسییم لیتیر بیر گیرممیلی 250) و( ونکومایسیین
 لیتیر بیر گیرممیلی 250 و کانامایسیین لیتیر بیر گیرممیلی

 15 و اکسییمسفوت لیتیر بیر گیرممیلی 250) و( ونکومایسیین
 .گرفتند رارق تکمیل شده بودند،( لیترکانامایسین بر گرممیلی

شد رشده از مرحله پرآوری به مرحله باززاییهای ساقه
بیر لیتیر  گیرممیلی 3غلظت هورمونی بهترین ها با شاخه

3GA بر لیتر  گرممیلی 1/0 و IAA  گرممیلی 250با که 

غنی  ایسینکانام یترل بر گرممیلی 50 و سفوتاکسیم لیتر بر
کشیت  محییط درون هفتیه هیر و شدندمنتقل شده بودند،

 .گردیدند واکشت جدید
 

 انتقال ژن در گیاهان تراریخت مولکولیتأیید 

از گیاهییان  ،BADH ژن خیارجی ورودبیرای اطمینییان از 
ه روش بی مقاوم بیه کانامایسیین و شیاهد، سبز تراریخت

CTAB   استخراجDNA یمرهیای صورت گرفت و با پرا
 وانجیام شید   PCR( واکینش1اختصاصیی ژن )جیدول 

 انجام گرفت.بر روی ژل اگارز الکتروفورز 
 

 BADHتوالی پرایمرهای اختصاصی 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 تان   گیاهاان تراریخاتارزیابی میزان تحمل 

 اسمزی

ی اسییمزی در هییاتنشارزیییابی میییزان تحمییل  منظوربییه
تعییدادی از ، BADHحییاوی ژن  0Tگیاهییان تراریخییت 

مقییاوم بییه  شییدهسییبز تراریخت شییدهی باززاییهاشییاخه
اسیمزی واکشیت کانامایسین به محیط کشت داری فشار 

ا ر اسیمزیقند مانیتول شرایط تینش از آنجایی که  شدند.
لفیی از ، در محیط کشیت مقیادیر مختکندمیی سازشبیه
شیده در ی ذکرهیاغلظت براسیاسرفیت و کار به مانیتول
، -3، -2، -1، صفرفشارهای اسمزی متفاوت ) (2)جدول 
ایجیاد گردیید و  in vitroیط بیار( در شیرا -6و  -5 ،-4
از هییر دو رقییم  0Tهییان شییاهد و تراریخییت نسییل گیا
ییک میاه  واکشت شیدند و پی  ازها آن در فرنگیگوجه

 .بررسی گردیدها آن میزان تحمل
 

جاد فشارهای رفته مانیتول برای ایکار به یهاغلظت .2جدول 

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

induction of different osmotic potential 

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

)1-g l) 

 پتانسیل اسمزی -1 -2 -3 -4 -5 -6

(bar) 

 

 نتایج

ترین محایط انتخاب مناسا ی بذور و سازسترون

 یی و رشد شاخسارهزاشاخه

و دبیذرها بیرای هیر ی سیازسترونروش برای ترین مؤرر
 15 مدتبهدرصد  25/1 هیپوکلریت سدیماستفاده از  ،رقم
 و بیا آش مقطیر اسیتریل وشوشست، سپ  سه بار دقیقه

 رانیه و 30  مدتبهدرصد   70الکل پ  از آن استفاده از 
 10عد از بذور ب با آش مقطر استریل بود. وشوشستسه بار 
 موفق داشتند.  زنیجوانهروز  14تا 

درصیید بیشییترین  CH دررقییمنتییاین نشییان داد کییه 
 از کوتیلیدونیدو جداکشیت هیپوکوتییل و در هر باززایی 

بیر  گیرممیلی 1/0و  BAبر لیتیر  گرممیلی 3 گیریکاربه
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 . (a-2آمد )شکل دست به 26/96و درصید  53/92ترتیببا یی به زاشاخهمحیط در  IAAلیتر 

 
 .Rio Grande: رقم b ؛CH: رقم aیی. زاشاخهدر محیط  فرنگیگوجهارقام  ی کوتیلدونی و هیپوکوتیل درهاکشتدرصد  باززایی جدا .2 شکل

Figure 2. Percentage of regeneration in cotyledon and hypocotyl explants of tomato cultivars under shoot induction 

medium. a: Cultivar CH; b: Cultivar Rio Grande. 

