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 حیتلق های¬زنمونهیر یدفاع پاسخ یرو بر لیوراپام ریتأث یبررس و ییباززا طیمح نیبهتر انتخاب

 (Solanum lycopersicum)فرنگی¬گوجه اهیگ در Agrobacterium tumefaciens با شده
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 چکیده
شت طیشرا نمودن نهیبه منظور به  مختلف یهورمون بیترک 13ریثتأ ،(Solanum lycopersicum) فرنگی¬گوجه اهیگ بافت ک
 قرار یررسههب مورد نس،یداف و یتینفی¬نیا وتون،ین رقم سههه ییباززا زانیم یرو بر لیپوکوتیه و لدونیکوت زنمونهیر دو و

 9/11) زایی¬اقهس زانیم نیشتریب. شد انجام تکرار سه با یتصادف کاملاً طرح هیپا بر و لیفاکتور صورت به شیآزما. گرفت
شت طیمح یرو بر نسیداف رقم مورد در( زنمونهیر هر در ساقه  TDZ=68/0و  NAA=1/0 های¬هورمون یحاو MS هیپا ک

 واملع از یکی ،یطیمح عوامل مقابل در اهیگ یدفاع های¬پاسههخ. آمد دسههت به لدون،یکوت زنمونهیر و تریل در گرم¬یلیم
 نتری¬مهم هالبت و هیاول عیوقا از یکی میکلس ونی دهی¬گنالیس. است یاهیگ بافت کشت در ها¬زنمونهیر ییباززا بازدارنده

 لیراپامو ییدارو بیترک ریتأث رو نیا از هاست،¬پاتوژن جمله از یطیمح عوامل مقابل در اهیگ یدفاع پاسخ جادیا در واقعه
(Verapamil )رارق یبررسهه مورد قیتحق نیا در اه،یگ یدفاع پاسههخ یرو بر یمیکلسهه های¬کانال کننده¬بلوکه عنوان به 

 شده نهیبه طیشرا اساس بر و LBA4404 هیسو  Agrobacterium tumefaciens با ها¬زنمونهیر حیتلق منظور نیا یبرا. گرفت
شت شتی¬هم طیمح در تریل در گرم¬یلیم 200 و 100 ،50 ،0 غلظت چهار در لیوراپام ریتأث. شد انجام بافت، ک  مورد ،ک

شان جینتا. گرفت قرار یابیارز ست که داد ن سخ کاهش موجب شاهد، نمونه با سهیمقا در لیوراپام از فادها  اهیگ یدفاع پا
 . شد ییباززا زانیم شیافزا موجب لیوراپام تریل در گرم¬یلیم 50 غلظت از استفاده نیهمچن. شودمی

 لیوراپامفرنگی،  گوجه، بافت کشت، Agrobacterium tumefaciens :کلیدی هایهواژ 
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ABSTRACT 
To optimize tomato (Solanum Lycopersicum) plant tissue culture condition, the effect of 13 different 

hormonal combinations and two explants of cotyledon and hypocotyl on the regeneration rate of three 

Newton, Infinity and Defines cultivars were investigated. Experiments were conducted in a factorial based 

on a completely randomized design with three replications. The highest shoot number (11.9 shoots per 

explant) was obtained for Defines cultivar on MS medium containing the hormones of TDZ=0.68, 

NAA=0.1milligrams per liter and cotyledon explant. Plant defense responses against environmental factors 

are one of the inhibitor factors of explants regeneration in plant tissue culture. Calcium ion signaling is one 

of the primary events and, of course, the most important event in plant defense response against pathogens, 

Therefore, the effect of verapamil as a calcium channel blocker was investigated on the plant defense 

response. For this purpose, inoculation was performed using Agrobacterium tumefaciens strain LBA4404 

and based on optimized tissue culture condition. The effect of verapamil in four concentrations of 0, 50, 

100 and 200 milligrams per liter was investigated in a co-culture medium. Results showed that the use of 

verapamil in comparison with the control sample reduced the plant defense response. Also, the use of 50 

milligrams per liter of verapamil increased the amount of regeneration 
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 مقدمه

 Solanum lycopersicum یعلم نام با ،فرنگی¬گوجه

 فرنگی¬گوجه. باشد¬یم سولاناسه خانواده به متعلق

 جزو یخودگشن % 95 با که دیپلوئید است یاهیگ

 ,Shankara) شود¬یم محسوب خودگشن اهانیگ

 در جاتیسبز نتری¬مهم از یکی اه،یگ نیا( 2005

 بازار مانند یعوامل امروزه و شده محسوب ایدن سراسر

 یکشورها به صادرات امکان و یداخل مصرف عیوس

 شیافزا و محصول نیا به شتریب توجه سبب ه،یهمسا

 شده کشورمان مختلف مناطق در آن کشت ریز سطح

 ن،یا بر علاوه(. Mohseni fard et al., 2009) است

 یولوژیب اتیخصوص داشتن خاطر به فرنگی¬گوجه

 ژن انتقال و( Mb950) کوچک نسبتاً ژنوم داشتن مانند

 یبرا مدل اهیگ کی عنوان به یادیز زانیم به راحت،

 فادهاست مورد یولوژیزیف و یپاتولوژ ،یکیژنت مطالعات

 بافت، کشت(. Cruz-Mendı vil, 2011) ردگی¬یم قرار

 به و رود¬یم شمار به یوتکنولوژیب در مهم ابزار کی

 اهیگ هب ژن انتقال ندیفرآ در یاصل ازین شیپ کی عنوان

 نتری¬مهم ،فرنگی¬ گوجه اهیگ در. شود¬یم مطرح

 کی آوردن دست به ژن، انتفال کننده محدود عامل

 ییباززا نرخ زانیم با مطلوب بافت کشت دستورالعمل

( Jamous & Abu-qaoud, 2015) باشد¬یم بالا

 شارز لدلی به فرنگی¬گوجه اهیگ بافت کشت نیبنابرا

 طریق از آن اصلاح تیاهم و محصول ایـن تجـاری

 ,.Piri et al) است ضروری و لازم ژنتیکی، دستکاری

 عامل سه که دهد¬یم نشان مختلف مطالعات(. 2011

 نوع رشد، کننده¬میتنظ های¬هورمون غلظت و نوع

 اهیگ ییزاباز در را ریتأث نیشتریب پ،یژنوت نوع و زنمونهیر

 et al., 2010) Nasher دارند فرنگی¬گوجه

Mohamed ; Gerszberg et al., 2015.) 

 و محمد ناشر توسط 2010سال در که ای¬مطالعه در

 و لدونیکوت زنمونهیر دو ریتأث گرفت، صورت همکاران

 هورمون مختلف های¬غلظت نیهمچن و لیپوکوتیه

BAP، رقم دو ییباززا زانیم یرو بر Pearl و Beril 

 قاتیتحق جینتا. گرفت رارق یبررس مورد ،فرنگی¬گوجه

 گرم¬یلیم چهار غلظت با BAP هورمون که داد نشان

 ،لیپوکوتیه و لدونیکوت زنمونهیر دو هر در تریل در

 در زایی¬کالوس زانیم اما شد زایی¬کالوس موجب

 نیمچنه. بود شتریب لدونیکوت به نسبت لیپوکوتیه

 موجب BAP هورمون تریل در گرم¬یلیم دو غلظت

 زایی¬ساقه زانیم. شد زنمونهیر دو هر در زایی¬ساقه

 اما نداشت یمعنادار تفاوت هم با زنمونهیر نوع دو در

 مطالعه نیا در. بود متفاوت هم با رقم دو در زانیم نیا

 عنوان به BAP هورمون مختلف یها-غلظت از استفاده

 یزای¬کالوس و زایی¬ساقه یالقا سبب ننیتوکیس

 .Mohamed Nasher et al., 2010)  (دیگرد

 های¬غلظت ریتأث ،2011 سال در همکاران و انیآشاکار

 عنوان به نینتیک و BAP، TDZ  های¬هورمون مختلف

 به IAA هورمون مختلف های¬غلظت و ننیتوکیس

 Shalimar رقم دو ییباززا زانیم یرو بر را نیاکس عنوان

 یبررس مورد برگ، و لدونیکوت زنمونهیر دو و MHTM و

 نیترشیب که داد نشان ها¬آن قاتیتحق جیتان. دادند قرار

 از استفاده با ،MHTM رقم در زایی¬ساقه زانیم

 و تریل در گرم¬یلیم 74/0 غلظت با TDZ هورمون

 دو نیا نیب. افتاد اتفاق نیاکس هورمون حضور بدون

 در ییباززا زانیم. نشد دهید یمعنادار اختلاف طیمح

 با یمعنادار فاختلا زین برگ و لدونیکوت زنمونهیر دو

 به جینتا نیهم زین Shalimar رقم مورد در. نداشت هم

 MHTM رقم به نسبت آن ییباززا زانیم اما. آمد دست

 (.Ashakiran et al., 2011)بود کمتر

 رقم چهار یرو بر که یگرید ی¬مطالعه در

 ،Rio، Grandeهای¬نام به فرنگی¬گوجه

Moneymaker و Roma اییز¬کالوس زانیم شد، انجام 

 رگب و لیپوکوتیه زنمونهیر دو در زایی¬ساقه زانیم و

 ریتأث مطالعه، نیا در. گرفت قرار یبررس مورد

 به یتوفورد و IAA، NAA شامل رشد های¬هورمون

 عنوان به زین BAP و نینتیک ن،یزات و نیاکس عنوان

 قرار یبررس مورد مختلف های¬غلظت در ننیتوکیس

 مونهزنیر در زایی¬الوسک زانیم داد نشان جینتا. گرفت

 شتریب برگ زنمونهیر در ییزا-ساقه زانیم و لیپوکوتیه

 ،Rio مرق در کالوس دیتول زانیم نیشتریب. افتاد اتفاق

 با Moneymaker و Roma ارقام در بیترت به سپس

 رتیل در گرم¬یلیم دو علاوه به هیپا MS کشت طیمح
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IAA تریل در گرم¬یلیم 5/2 و BAP، آمد دست به .

 و Rio رقم دو در زین زایی¬ساقه زانیم نیشتریب

Roman شامل زایی¬ساقه طیمح نیبهتر. آمد دست به 

MS تریل در گرم¬یلیم 1/0 علاوه به هیپا IAA، کی 

 BAP رتیل در گرم¬یلیم دو و نیزات تریل در گرم¬یلیم

 زانیم نیشتریب Moneymaker رقم مورد در. بود

 گرم¬یلیم 1/0 یحاو هیپا MS طیمح در زایی¬ساقه

 افتاد اتفاق BAP  تریل در گرم¬یلیم سه و IAA تریل در

(Shah et al., 2015.) 