 
کوتیلدونی بیشیترین کشت جدابرای دررقم ریوگرانده 

 گیرممیلی 5/2از تیمار  زاییدرصد باززایی در محیط شاخه
درصید  IAA 3/70بیر لیتیر  گرممیلی 1/0و  BAبر لیتر 

 در حالیکییه بییرای جداکشییت هیپوکییوتیلی. حاصییل شیید
درصیید  6/66بییا و BAدر لیتییر  گییرممیلی 3گیری کاربییه

هیا بیا بیشترین درصد باززایی مشاهده شید. درکلییه تیمار
درصیید بییاززایی شییاخه در هییر دو  BAافییزایش غلظییت 

 ی بییندارمعنییجداکشت افزایش نشان داد ولی تفیاوت 
مشاهده نشید  BAدر لیتر  گرممیلی 3و  5/2گیری کاربه

 ینسبت به هیپوکیوتیل کوتیلدونیجداکشت (. b-2)شکل 
و ریوگرانده عملکرد مطلوش تیری در  CHدر هر دو رقم 

  (.3)شکل  تداش شاخهباززایی 
دهد که نوع رقم آمده نشان میدستالگوی باززایی به

توجهی بر ظرفیت بیاززایی گییاه و منشاء بافتی تیریر قابل
ی کوتیلدونی در هیر دو رقیم از کیارایی هاکشتدارد. جدا

ی هاکشییتبییالاتری در القییای شییاخه نسییبت بییه جدا
یزان هیپوکوتیلی برخوردار بودند که احتمالاً به تفاوت در م

های رشید در کننیدهتمایزپذیری و محتیوای ذاتیی تنظیم
های مختلف مربوط است. همچنین افزایش غلظیت بافت

بیاززایی شید، امیا در  فراینیدسیتوکنین موجیب تحرییک 
ی بالاتر، پاسخ باززایی به حالت اشباع رسییده و هاغلظت

داری مشاهده نشد. این روند بیانگر آن است اختلا  معنی
غلظییت بییین سیییتوکنین و اکسییین نقییش  کییه تعییادل

ای در تنظییم مسییر مورفیوژنز داشیته و اریر کنندهتعیین
توانید ها بسیته بیه ژنوتییگ میکننیدهمتقابل ایین تنظیم

 .های آشکاری در میزان باززایی ایجاد کندتفاوت

 
در محیط القای  فرنگیگوجهشده باززاییقایسه شاخسارهای م .3 شکل

در لیتر  گرممیلی 1/0و  BAدر لیتر  گرممیلی 3( حاوی SIMشاخه )
IAA .a هیپوکوتیل :CH ،b هیپوکوتیل :Rio Grande ،c کوتیلدون :

CH ،d کوتیلدون :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. 

 
منظور رشید طیولی و توسیعه شیده بیههای باززاییشاخه
( حیاوی SMMهای هوایی به محیط رشید شاخسیاره )اندام
ها بیا منتقیل شیدند. تعیداد شیاخه 3GAهای مختلف غلظت

اسید در هر دو رقم افزایش کافزایش غلظت هورمون جیبرلی
و ریوگرانییده  CHداری نشییان داد. در هییر دو رقییم معنییی

جداکشت کوتیلدونی نسیبت بیه جداکشیت هیپوکیوتیلی بیا 
افزایش تعداد شاخه بیشیتری را نشیان  3GAافزایش غلظت 
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کییه بیشییترین تعییداد شییاخه از طوری(. بهa-4داد )شییکل 
از  CHم در رقییی 3GAگیییرم درلیتیییر میلی 3کارگیری بیییه

شاخه حاصیل شید کیه  67/6جداکشت کوتیلدونی به میزان 
های های حاصل از جداکشتداری با تعداد شاخهتفاوت معنی

های هیپوکوتیلی نشان داد. در رقم روگرانیده نییز جداکشیت
بیشترین تعیداد  3GAگرم درلیتر میلی 3کوتیلدونی با غلظت 

داری بیا معنییشاخه تولید کردند که تفاوت  33/6شاخه را با 
 (.b-4دیگر تیمارها نشان داد )شکل 

 

 
 Rio Grande: رقم CH، b:  رقم a. فرنگیگوجهر ارقام ای و هیپوکوتیل دی  برگ لپههاکشتی حاصل از  جداهاشاخسارهرشد  .4شکل 

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

Cultivar Rio Grande. 