 ییباززا در متفاوت های¬پیژنوت نکهیا به نظر

 مطالعه نیا در دهند،¬یم نشان یمتفاوت العمل¬عکس

 رقم سه بافت کشت طیشرا نمودن نهیبه منظور به

 ،نگیرف¬گوجه اهیگ یتینفی¬نیا و نسیداف وتون،ین

 میتنظ یحاو مختلف های¬کشت طیمح ریتأث

 و لدونیکوت زنمونهیر دو و متفاوت رشد های¬کننده

 .گرفتند قرار یبررس مورد لیپوکوتیه

 کشت مهم یکاربردها از یکی شد اشاره که طور¬همان

 زا استفاده با ژن انتقال. باشد¬یم ژن انتقال بافت،

Agrobacterium tumefaciens یبرا فرنگی¬گوجه در 

 از. شد گزارش Mccormick(  1986)توسط بار نیاول

 ژن انتقال مورد در یمتعدد گزارشات تاکنون زمان آن

 هب مقاومت عملکرد، شیافزا مانند یمختلف اهداف یبرا

 شیافزا ها،¬کش¬علف به مقاومت ها،¬یماریب و آفات

 است شده ارائه رهیغ و وهیم تیفیک

 (Sharma et al., 2009.)از استفاده با ژن الانتق در 

Agrobacterium tumefaciens، که موانعی از یکی 

 یدفاع پاسخ شود،¬یم ژن انتقال ییکارا کاهش موجب

 رد و یویداتیاکس یانفجارها موجب که باشد-یم اهیگ

 شود¬یم ها¬سلول مرگ و شدن ای¬قهوه جهینت

(Kuta, 2005 & Tripathi .)میکلس ونی دهی¬گنالیس 

 دجایا در واقعه نتری¬مهم البته و هیولا عیوقا از یکی

 مشخص. هاست¬پاتوژن مقابل در اهیگ یدفاع پاسخ

 نتقالا به یبستگ اهیگ یدفاع پاسخ شروع که است شده

 سپ. دارد توسولیس به آپوپلاست از میکلس های¬ونی

 دیتول م،یکلس دهی¬گنالیس ریمس جادیا از

 تجمع ،(ROS) ژنیاکس آزاد های¬کالیراد

 ،(ABA) دیاس کیزیآبس مانند هایی¬ونتوهورمیف

 موجب( ET) لنیات و( SA) دیاس کیلیسیسال

 در ای¬شده یزری¬برنامه یدفاع پاسخ یرگی¬شکل

 در اهیگ. شد خواهد زنده ریغ و زنده های¬تنش مقابل

 کی عنوان به زین Agrobacterium tumefaciens مقابل

 موضوع نیا که دهد¬یم نشان العمل-عکس پاتوژن

 به ژن لیتحو راندمان کاهش و ییباززا کاهش به منجر

 ;Lecourieux et al., 2006. .)شود¬یم اهیگ ژنوم درون

Rejeba et al., 2014 )که رسد¬یم نظر به ن،یبنابرا 

 Agrobacterium با ها¬زنمونهیر حیتلق هنگام

tumefaciens، به یمیکلس های¬کانال ماندن بسته 

 در ریتأخ ای و کاهش سبب تواند¬یم موقت صورت

 زانیم کاهش جهینت در و اهیگ یدفاع پاسخ شروع

 . شود ها¬سلول مرگ و بافت شدن ای¬قهوه

 های¬کانال کننده¬بلوکه یداروها جزء لیوراپام

 دارو نیا از یپزشک در. باشد¬یم انسان در یمیکلس

 به یمیکلس های¬کانال موقت داشتن نگه بسته یبرا

 استفاده یعصب های¬یماریب انواع درمان منظور

 هب یمیکلس کانال نوع پنج انسان بدن در. شود¬یم

 شده مشخص و دارد وجود T و L، N، P/Q، R های¬نام

 مانند  یمیکلس های¬کانال کننده¬بلوکه که است

 ریتأث انسان بدن در L های¬کانال یرو بر که لیوراپام

 های¬کانال یرو بر که بود خواهند قادر گذارند،¬یم

  بگذارند ریتأث زین اهانیگ در یمیکلس

(.(Pasko & Flynn, 2000; Ram & Elliott, 2011 

 داشتن نگه بسته با نکهیا فرض با مطالعه، نیا 

 از استفاده با موقت صورت به یمیکلس های¬کانال

 میکلس های¬ونی ورود در ریتأخ جهینت در و لیوراپام

 اهیگ یدفاع پاسخ کاهش سبب تواند¬یم توسولیس به

 به گردد، Agrobacterium tumefaciens لمقاب در

 .دیرس انجام

 هامواد و روش

 ییباززا

 به فرنگی¬گوجه مختلف رقم سه از مطالعه، نیا در

. دش استفاده یتینفی¬نیا و نسیداف وتون،ین های¬نام

 کی محلول در ابتدا شده انتخاب های¬رقم یبذرها

 یعفون ضد قهیدق 10 مدت به میسد تیپوکلریه درصد

 بار ود شده اتوکلاو مقطر آب از استفاده با سپس د،شدن

 وربذ. شدند شسته یخوب به قهیدق 10 مدت به بار هر و

 غذکا از استفاده با شدن خشک از پس شده یعفون ضد
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  0.5X MSکشت طیمح یرو بر ،یصاف

(Murashige & Skoog, 1962) شدند کشت .

 در گرم 30 یحاو ،MS بر علاوه استفاده مورد طیمح

 پسس. بود زین تیرا ژل تریل در گرم سه و ساکارز تریل

 روز پنج مدت به شده کشت بذور یحاو های¬شهیش

 قرار گراد¬یسانت درجه 25 یدما در و یکیتار در

 60 شدت با فلورسنت نور در آن از پس و گرفتند،

 ودیپرفتو دوره با هیثان در مربع متر بر فوتون کرومولیم

 در .گرفتند قرار ،(یکیارت/ییروشنا بیترت به) 16/8

 های¬لیپوکوتیه و روزه 8-11 های¬لدونیکوت ادامه

 قرار استفاده مورد مطالعه نیا یبرا روزه، 16-14

 گرفتند
 (Dan et al., 2006; Sharma et al., 2009; 

Ajenifujah-Solebo et al., 2012; Durosomo et 

al., 2014; Popoola et al., 2015.) 