 
اه برای هر دو رقم گی شاخسارهترین رشد مؤرردر کل 

بیر  گرممیلی 3 در محیطها آن زمانی بود که فرنگیگوجه
گرفتنید میقرار IAA بر لیتر  گرممیلی 1/0و  3GAلیتر  
 کوتیلیدونیو رییو گرانیده، جداکشیت  CHبین دو رقم  و

عملکییرد  SMMدر محیییط  یبییه هیپوکییوتیلنسییبت 
(، از اینیرو از ایین محییط 5داشیتند )شیکل تری مطلوش

 کشت برای مراحل تراریختی استفاده شد. 
هیای حیاوی شده بیه محیطهای باززاییانتقال شاخه

نشییان داد کییه اییین  اسیییدجیبرلیکی مختلییف هیاغلظت
هورمون نقش مؤرری در تحریک رشد طیولی و افیزایش 

، رشید اسیدجیبرلیکها دارد. با افزایش غلظت شاخهتعداد 
داری بهبیود یافیت و طور معنیشاخساره در هر دو رقم به

تری نسبت به ی کوتیلدونی پاسخ رشدی قویهاکشتجدا
ی هیپوکوتیلی نشان دادنید. ایین امیر بییانگر هاکشتجدا

و  اسییدجیبرلیکهای کوتیلدونی به حساسیت بالاتر بافت
ی هوایی است. هااندامدر مسیر توسعه ها آن رکارایی بیشت
اسیید و ب بهینه جیبرلیککیرسد ترنظر میدر مجموع، به

مطلوبی برای  کیاکسین در محیط رشد، شرایط فیزیولوژی

توانید بیرای ها فیراهم کیرده و میرشد و تمایز شاخساره
 .مراحل بعدی باززایی و تراریختی مورد استفاده قرار گیرد

 
ی و مقایسه شاخسارهای حاصل از دو جداکشت کوتیلدون .5شکل 

در محیط رشد  فرنگیگوجهو ریوگرانده  CHهیپوکوتیلی در ارقام 
 گرمیلیم 1/0و  3GA در لیتر  گرممیلی 3( حاوی SMMشاخساره )
: Rio Grande ،c: هیپوکوتیل CH ،b: هیپوکوتیل IAA .aدر لیتر 

 Rio Grande: کوتیلدون CH ،dکوتیلدون 

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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  کوتیلدونیی هیپوکوتیلی و هاکشتتراریختی جدا

روییه از عمده مشکلات کار با آگروباکتریوم رشد بی کیی
 باعی کیه د باشمیدر محیط کشت باززایی گیاه  باکتری

هیای مهیار هاراز  کیگردد، یمی هاکشترفتن جدادستاز
 ؤررمی زمیانتعییین حیداقل آگروبیاکتریوم،  روییهبیرشد 

کیاهش  د.باشیمی با آگروبیاکتریوم هاکشتآغشتگی جدا
اد ایجیباکتری باع  پایین میزان تراکم مان آغشتگی و ز

با  و کاهش تراریختی می شود از طر  دیگر ارر نامطلوش
افزایش زمان آغشتگی شان  آلودگی و تهیاجم بییش از 

و  هاکشیترفیتن جداگروباکتریوم بالا رفته و باع  ازبینحد آ
داد  گردید. نتاین نشانعدم دسترسی به گیاهان تراریخت می

سوسپانسییون  1:1رانییه  بیا نسیبت  30ه زمان آغشیتگی ک
 سلولی بیشترین درصد تراریختی را ایجاد کرد.

م بیا ی آگروبیاکتریوکشیتهمدر دوران  ،از سوی دیگر
ی نییز بیر کشتهمدمای محیط و مدت زمان  هاکشتجدا

 رد دما و زمانمیزان تراریختی تاریر مستقیم دارد. بهترین 
 درجییه 25دمییای  درت سییاع 48 ،یکشییتهممحیییط 
دمیای چرا کیه . آمددست به تاریکی شرایطدر  گرادسانتی

 ن ازو گیاهیا بالاتر سرعت رشد باکتری را افزایش می داد
زمانهیای . بین می رفتند و تراریختی صورت نمی گرفیت

 وداد  بیشتر از دو روز نیز آلودگی را به شدت افزایش میی
  می داد.  ساعت میزان تراریختی را کاهش 24زمان 
 در کنتییرل رشیید آگروبییاکتریوم مییؤررهییای از راه کیییی

ونکومایسییین و  بیوتیییکآنتیاسییتفاده همزمییان از دو نییوع 
 3( حییاوی SIMدر محیییط بییاززایی شییاخه )سفوتاکسیییم 

ی هییاغلظتترین . مناسییببییود BAبییر لیتییر  گییرممیلی
بیر  گیرممیلی  250 گیریکاربیه محیطاین در  کیبیوتیآنتی

 بر لیتر ونکومایسیین گرممیلی 250 همراهبهوتاکسیم لیتر سف
شده در محیط انتخیاش از بود. برای انتخاش گیاهان تراریخت

هیر  هاکشتاستفاده شد. جدابر لیتر کانامایسین  گرممیلی 15
 شدند. دو هفته به محیط مشابه واکشت می

یسیین ی سبز مقاوم بیه کاناماهاشاخهپ  از باززایی 
شیاخه  شاخسارها، گیاهان به محییط رشید رشد منظوربه
(SMM حییاوی )3درلیتییر  گییرممیلی 3GA  1/0و IAA 