 به MS هیپا کشت طیمح از ،ییباززا انجام منظور به

 ژل تریل در گرم سه و ساکارز تریل در گرم 30 همراه

 میتنظ 8/5 یرو بر طیمح pH و شده استفاده تیرا

 دستورالعمل آوردن دست به منظور به ن،یهمچن. شد

 13 ریتأث استفاده، مورد ارقام نمودن باززا جهت مناسب

 نمونهزیر دو همراه به مختلف ¬یهورمون بیترک

 گرفتند قرار یبررس مورد لیپوکوتیه و لدونیکوت

 دیتول نیانگیم هفته، چهار گذشت از پس(. 1 جدول)

 آن اساس بر و شد، محاسبه زنمونهیر هر یبرا ساقه

 و کشت طیمح نیبهتر نییتع جهت یآمار محاسبات

 شیآزما قالب در مطالعه نیا. شد انجام زنمونهیر نیبهتر

 در و ارتکر سه با یتصادف کاملاً  طرح هیپا بر لیفاکتور

 ستد به جینتا. شد انجام زنمونهیر شش تعداد یپتر هر

 از استفاده با و SAS  9.4افزار¬نرم از استفاده با آمده

.دیگرد زیآنال دانکن نیانگیم سهیمقا آزمون

 
 فرنگیهای رشد مورد استفاده جهت باززایی ارقام گوجهنسبت تنظیم کننده -1 جدول

Table 1- The ratio of growth regulators used to regenerate tomato cultivars 
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 تأثیر وراپامیل بر روی پاسخ دفاعی گیاه بررسی
 مواد گیاهی و باکتری

رسی تأثیر وراپامیل بر در این مطالعه، به منظور بر

 ها با باکتریروی پاسخ دفاعی گیاه، تلقیح ریز نمونه

Agrobacterium tumefaciens سویهLBA4404  ،

انجام شد. این  )کلون تک( pBI121حاوی پلاسمید 

پلاسمید حامل ژن گزارشگر گیاهی بتاگلوکورونیداز 

(gus )uidA  و نشانگر انتخابی نئومایسین

(، رمزکننده مقاومت به nptIIفسفوترانسفراز )

باشد. بر اساس نتایج حاصل از باززایی، کانامایسین می
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برای انجام این مطالعه از رقم دافینس و ریزنمونه 

 کوتیلدون استفاده شد. 

 هاتلقیح ریزنمونه

 Dan  ها، از دستورالعمل به منظور تلقیح ریزنمونه

et al.(2006) یه ته با کمی تغییرات استفاده شد. برای

محیط تلقیح ابتدا یک کلونی از باکتری 

Agrobacterium tumefaciens  کشت شده در محیط

مایع  1LBلیتر محیط کشت جامد را در پنج میلی

(Miller, 1972 ریخته و درون انکوباتور )درجه  28

دور در دقیقه قرار دادیم. محیط  200گراد با دور سانتی

LB  ر از هریک از آنتیگرم در لیتمیلی 50مایع حاوی-

های کانامایسین و ریفامپسین نیز بود. نظر به بیوتیک

بیوتیک ریفامپسین در ژنوم اینکه ژن مقاومت به آنتی

وجود دارد، به منظور جلوگیری از  LBA4404سویه 

ها و در نتیجه کنترل آلودگی از آن رشد سایر باکتری

 18-22شد. پس از گذشت در محیط کشت استفاده 

لیتر از سوسپانیسون باکتری برداشته ، دو میلیساعت

لیتر میلی 30شد و در یک فالکون جدید که حاوی 

بیوتیک گرم در لیتر آنتیمیلی 50مایع و  LBمحیط

ریفامپسین بود، ریخته شد و به مدت چهار ساعت 

دور در  200گراد و درجه سانتی 28مجدداً در انکوباتور 

 10حیط تلقیح به مدت دقیقه قرار گرفت. پس از آن م

دور در دقیقه سانتریفیوژ شد. رسوب  3000دقیقه با 

 100مایع که حاوی  MSلیتر میلی 10حاصل در 

میکرومولار استوسرینگون بود حل شد و در انکوباتور 

دور در دقیقه قرار گرفت. زمانی  200درجه با دور  28

رسید برای تلقیح 3/0-5/0باکتری به  2ODکه 

 ها پسمورد استفاده قرار گرفت. کوتیلدون هاریزنمونه

از این که خراش خوردند به مدت سه تا پنج دقیقه در 

ز ور شدند، سپس با استفاده اسوسپانسیون تلقیح غوطه

کشتی )جدول کاغذ صافی خشک و بر روی محیط هم

کشتی به مدت دو شب های هم( قرار گرفتند. محیط2

گراد درجه سانتی 25 در تاریکی و در فیتوترون با دمای

ها پس از خشک شدن با کاغذ قرار گرفتند. کوتیلدون

( 2کشتی به محیط انتخابی )جدول صافی از محیط هم

روز به  38های باززا شده پس از منتقل شدند. نمونه

( منتقل شدند و پس از دو 2زایی )جدول محیط ساقه

زایی های رشد کرده به محیط ریشههفته گیاهچه

( انتقال یافتند. شرایط اتاق کشت برای 2)جدول 

زایی داری شرایط زایی و ریشههای باززایی، ساقهمحیط

)به ترتیب روشنایی/ تاریکی( و نور  16/8فتوپرویود 

میکرومول فوتون بر متر مربع در  60فلورسنت با شدت 

 ثانیه بود. 

 Agrobacterium tumefaciensقال ژن با در طی انت MSهای مختلف با محیط پایه ترکیب محیط کشت -2 جدول

Table 2- Compound of different media based on MS medium used in Agrobacterium mediate   

transformation 
Rooting 

medium 
Shooting 

medium 
Regeneration 

medium 
coculture 

medium 
Preculture 

medium 
 

30 30 30 30 30 Sucrose(gr/lit) 
3 3 3 3 3 Gelrite(gr/lit) 

0.65 0.65 0.65 0.65 TDZ(mg/lit) 

 0.1 0.1 0.1 NAA(mg/lit) 

300 300 300   Cefotaxime (mg/lit) 

30 30 30   Kanamycin (mg/lit) 

   100  Astusryngan (µM) 

 مطالعات هیستوشیمیایی

، از مطالعات gusبه منظور بررسی انتقال و بیان ژن 

                                                                                                                                                                          
1 Luria-Bertani Broth 

در  (.Jefferson, 1987شد )شیمیایی استفاده هیستو

این روش برگ نمونۀ ترانسفورم شده در یک ویال قرار 

 2Optical Density 
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به نحوی به هر نمونه  X-Glucداده شد، سپس محلول 

 یاضافه شد که کل نمونه در محلول قرار گرفت و نمونه

درجه  37ساعت در انکوباتور  10-15مورد نظر به مدت 

 X-Glucپس از آن محلول در تاریکی، نگهداری شد. 