 همراهبه بر لیتر سفوتاکسیم گرممیلی  250تکمیل شده با 
 ند. منتقل گردید بر لیتر ونکومایسین گرممیلی 250

در  کیه کشیت بافیتنتاین حاصل از مراحل  برخلا 
 ی کوتیلیدونیهاکشتجدایی درصد باززایی زاشاخهمحیط 

 درصیدمشاهده شد کیه  بود، بیشتر ینسبت به هیپوکوتیل
ز اصیل احسبز مقاوم به کانامایسین  باززایی گیاهان تراریخته

در  هیر دو رقیم  کوتیلیدونجداکشت هیپوکوتیل نسبت بیه 
CH  (.6)شکل  داشت یدارمعنیو ریوگرانده افزایش 
ی تکشیهمسازی شرایط آغشتگی و طور کلی، بهینهبه

تراریختیی دارد،  فراینیدای در موفقییت کنندهنقش تعیین
ای که تعادل میان میزان تماس با آگروبیاکتریوم و گونهبه

ای برخوردار است. اسیتفاده کنترل آلودگی از اهمیت ویژه
ها موجب مهار رشد باکتری بیوتیکب مناسب آنتیکیاز تر

ی های گییاهی شید و امکیان بیاززایبدون آسیب به بافت
های مقاوم را فیراهم کیرد. بیرخلا  رونید مؤرر شاخساره

شده در باززایی غیرتراریخت، در گیاهان تراریخت مشاهده
ی هیپوکیوتیلی کیارایی بیالاتری در بیاززایی هاکشتجدا

 کیهای فیزیولیوژینشان دادند که احتمالاً ناشی از تفاوت
 .و انتخاش است سازیآلوده فراینددر پاسخ به 
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 .: رقم ریوگراندهCH ،bرقم  a:. فرنگیگوجهای در ارقام درصد گیاهان سبزتراریخت حاصل از دو جداکشت هیپوکوتیل و برگ لپه .6شکل 
Figure 6. Percentage of transgenic green plants obtained from two hypocotyl and cotyledon leaf explants in tomato 

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

 آنالیز مولکولی گیاهان تراریخته

ن سبز در گیاها BADHحضور ژن خارجی تییید منظور به
ژنییومی  DNA ،تراریخییت شییده مقییاوم بییه کانامایسییین

اج و ریوگرانده اسیتخر CHهر دو رقم  گیاهان تراریختاز
واکینش  BADHژن گردید و با پرایمرهیای اختصاصیی 

PCR  مشییاهده  7کییه در شییکل انجییام شیید. همانگونییه
حضیور ژن  دهندهنشیان  1668bp د، حضور باند گردمی

کیه در ، در حالیدر گیاهان تراریخت بیود BADHخارجی 
 گیاهان شاهد در هر دو رقم این باند مشاهده نشد. 

 

 
در گیاهان تراریخت شده  BADHبررسی بیان ژن  .7شکل 

چاهک  ؛Rio Grande: گیاه تراریخت رقم 2. چاهک فرنگیگوجه
م : گیاه تراریخت رق 4چاهک ؛Rio Grande: گیاه شاهد رقم 3

CHگیاه شاهد رقم 5چاهک  ؛ :CHنشانگر 6و 1چاهک های ؛ : 
SMOBIO 1Kb plus  1668. مشاهده قطعه bp دهندهنشان 

 د.باشمیدر گیاهان تراریخت هر دو رقم  BADHحضور ژن خارجی 
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. 

 

ارزیابی آستانه تحمال تان  اسامزی در گیاهاان 

 تراریخت

 شده با ژنبررسی میزان تحمل گیاهان تراریخت منظوربه
BADH،  هییای کشییت بییا بییه محیطتراریخییت گیاهییان

ی مختلیف هیاغلظت که توسیط متفاوتپتانسیل اسمزی 
ایجاد شده بودند، واکشیت  SMMمحیط  درقند مانیتول 

 انگیاهی مییزان تحمیل . تغییرات ریخت شناسیی وشدند
بیا  تراریخته در هر دو رقم نسبت به شیاهد و در مقایسیه

ان گیاهی. فشارهای اسمزی بالا مورد ارزیابی قرار گرفیت
در امیا  ،ار را تحمیل کردنیدبی - 4 تیا فشیار فرنگیگوجه

یدا فشارهای اسمزی بیشتر رنگ گیاهان به زردی تمایل پ
فشیار  ییت دردرنهاشید تیا  ترکوچیک هابرگکرد، اندازه 
 دلیلبییهتمییام گیاهییان شییاهد  تقریبییاًبییار  -6اسییمزس 