)اتانول( ریخته شد.  %99خارج شده و روی نمونه الکل 

پس از این که نمونه کلروفیل خود را از دست داد 

 برداری انجام گرفت.عکس

به منظور بررسی تأثیر ترکیب دارویی وراپامیل بر 

کشتی از این ماده روی پاسخ دفاعی گیاه در مرحله هم

گرم در لیتر به میلی 150 و 100-50-0در چهار غلظت

عنوان تیمار با هشت ریزنمونه در هر پتری دیش با سه 

گرم میلی 5/2انجام شد. ترکیب این دارو شامل  تکرار

باشد می NaClگرم در لیتر میلی 5/8در لیتر وراپامیل و 

-آن بین چهار تا شش تنظیم می pHکه در آب حل، و 

ب استفاده شد. شود. در این مطالعه نیز از همین ترکی

از هر تیمار، دو کالوس تصادفی به منظور بررسی میزان 

ها انتخاب شد. ای شدن و سوختگی ریزنمونهقهوه

زاشده های بازمیانگین باززایی با تقسیم تعداد ریزنمونه

ها محاسبه گردید. این آزمایشات بر تعداد کل ریزنمونه

مده ست آدر قالب طرح کاملاً تصادفی انجام و نتایج به د

آنالیز گردید. از تلقیح  SAS   9.4افزاربا استفاده از نرم

فاقد  Agrobacterium tumefacienها با ریزنمونه

 پلاسمید نیز به عنوان شاهد استفاده شد. 

 نتایج و بحث 

 باززایی

در این مطالعه مشخص شد که ریزنمونه کوتیلدون 

در مورد دو رقم دافینس و نیوتون، و ریزنمونه 

فینیتی، در زمینه باززایی یپوکوتیل در مورد رقم اینه

(. در مورد دو رقم نیوتون و 5)جدول  کندبهتر عمل می

 68/0دافینس، محیط کشت حاوی نسبت هورمونی 

TDZ=  1/0وNAA= گرم در لیتر با میانگین تولید میلی

و شش ساقه در هر ریزنمونه به ترتیب برای ارقام  9/11

بهترین ترکیب هورمونی در باززایی دافینس و نیوتون، 

باشد. در مورد رقم نیوتون علاوه بر محیط فوق، می

گرم در لیتر نیز میلی =1/0IAAو  =2BAPمحیط 

 رود. بینبهترین محیط کشت در باززایی به شمار می

این دو نوع محیط برای رقم نیوتون تفاوت معناداری 

نی (. نوع و نسبت ترکیب هورمو4دیده نشد )جدول 

ترین عامل تأثیرگذار مورد استفاده در محیط کشت مهم

(. در Pawar et al., 2012باشد )در میزان باززایی می

های متعددی به منظور های گذشته، هورمونطی دهه

های گیاهی به صورت مصنوعی افزایش باززایی سلول

، به خاطر داشتن نقش مؤثر در TDZساخته شده است. 

های گیاهی، در طی چند دهه لکشت بافت و کشت سلو

گذشته بسیار مورد توجه قرار گرفته است. اگرچه این 

شود، اما بندی میها طبقههورمون جزو سیتوکین

ها نیز تأثیرات مشابه در مشخص شده است که اکسین

کنند. نکته جالب در مورد این هورمون سلول ایجاد می

از  کاین است که ساختار شیمیایی آن شبیه به هیچ ی

های اکسین و سیتوکینن که تاکنون مورد هورمون

(. Guo et al., 2011باشد )اند، نمیاستفاده قرار گرفته

در این مطالعه، ترکیب این هورمون با اکسین نفتالین 

استیک اسید، تأثیر مطلوبی در باززایی دو رقم نیوتون و 

  Abu-qaoud &فرنگی داشت.دافینس گیاه گوجه

Jamous  (2015) های از این ترکیب هورمونی با غلظت

گرم در لیتر به میلی 5/0به ترتیب چهار میکرومولار و 

و نفتالین استیک اسید، به طور  TDZترتیب برای 

ده فرنگی استفاآمیزی جهت باززایی گیاه گوجهموفقیت

نمودند. در مورد هورمون نفتالین استیک اسید نیز باید 

این هورمون نیز یک اکسین به این نکته اشاره نمود که 

ا در هباشد و یکی از پرکاربردترین اکسینمصنوعی می

(. Guo et al., 2011) رودکشت بافت گیاهی به شمار می

فینیتی، نتایج تجزیه واریانس نشان اما در مورد رقم این

های مختلف از جمله محیط داد که بین محیط کشت

   =1/0IAAو  Zeatin =2های کشت حاوی هورمون

داری وجود نداشت. گرم در لیتر اختلاف معنیمیلی

فینیتی در مقایسه با دو رقم میزان باززایی رقم این

 ای که میانگینتر بود، به گونهدافینس و نیوتون کم

تولید ساقه برای این رقم در محیط مذکور سه ساقه در 

(. بهترین ریزنمونه 4هر ریزنمونه برآورد گردید )جدول 

زایی برای ارقام دافینس و نیوتون کوتیلدون و جهت باز

(. 5باشد )جدول برای رقم این فینیتی هیپوکوتیل می

در گزارشات متعددی نیز به این موضوع اشاره شده است 
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-که میزان و شرایط باززایی برای ارقام مختلف گوجه

فرنگی متفاوت بوده، و تاکنون یک دستورالعمل یکسان 

فرنگی ارائه نشده است گوجه برای تمام ارقام مختلف

(Jedi et al., 2004 بدین ترتیب، بهترین رقم از لحاظ .)

باززایی رقم دافینس بوده و پس از آن رقم نیوتون و رتبه 

(. 6جدول باشد )فینیتی میبعدی متعلق به رقم این

مدت زمان ایجاد ساقه در هر سه رقم، چهار هفته، و 

به مدت سه هفته به  ها نیزمدت زمان طویل شدن ساقه

های ایجاد شده از محل طول انجامید. در نهایت گیاهچه

زایی قرار اتصال به کالوس جدا شده و در محیط ریشه

مدت زمان کامل بود.  MSزایی گرفتند. محیط ریشه

(.1زایی نیز دو هفته طول کشید )شکل ریشه

 

 
گرم در میلی =68/0TDZ= ،1/0NAAپایه با ترکیب هورمونی  MSلف: رقم دافینس بر روی محیط فرنگی امراحل مختلف رشد گیاه گوجه -1شکل 

فرنگی باززا شده پس از جدا شدن از ج: گوجه گرم در لیتر میلی =TDZ= 1/0NAA 68/0پایه با ترکیب هورمونی  MSلیتر ب: رقم نیوتون بر روی محیط 

 زاییط ریشهزایی قرار گرفت. د: محیکالوس در محیط ریشه

Figure 1- Different stages of growth of tomato plant A: Regeneration of The Dafines cultivar on MS medium with 

combination hormone TDZ=0.6, NAA==0.1 mg/Lit. B: Regeneration of The Newton cultivar on MS medium with 

combination hormone TDZ=0.6, NAA==0.1 mg/Lit. C: Regenerated tomato isolated from callus and placed in 

rooting medium. D: Rooting medium  
 

 های مختلف مورد مطالعه در گیاه گوجه فرنگیها و ریزنمونهنتایج تجزیه واریانس میزان باززایی برای ارقام، هورمون -1جدول 

Table 3- the results of analysis of variance for regeneration rate for different cultivars, hormones and 

microelements studied in the tomato plant 
F value Mean Square df Source 
262.35** 118.63 2 V 

493.43** 223.12 1 T1 

123.63** 55.90 12 T2 

279.86** 126.55 2 V ×T1 

35.16** 15.89 24 V×T2 

32.74** 14.80 24 T1×T2×V 

 0.45 154 Errore 

 26.37  CV(%) 

 (p<0.01) %1داری در سطح معنی **

T1٬:ریزنمونه T2٬:هورمون Vرقم : 

 T1: Explant, T2: Hormon, V: cultivar 
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فرنگی برای محیط تقسیم بر تعداد ریزنمونه در هر پتری دیش( ارقام مختلف گوجه هامقایسه میانگین باززایی )تعداد ساقه -2جدول 

 های مختلفکشت

Table 4 - Comparison of mean regeneration (The number of stems divided by the number of explant 

per petridish) of different tomato varieties for different culture media 

 

 جزئیات هورمونی هر محیط کشت نشان داده شده است. 1های مختلف است که دز جدول نوع محیط کشت 13تا 1عددهای *

 .است (p˂0.05)دانکن  آزمون پایۀ بر هامیانگین دارمعنی اختلاف نبود بیانگر هرردیف در مشترک حروف

* The numbers range of 1 to 13 are different types of culture mediums that in Table 1 shows the hormonal  

details of each culture medium. 

Mean within a row followed by the same letters are not significantly different at p<0.05 according to the  

Duncan test. 

 
 تیلدون و هیپوکوتیلهای کومقایسه میانگین باززایی ارقام مختلف برای ریزنمونه -3 جدول

Table 5- Comparison of mean regeneration of different cultivars for cotyledon and hypocotyl explants 
Cotyledon hypocotyl Cultivar 

d1.17 c1.64 Infinity 

b3.23 c1.52 Newton 

a6.16 c1.55 Dafines 

 .است (p˂0.05)دانکن  آزمون پایۀ بر هامیانگین داریمعن اختلاف نبود بیانگر هرردیف در مشترک حروف

Mean within a row followed by the same letters are not significantly different at p<0.05 according to the Duncan 

test . 
 وتون و دافینسفینیتی، نیبرای ارقام این مقایسه میانگین میزان باززایی -4جدول 

Table 6- Comparison of mean total regeneration for Infinity, Newton and Dafines 
Average Regeneration Cultivar 

c1.4 Infinity 

b2.3 Newoton 

a3.8 Dafines 

 .است (p˂0.05)دانکن  آزمون پایۀ بر هامیانگین دارمعنی اختلاف نبود بیانگر هرردیف در مشترک حروف

Mean within a row followed by the same letters are not significantly different at p<0.05 according to the Duncan 

test . 

بر اساس نتایج به دست آمده از باززایی، به منظور 

بررسی تأثیر وراپامیل بر روی پاسخ دفاعی گیاه از رقم 

محیط کشت حاوی دافینس، از ریزنمونه کوتیلدون و 

های به ترتیب با غلظت NAAو  TDZهای هورمون

گرم در لیتر استفاده شد. میلی 1/0و  68/0

  

Cult

ivar 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 

1

0 

1

1 

1

2 

1

3 

Infi

nity 

2

a.0 

2

a.4 

1.

a6 

3

a 

0

b.5 

0

.b8 

1

a.6 

1

a.3 

0

b.5 

0

b.1 

2

a.9 

1

a.2 

0

b 

Ne

wton 

2

c.0 

6

a.0 

6.

a0 

1

c.7 

0

c.2 

1

c.6 

3

b.0 

2

c.2 

0

d.2 

2

c.7 

1

c.9 

2

c.5 

0

d.1 

Dafi

nes 

5

b.9 

5

c.5 

1

a1.9 

6

b.5 

0

f.5 

2

e.3 

2

e.5 

4

d.0 

3

d.8 

0

f.8 

3

d.8 

2

e.3 

0

f 

http://scholar.google.com/scholar?q=Comparison+of+average+regeneration+of+different+cultivars+for+different+culture+media&hl=en&as_sdt=0&as_vis=1&oi=scholart&sa=X&ved=0ahUKEwifycbggYTWAhWDaxQKHThFBVIQgQMIJTAA
http://scholar.google.com/scholar?q=Comparison+of+average+regeneration+of+different+cultivars+for+different+culture+media&hl=en&as_sdt=0&as_vis=1&oi=scholart&sa=X&ved=0ahUKEwifycbggYTWAhWDaxQKHThFBVIQgQMIJTAA
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های تلقیح شده با تأثیر وراپامیل بر روی ریزنمونه
Agrobacterium tumefaciens 