ل حساسیت به تن  اسمزی بیالا از بیین رفتنید. در مقابی
 و ریوگرانده حیاوی ژن CHگیاهان تراریخت هر دو رقم 

BADH ه توانستند فشاراسمزی بالا را تحمل کرده و زنید
و  BADHعملکیرد ژن  دهندهنشیانبمانند که ایین امیر 

وده نتز گلایسین بتائین در گیاهان تراریخیت بیافزایش س
ی اسیمزی گردییده هیاتنشکه منجر به افزایش تحمیل 

 (. 8است )شکل 

 

 
در  فرنگیگوجهو ریوگرانده  CHشده دو رقم گیاهان باززایی .8 شکل

 یاهانگا در مقایسه ب ،شرایط محیط کشت بدون مانیتول و فشار اسمزی
 ار.ب -6در فشار اسمزی   BADHشاهد و تراریخت حاوی ژن 

Figure 8. Regenerated plants of two tomato cultivars, 

CH and Rio Grande, under culture conditions without 

mannitol and osmotic pressure, compared to control 



 41            1405 راهب، 53، پیاپی 3، شماره پانزدهمی، سال زراع اهانیگ یفناورستیزنشریه علمی 

 

and transgenic plants containing the BADH gene under 

an osmotic pressure of 6 bar. 

 

 گیری و نتیجه بحث

ها برای القای باززایی و سازی نوع و غلظت هورمونبهینه
وابسیتگی زییادی بیه ژنوتییگ  فرنگیزایی در گوجهشاخه

ای از انیید کییه طیییف گسییتردهدارد. مطالعییات نشییان داده
ی مختلف بیرای ارقیام هاغلظتهای رشد در کنندهتنظیم

هییر دسییته از  شییوند ومتفییاوت اییین گیییاه اسییتفاده می
های متعددی از رشد و نمو اررگذارند. فرایندها بر هورمون

ها تحت کنتیرل بییش از فراینداز آنجا که بسیاری از این 
کننده هستند، این تعامل احتمالاً از طرییق یک نوع تنظیم

 IAAو  ARRهیای مسیرهای سیگنالینگ وابسته بیه ژن
 .(Bhatia et al., 2004) ودشانجام می
ب کییپژوهش حاضر نشیان داد کیه بهتیرین تر نتاین

ی هاکشییتهورمییونی بییرای بییاززایی مسییتقیم از جدا
و ریوگرانده، استفاده از  CH هیپوکوتیل و کوتیلدونی ارقام

بود.  IAA بر لیتر گرممیلی 1/0 و BA بر لیتر گرممیلی 3

بر   (2013) و همکاران  Otroshy ها با گزارشاین یافته
زوفورم مشابهت دارد. به عیلاوه، پاسیخ روی واریته سرازی

ی کیه طوربهی متفاوت، متغیر بود؛ هاغلظتها به ژنوتیگ
درصییدی در جداکشییت  95در تحقیقییات قبلییی، بییاززایی 

و باززایی  IAA گرممیلی 5/0و  BA گرممیلی 2ای با لپه
 BA گیرممیلی 3درصدی در جداکشت هیپوکوتیل با  77

 Otroshy et) حاضر استگزارش شد که همسو با نتاین 

al., 2013) . عوامل متعدد دیگری همچون ژنوتیگ، سین
و انییدازه جداکشییت نیییز در بییاززایی گیاهییان نقییش 

  Ajenifujah Solebo ای دارند. برای نمونه،کنندهتعیین
نشیان  فرنگیطی پژوهشی بر گوجیه( 2014) و همکاران

 1و  BA بیر لیتیر گیرممیلی 1دادند کیه محییط حیاوی 
بیالاترین مییزان بیاززایی را در  NAA بیر لیتیر گرملیمی
داشیت. ایین نتیاین بیا  همراهبهی کوتیلدونی هاکشتجدا

و  CH های حاصییل از تحقیییق فعلییی در ارقییامیافتییه
 .ریوگرانده تطابق دارد

های سییتوکنینی از نظر فیزیولوژیک، حضور هورمون
بیا هیا آن بکییبرای تقسیم سیلولی ضیروری بیوده و تر

 ،حیالشیود. بیا اینزایی میها سبب تحریک شاخهناکسی
کننده نوع پاسخ گییاه نسبت این دو دسته هورمونی تعیین

شیده را تنهییا بییه یییک تییوان ارییرات مشاهدهاسیت و نمی
هورمییون خییاص نسییبت داد. تغییییرات در مقییدار و نییوع 

های تولیدی ارر مسیتقیم ها بر تعداد شاخسارهکنندهتنظیم
مییان ارقیام و  کییهیای ژنتییین، تفاوتدارد. علاوه بر ا