 هاای شدن کالوسبررسی میزان قهوه

هایی که در ای شدن کالوسمیزان سوختگی و قهوه

حاوی وراپامیل رشد کرده بودند نسبت به  هایمحیط

های هایی که در محیطهای شاهد یعنی کالوسکالوس

فاقد وراپامیل رشد کرده بودند، به طور محسوسی کمتر 

به سلول گیاهی  Agrobacterium(. ورود 2بود )شکل 

موجب مرگ سلول و در نتیجه  ،2O2Hبه علت تجمع 

ای شدن بافت و کاهش نرخ انتقال ژن خواهد شد. قهوه

 Agrobacterium مرگ سلول در اثر ورود 

tumefaciens ،به گیاه، در بسیاری از گیاهان مثل سویا

فرنگی، آفتابگردان، انگور، چغندرقند و غیره گوجه

نشان داده است  Hansen (2000)  گزارش شده است.

 Agrobacteriumکه در ذرت پس از تلقیح با 

tumefaciens، زی شده سلول، به علت ریمرگ برنامه

 et al.(2002)اتفاق افتاده است. DNAتکه تکه شدن 

Parrott  نشان دادند که پس از تماس جنین و ریشه

سلول  مرگ Agrobacterium tumefaciensگندم با 

 Danافتد )در سلول اتفاق می 2O2Hهمزمان با تجمع 

et al., 2016 .) 

تأثیر بر  طور که قبلاً اشاره شد، وراپامیل باهمان

های در انسان برای درمان بیماری Lهای روی کانال

 های کلسیمیگیرد. کانالعصبی مورد استفاده قرار می

های نسبتاً بزرگی هستند که دارای فعالیت کانال Lنوع 

ها دارای وزن باشند. این کانالولتاژ بالایی نیز می

، 1α ،2α ،ẞکیلودالتون با پنج زیرواحد  400مولکولی 

γ  وδ های کلسیمی از طریق هستند. این نوع از کانال

-فعال می CAMPمسیرهای فسفریله کننده پروتئین 

های کلسیمی هم سریع کنندهشوند و به وسیله بلوکه

 & Pasko & Flynn, 2001; Ram)شوند غیر فعال می

Elliott, 2011) در این مطالعه برای اولین بار مشخص .

-های کلسیمیکننده کانالوکهشد که با استفاده از بل

توان با کاهش پاسخ دفاعی گیاه میزان می-وراپامیل

ها را کاهش ریزی شده سلولای شدن و مرگ برنامهقهوه

که به دنبال پاسخ دفاعی گیاه اتفاق  2O2Hداد. تجمع 

ریزی شده سلول افتد نقش کلیدی را در مرگ برنامهمی

 etاین رو (. ازDan et al., 2016کند )بازی می

al.(2014)  Dan  ای به نام برای اولین بار تأثیر ماده

و  اکسیدانترکیب دیگر شامل پنج آنتی 17ملاتونین و 

اکسیدان را بر روی افزایش میزان کارایی غیرآنتی 12

 Agrobacterium tumefaciensانتقال ژن با استفاده از 

 د.فرنگی و سویا، مورد بررسی قرار دادنبر روی گوجه

نتایج مطالعات آنها نشان داد که ملاتونین زمانی که به 

شود، بیش از سایر ترکیبات محیط انتخابی اضافه می

دهد. آنها بیان نمودند که میزان انتقال ژن را افزایش می

اکسیدانی که دارد، از ایجاد ملاتونین با خاصیت آنتی

ای شدن ناشی از آن جلوگیری پاسخ دفاعی گیاه و قهوه

کند و بدین ترتیب میزان باززایی پس از انتقال ژن یم

دهد. ملاتونین یک هورمون انسانی است را افزایش می

شود و در طیف وسیعی از که توسط مغز ترشح می

های عصبی، سیستم های بیولوژیکی مانند فعایتفعالیت

ایمنی بدن، فعالیت قلب، سیستم تناسلی و غیره ایفای 

ه است که ملاتونین بیشتر کند. مشخص شدنقش می

اکسیدانی ایفا های خود را از طریق خاصیت آنتیفعالیت

 Levine et (.Munik & Ekmekcioglu, 2015کند )می

1995). (al  2نیز نشان دادند که تجمعO2H به دنبال ،

ه نظر افتد. بنابراین بدهی یون کلسیم اتفاق میسیگنال

که یک گام جلوتر  رسد وراپامیل این قابلیت را داردمی

با به تعویق انداختن سیگنال از ملاتونین حرکت کند و

و مرگ برنامه 2O2Hدهی یون کلسیم، افزایش میزان 

ریزی شده سلول را کاهش دهد.
 



 ... شده حیتلق های¬زنمونهیر یدفاع پاسخ یرو بر لیوراپام ریأثت یبررس و ییباززا طیمح نیبهتر انتخابکوهگرد و همکاران:   10 

 

 
فرنگی تلقیح شده با های گوجهنههای حاصل از ریزنموکالوس:سمت راست  :ها در محیط با و بدون وراپامیل؛مقایسه بین کالوس -1 شکل

Agrobacterium tumefaciens ،فرنگی تلقیح شده با های گوجههای حاصل از ریزنمونهکالوس :سمت چپ رشد کرده در محیط دارای وراپامیل

Agrobacterium tumefaciens رشد کرده در محیط فاقد وراپامیل 

Figure 2- Comparison between calluses in mediums contaioning and free verapamil. Right: The calluses derived 

from inoculated tomato explants with Agrobacterium tumefaciens that grows in medium containing verapamil 

and Left: The calluses derived from inoculated tomato explants with Agrobacterium tumefaciens that grows in 

medium free verapamil. 

 

 باززایی 

 های(، مقایسه میانگین باززایی نمونه7در جدول )

های مختلف وراپامیل نشان رشد کرده بر روی غلظت

داده شده است. میزان باززایی به علت تنش ناشی از 

در  ،Agrobacterium tumefaciensها با تلقیح ریزنمونه

کشت بافت به شدت کاهش یافته است.  مقایسه با حالت

گرم در میلی 50کشتی دارای زمانی که از محیط هم

لیتر وراپامیل استفاده شد، نرخ باززایی نسبت به شاهد 

های وراپامیل بیشتر بود. کاهش پاسخ و سایر غلظت

دفاعی گیاه به واسطه وجود وراپامیل سبب افزایش نرخ 

سان ربه عنوان پیغامهای کلسیم باززایی شده است. یون

دهی در گیاهان ثانویه در بسیاری از مسیرهای سیگنال

کنند و سبب ایجاد طور در جانوران فعالیت میو همین

های فیزیولوژی مناسب گیاه به دامنه وسیعی از پاسخ

شوند. تغییرات غلظت کلسیم های محیطی میمحرک

 ها، نور،های مختلفی شامل هورموندر پاسخ به محرک

تواند های غیرزنده و الیستورهای میکروبی، میتنش

اتفاق افتد. در حالت عادی میزان غلظت کلسیم در 

بار کمتر از  410نانومولار، یعنی  200تا  100سیتوسول 

های سلولی بار کمتر از اندامک 510تا  410آپوپلاست و 

است. این موضوع سبب ایجاد اختلاف پتانسیلی خواهد 

نیاز، منجر به ورود یون کلسیم به شد که در صورت 

 نرسادرون سیتوسول یعنی جایی که به عنوان پیغام

  کند، می شودثانویه عمل می

(Ben Rejeba et al., 2014 et al., 2006; Lecourieux) 

ای هرسد با توجه به نقش کانالمیبنابراین به نظر 

غلظت مناسبی از کلسیمی در رشد و نمو گیاه، هرچند 

 های کلسیمی ووراپامیل سبب تأخیر در باز شدن کانال

 شود، اما استفادهدر نتیجه کاهش پاسخ دفاعی گیاه می

 هایاز غلظت بالای آن سبب اختلال در فعالیت کانال

کلسیمی و در نتیجه اختلال در فرآیند رشد گیاه خواهد 

 شد. 
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در  Agrobacterium tumefaciensهای گوجه فرنگی رقم دافینس ترانسفورم شده با میانگین باززایی نمونه مقایسه -5 جدول

 .های کلسیمیوراپامیل به عنوان بلوکه کننده کانال های مختلفغلظت

Table 7- Average regeneration of transformed tomato Dafines variety explants with Agrobacterium 

tumefaciens on different concentrations of verapamil as blocker of calcium channels 
200 150 50 0 Different concentrations of verapamil(mg/L) 

b0.05 b0.1 a0.3 b0 Average regeneration* 

 The number of shoots divided by the number of explant per Petri dish 

 .است (p˂0.05)دانکن  آزمون پایۀ بر هامیانگین دارمعنی اختلاف نبود بیانگر هرردیف در مشترک روفح    

Mean within a row followed by the same letters are not significantly different at p<0.05 according to the 

Duncan test. 

 مطالعات هیستوشیمیایی

ها در تماس با هیستوشیمیایی نشان داد که از تعداد هشت نمونه باززا شده شش تای آننتایج حاصل از مطالعات 

 (.3، آبی شدند )شکل X-glucمحلول 

 

 

 

 

 

 

 ااند.آبی شده gusهای برگ حاصل از تست هیستوشیمیایی که به علت بیان پروتئین نمونه -2 شکل

Figure 3- Leaf samples resulted from a histochemical test, which is blued due to the expression of gus protein.

 

 گیری کلینتیجه

نتایج این مطالعه نشان داد که استفاده از ترکیب 

نتیجه بسیار مطلوبی در باززایی  NAA و TDZهورمونی 

کند. اما در مورد رقم دو رقم دافینس و نیوتون ایجاد می

ی باززایی آن در چند ترکیب هورمونی مختلف، فینیتاین

تفاوت چندانی با هم نداشت. علاوه بر این مشخص شد 

که در بین سه رقم مورد مطالعه، میزان باززایی رقم 

متر فینیتی کدافینس بیشتر و میزان باززایی رقم این

باشد. در این مطالعه برای اولین بار مشخص شد که می

اپامیل در محیط کشت سبب وجود غلظت مناسبی از ور

های کلسیمی و در تأخیر و یا کاهش باز شدن کانال

شود. کاهش پاسخ دفاعی نتیجه کاهش پاسخ دفاعی می

خود عامل مهمی برای افزایش میزان باززایی و همچنین 

-ها به حساب میای شدن ریزنمونهکاهش میزان قهوه

سیمی های کلرسد از آنجا که کانالرود. اما به نظر می

های حیاتی سلول نقش دارند، در بسیاری از فعالیت

استفاده از غلظت بالای وراپامیل در محیط کشت 

های حیاتی سلول و احتمالاً منجر به اختلال در فعالیت

کاهش رشد و نمو آن شود. در نتیجه اگر از وراپامیل در 

غلظت بالا استفاده شود، خود یک عامل بازدارنده برای 

ه ای کدر نتیجه انتقال ژن خواهد بود. به گونهباززایی و 

گرم در میلی 50در این مطالعه مشخص شد، غلظت 

ه های بالاتر نتیجلیتر غلظت مناسبی است و در غلظت

عکس خواهد بود. در این جا باید به این نکته نیز اشاره 

دهی یون کلسیم در نمود که به دلیل اهمیت سیگنال

یاه، تأثیر وراپامیل در محیط های حیاتی گسایر فعالیت



 ... شده حیتلق های¬زنمونهیر یدفاع پاسخ یرو بر لیوراپام ریأثت یبررس و ییباززا طیمح نیبهتر انتخابکوهگرد و همکاران:   12 

 

-کشتی مورد بررسی قرار گرفت، چون به نظر میهم

رسید وجود این ماده در محیط انتخابی سبب اختلال 

 .در رشد و نمو گیاه شود
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