توانند نیز در نتاین باززایی مؤرر هستند که می هاکشتجدا
ای و هیییای هسیییتهتحیییت کنتیییرل هیییر دو نیییوع ژن

(. Otroshy et al., 2013) ندباشییییمیسیتوپلاس

 ب بهینیهکییتر کلی، نتاین این مطالعه نشان داد کهطوربه
BA و IAA ر بهبیود در ارقام آزمایشیی نقیش اساسیی د

و شرایط  کیهای ژنتیو همراهی آن با ویژگی باززایی دارد
توانید پاسیخی کارآمید بیرای فیزیولوژیک جداکشیت می

ی مؤرر کشت بافت و مهندسی ژنتییک در هاروشتوسعه 
 .فراهم کند فرنگیگوجه
 

 ی غیر زیستیهاتن گیاهان تراریخت مقاوم به 

یاهیان بیه از راهبردهای اساسی در افزایش تحمل گ کیی

ارقییام و  کییپتانسییل ژنتی گییری از، بهرهکیتینش خشی
نژادی است. از آنجیا کیه اصیول بیهها آن کیاصلاح ژنتی

هیا در و نقیش ژن کییمبتنی بر شناخت پارامترهای ژنتی
شرط ها، پیشکنترل صفات است، در  نحوه عملکرد ژن

 شییودهای اصییلاحی محسییوش میموفقیییت در برنامییه
(Maioli et al., 2024.) از  کیییعنوان یبییه کیخشیی

تییرین عوامییل محدودکننییده در منییاطق خشییک و مهم
ای کیه کمبیود گونهشود، بهخشک جهان شناخته مینیمه

گسیختگی آش در گیاه موجب اختلال در متابولیسم، از هم
هیا، کیاهش جیذش ساختار سلولی، کیاهش فعالییت آنزیم

ییاه توقف رشد و حتیی میرگ گ درنهایتعناصر غذایی و 
در  (.Miri & Zamani Moghadam, 2015) گیرددمی

های کارگیری پاسییخچنییین شییرایطی، گیاهییان بییا بییه
های دفیاعی خیود را فیزیولوژیک و بیوشیمیایی، مکانیسم

بییات کیهییا و ترکننیید. در اییین میییان، پروتئینفعییال می

نقشی کلییدی  (GB) گلایسین بتائین اسمولیتی همچون
ب بییا کیییکننیید. اییین تردر حفاظییت سییلولی ایفییا می

هیای از اجزای سلولی در برابر تنش حفاظت اسمزی ایجاد
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، GB کنیید. در مسیییر بیوسیینتزمحافظییت می کیخشیی

نقشی محیوری ( BADH) آلدهید دهیدروژنازبتائین آنزیم
 کییه کمبییود آش سییبب افییزایش بیییان ژنطوریبه ،دارد

BADH و تجمع GB شود در برگ و ریشه می(Jarin et 

al., 2024ید هآلدبتائین ،بتائین آلدهید دهیدروژناز (. آنزیم
کند. این واکنش، آخیرین و بتائین اکسید میرا به گلیسین
 است کولین از بتائینگلیسین بیوسنتزناپذیر مرحله برگشت

 سییلول در را حفییاظتی اسییمولیت اییین سییطح مسییتقیماً و
در  .(Munoz-Clares et aol., 2010دهید )می افزایش

و استفاده  BADH با انتقال ژن خارجی حاضر نیز پژوهش
فعیال، بییان ایین ژن و در بیش CaMV35S از پروموتر

 .نتیجه ظرفیت اسمولیتی گیاه افزایش یافته است

ی متنیوعی هاروشهای گیاهی انتقال ژن به سلول برای

 Agrobacterium tumefaciens وجود دارد، اما اسیتفاده از

ترین رویکردهیا کاربردترین و سیادهاز پر کیی شدهخلع سلاح
است. این روش بدون نیاز به تجهیزات پیچیده، امکان انتقال 

سازد و احتمیال پایدار ژن به ژنوم گیاهان زراعی را فراهم می
طور خاموشی ژن در آن اند  است. تاکنون این فنیاوری بیه

به کیار  فرنگیآمیز در گیاهانی همچون کاهو و گوجهموفقیت
ده اسیت و از قابلییت بیالایی بیرای تولیید گیاهیان گرفته ش

 ,.Purly & Agrawal) تراریخیت پاییدار برخیوردار اسیت

2006; Chetty et al., 2013.) 

 LBA4404 سییییییویه ر اییییییین پییییییژوهش ازد

 pRI121-AN بکیییحامیل پلاسیمید نوتر آگروبیاکتریوم
اسیییتفاده شییید. در مییییان انیییواع  BADH حیییاوی ژن

نوان بهترین ریزنمونیه بیرای عبه هیپوکوتیل ،هاکشتجدا
انتخیاش گردیید. ایین  فرنگیتراریختی هر دو رقم گوجیه
کوتیلیدونی را  هیا کیه جداکشیتنتیجه با برخیی گزارش

 ,.Goedeke et al) اند متفاوت استتر معرفی کردهموفق

 (2014)و همکیاران  Sunکه با گیزارش حالیدر (.2007
یری هیپوکوتییل گکاربه تر حاصل ازمبنی بر نتاین مناسب

و  تمیایزترکم افیت هیپوکوتییل معمیولاًب همخیوانی دارد.
های آن ظرفیت تقسیم تر از کوتیلدون است و سلولجوان
زایی و بیشتری برای ورود به مسییر کیالوس زداییو تمایز
 دزایی پیی  از عفونییت بییا آگروبییاکتریوم دارنییهرشاخسییا

(Manamohan et al., 2011 .)سطح مقطع هیپوکوتیل 

و بافت پارانشیمی آن امکان نفیوذ بهتیر آگروبیاکتریوم و 
کنید، در را فیراهم می آلیودههای تر سیلولاستقرار پاییدار

های واقعاً باززاییا در سلول T-DNA نتیجه احتمال ادغام
 (. Sivankalyani et al., 2014) بیشتر است

ن زمیا تراریختیی، تعییین فراینیداز مراحل مهم در  کیی

نی اسیت. زمیان طیولا با آگروباکتریوم هاشتکآغشتگی جدا
رگ میسبب تکثیر بیش از حد باکتری و بروز آلودگی شدید و 

ا رکه زمان کوتاه، احتمال انتقیال ژن حالیشود، درها میبافت

 30زمییان  ضییر نشییان داد کییهدهیید. نتییاین حاکییاهش می

و  Liu کیه بیا گیزارش کیرد بهتیرین پاسیخ را ایجیاد رانیه
کار گرفتند تفیاوت دقیقه را به 15که زمان  (2022) همکاران

ت انتخیاش غلظی از دیگر عوامل کلییدی در تراریختیی، .دارد

ییین مطالعییه، اسییت. در ا بیوتیییک گزینشییگرمناسییب آنتی

عنوان بهتیرین سیطح بیه میکرولیتر 15 کانامایسین با غلظت
گیزینش میورد شناسیایی قییرار گرفیت و نتیاین مطلییوبی در 

 .داد های تراریخت نشانگری ریزنمونهغربال

ی مختلیف هیاغلظت در پژوهش حاضر با اسیتفاده از

بیار  -6شیرایط تینش اسیمزی  ل در محیط کشتمانیتو
ن گیاهیان شیاهد )وحشیی( در ایی کیهدرحالیاعمال شد. 

شرایط دچار زردی بیرگ، کیاهش شیدید سیطح بیرگ و 

 گیاهییان تراریخییت حییاوی ژن مییرگ شییدند، درنهایییت
BADH ه ار اسمزی را تحمل کرده و زندتوانستند این فش

و  Vıt́ová رشآمده مشییابه گییزادسییتبماننیید. نتییاین به
اسییت کییه نشیان دادنیید القییای تیینش ( 2022) همکیاران

  Apium graveolens اسییمزی بییا مییانیتول در گیییاه
 .تغییرات ریختی شدید و کاهش رشد را به دنبال داشت

های گییاهی مؤیید های بسییاری در سیایر گونیهبررسی
هییای در افییزایش تحمییل بییه تنش BADH نقییش ژن

( 2017) و همکیاران Tian عنوان نمونیه،به غیرزیستی است.

بییه ذرت  Atriplex micrantha از BADH بییا انتقییال ژن
کویتین، افیزایش بییان گلایسیین تحت کنترل پروموتر یوبی

بتایین و رشد بالاتر گیاهان تراریخت تحت تینش شیوری را 

 BADH سویا، تراریختی بیا ژن ین، درهمچن. گزارش کردند

موجییب افییزایش  Atriplex canescens شییده ازاستخراج
و اجیزای  POX زنی، محتوای پرولین، فعالییتشاخص جوانه
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 Qin et) عملکرد در گیاهان تراریخت نسبت به شاهد گردید

al., 2017.) گییردوی ایرانییی طور مشییابه، تراریختیییبییه 

(Juglans regia L..) بیا ژن BADH  منجیر بیه افیزایش
 شید( NaCl) و شیوری( PEG) های اسمزیتحمل به تنش

(Rezaei Qusheh Bolagh et al., 2020) . در مییدل

منجیر  FLD و BADH هایآرابیدوپس ، انتقال ژن گیاهی
رفتن میزان گلیسین بتایین و پرولین، افزایش نسیبت به بالاتر
 یییدآلدهدیبی و کییاهش نشییت الکترولیییت و مالونآش نسیی

(MDA )کیشد که به افزایش مقاومت گیاهان در برابر خش 
در غیلات نییز نتیاین . (Yu et al., 2017) و شوری انجامید

 (2019) و همکییاران  Li .مشییابهی گییزارش شییده اسییت

 Triticum) را از جییو بییه گنییدم نییان HvBADH1 ژن

aestivum )هییای منتقییل کردنیید و نشییان دادنیید کییه لاین
، تجمع بیشتر گلیسین Na/+K+ بالاترتراریخت دارای نسبت 

بودنید. بیه همیین  NaCl بتایین و نرخ بقای بالاتر در تینش

در ذرت نشان دادنید کیه ( 2020) و همکاران Zhao ترتیب،

زنی، صیفات مورفولوژییک، موجب بهبود جوانه BADH ژن
و کییاهش ( SODو CAT ،POX) اکسیییدانیفعالیییت آنتی

زمینی، انتقال سیب ، درعلاوه بر این .گردید MDA محتوای

  Atriplex canescens شییییده ازاستخراج BADH ژن
 و 2O2H موجب افزایش پرولین و کلروفیل، همراه با کاهش

MDA در شییرایط شییوری شیید (Ali et al., 2020) .

 Atriplex منشییبیا  BADH در گندم حاوی ژن، همچنین

hortensis افییزایش محتییوای کلروفیییل، کاروتنوئیییدها، 
2Ca+- هییای بییالاتر واکیینش هیییل و فعالیییت بییالاترتفعالی

ATPase هییای فتوسیینتزی در غشییای تیلاکوئییید و فعالیت
مشاهده شد و تجمع گلیسیین بتیایین منجیر بیه حفاظیت از 

 عملکرد غشیاهای تیلاکوئیید گردییدو  کمپلک  فتوسنتزی
(Tian et al., 2017 .) 

با ( 2002) و همکاران Jia ،فرنگیگیاه گوجه در زمینه

به این گیاه  Atriplex hortensis از BADH انتقال ژن
بتایین را افیزایش داده و مقاومیت توانستند میزان گلیسین

های پژوهش حاضر نیز در به شوری را تقویت کنند. یافته

از  BADH انتقیال ژن کیهطوریبه ،همین راستا قرار دارد

، موجب افیزایش تحمیل گیاهیان فرنگیبه گوجه اسفناج
پیژوهش  نییا ن،یبنابرا. ریخت به تنش اسمزی گردیدترا

در  BADHگیییزارش موفیییق از انتقیییال ژن  نینخسیییت
توسعه  یبرا ییمبنا تواندیاست و م رانیدر ا فرنگیگوجه
در  یسیتیرزیغ یهیامقیاوم بیه تنش ختیترار یهانیلا

 باشد. ندهیآ یاصلاح یهابرنامه
 ،BA هیایی بهینیه هورمونهیاغلظتدر این پژوهش، 

IAA 3 وGA فرنگیگوجیههای برای باززایی و رشد شیاخه 
بیه هیر دو  BADH آمیز ژن. انتقال موفقییتندشناسایی شد

گلیسیین  شده و باع  افزایش تجمیعتییید  فرنگیگوجهرقم 
ردیید. گبیار  - 6ین و بهبود تحمل فشار اسمزی تا حدود ئبتا
تنها عملکییرد کییرد نییهدهیید کییه اییین رویین نشییان مینتییا
های غیرزیسیتی بهبیود نتزی و رشد گیاه را تحت تنشفتوس
مؤرری برای مقابله با  کارراهعنوان تواند بهبخشد بلکه میمی

کار تغیییر اقلییم در کشیاورزی آینیده بیهخشکسالی و اررات 
ی بییاززایی و هییاروشسییازی گرفتییه شییود. توسییعه و بهینه
 رد هیاشمقاومت به تنهای تراریختی، فرصت ورود سایر ژن

ولیید گیاهان را فراهم ساخته و پتانسییل افیزایش پاییداری ت
انداز آینیده، دهید. در چشیممحصولات کشاورزی را ارتقا می

ی نییوین کشییاورزی هییاروشب مهندسییی ژنتیییک بییا کیییتر
تواند به حفیظ امنییت غیذایی جهیانی و کیاهش اریرات می

 .محیطی کمک کندزیست
 

 تشکر و قدردانی
ونییت پژوهشییی و نییوآوری اییین پییژوهش بییا حمایییت معا

و پژوهشگاه ملیی مهندسیی ژنتییک و دانشگاه خوارزمی 
 انجام پذیرفته اسیت کیه بیدین وسییله اززیست فناوری 

  گردد. میقدردانی ها آن
 

 تعارض منافع
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