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Objective: Canola (Brassica napus L.) is a major source of edible oil, but its 

production is severely affected by osmotic stresses such as drought and salinity. 

Glycine betaine (GB) plays a key role in stress tolerance, yet many crops 

including canola cannot accumulate it. This study aimed to transfer 

the SoBADH gene from spinach into canola to enhance GB biosynthesis and 

improve osmotic stress tolerance. 

Methods: The synthesized SoBADH gene was cloned into pUC57, digested 

with SalI and NdeI, and ligated into pRI201-AN using T4 ligase. The 

recombinant vector was transferred into Agrobacterium tumefaciens via freeze-

thaw method. Canola cotyledonary explants were inoculated 

with Agrobacterium, and transgenic plants were regenerated on kanamycin-

containing medium. 

Results: The presence of the SoBADH gene was confirmed by PCR analysis, 

and its expression was verified by RT-PCR. Osmotic stress tolerance was 

evaluated using 20% PEG6000 (-0.7 MPa). The results showed that transgenic 

plants exhibited a 60% increase in glycine betaine content compared to control 

plants and displayed greater leaf development and greener color under osmotic 

stress. 

Conclusion: Transfer of the SoBADH gene into canola effectively enhances GB 

accumulation and osmotic stress tolerance, offering a practical approach for 

developing drought- and salt-tolerant cultivars for sustainable agriculture. 

Cite this article: Jonoubi, P., Lohrasebi, T., Modaresi,A & Daneshian, D. (2026). Cloning and Agrobacterium-mediated 

transfer of SoBADH gene to Brassica napus L. to confer osmotic stress tolerance.. Nova Biologica Reperta, 13 

(2), 1-22. https://doi.org/10.22034/nbr.2026.132149.0 
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Introduction 
Canola (Brassica napus L.) is an allotetraploid species (2n=38) originating from interspecific 

hybridization between B. oleracea and B. campestris. It is predominantly self-pollinating (over 70%) 

with approximately 20-30% cross-pollination (Safavi Fard et al., 2020). Canola seed contains 40-45% 

oil, making it the third most important source of edible vegetable oil worldwide (Jonoubi et al., 2004b; 

Khalatbari et al., 2021). Drought stress is recognized as the most critical limiting factor for canola 

production globally (Wang et al., 2026). 

Plants are continuously affected by multiple abiotic stresses including drought, salinity, and extreme 

temperatures. Among adaptive mechanisms, glycine betaine (GB) accumulation has emerged as a key 

strategy for stress tolerance (Chen et al., 2025; Basit et al., 2025). GB is a osmoprotectant that 

contributes to cellular homeostasis through osmotic balance regulation, ROS scavenging, antioxidant 

defense enhancement, and membrane stabilization (Ali et al., 2020). In higher plants, GB biosynthesis 

primarily occurs via two-step choline oxidation catalyzed by choline monooxygenase and betaine 

aldehyde dehydrogenase (BADH) (Chen et al., 2025). GB also protects photosystem II complexes and 

reduces oxidative damage (Ali et al., 2020; Rosas-Rodríguez & Valenzuela-Soto, 2021). 

Despite the crucial role of GB, many crop plants including canola lack the ability to accumulate this 

compound (Larher et al., 2003; Rosas-Rodríguez & Valenzuela-Soto, 2021). Although canola exhibits 

trace amounts of GB under normal conditions, it cannot significantly increase GB levels in response to 

osmotic stress (Selvaraj et al., 1995), making it an ideal model for genetic engineering of the GB 

biosynthesis pathway (Basit et al., 2025). Recent studies have successfully transferred BADH genes 

from various sources into different plants, including SgBADH from Suaeda glauca to Arabidopsis (Jin 

et al., 2024) , HuBADH from Hylocereus undatus to Arabidopsis (Qu et al., 2023), AhBADH from 

Atriplex hortensis to soybean (Yu et al., 2023), and Fld/BADH co-transformation into walnut (Makari 

Deligani et al., 2025). Given the increasing global need for enhanced food production (Tiwari et al., 

2022), this study aimed to transfer the spinach SoBADH gene into canola using Agrobacterium 

tumefaciens and evaluate osmotic stress tolerance in transgenic plants. 

 

Method 
Gene synthesis and E. coli transformation: The spinach SoBADH gene (accession number U69142.1) 

was synthesized by Shingene (South Korea) and cloned into pUC57. E. coli DH5α competent cells were 

transformed using the heat shock method (Sambrook & Russell, 2001), and transformants were selected 

on ampicillin-containing LB medium. 

Subcloning into pRI201-AN and Agrobacterium transformation: The SoBADH gene was excised from 

pUC57 using NdeI and SalI and ligated into pRI201-AN using T4 ligase. Recombinant plasmids were 

transformed into E. coli DH5α and selected on kanamycin. The construct was then transferred into 

Agrobacterium tumefaciens using the freeze-thaw method (Sambrook & Russell, 2001) and selected on 

kanamycin and rifampicin. 

Plant transformation and regeneration: Canola seeds were germinated on hormone-free MS medium 

(Murashige & Skoog, 1962). Cotyledonary explants from 7-day-old seedlings (73% regeneration 

frequency) were inoculated with Agrobacterium suspension (OD650=1.0) at 1:1 dilution for 60 seconds, 

co-cultivated for 48 hours in darkness, then transferred to shoot induction medium containing 3 mg l-1 

benzyladenine, 250 mg l-1 cefotaxime, and 5 mg l-1 kanamycin (Jonoubi et al., 2005). Green 

kanamycin-resistant shoots were transferred to shoot maturation medium (10 mg l-1  kanamycin) and 

then to root induction medium (2 mg l-1 IBA, 15 mg l-1 kanamycin). 

Molecular confirmation: Genomic DNA was extracted using a DENAzist DNA Isolation Kit. RNA was 

extracted using a TOPAZ GENE Mini Kit. PCR and RT-PCR analyses were performed using SoBADH-

specific primers. cDNA synthesis was carried out using a YEKTA TAJHIZ AZMA cDNA Synthesis 

Kit. 

Osmotic stress and GB quantification: Osmotic stress was induced using 20% PEG6000 ( 0.7 MPa) 

(Michel & Kaufmann, 1973). Glycine betaine content was measured using the periodide method (Grieve 

& Grattan, 1983). Absorbance was read at 365 nm using a UV-Vis spectrophotometer. 
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Results 
Construction of SoBADH expression vector: Colony PCR and restriction digestion confirmed the 

presence of the 1668 bp SoBADH fragment in pUC57 (Figure 1). Digestion with NdeI and SalI released 

the 1668 bp fragment from both pUC57 and pRI201-AN (Figure 2). Colony PCR and restriction 

digestion of recombinant E. coli colonies confirmed successful subcloning (Figure 3). PCR analysis of 

Agrobacterium colonies confirmed successful transfer of the pRI201-AN-SoBADH construct (Figure 

4). 

Plant transformation and regeneration: Optimal transformation efficiency was achieved using 7-day-old 

cotyledonary explants with 1:1 bacterial dilution and 60-second inoculation (Figure 5). Transgenic 

plants remained green on kanamycin-containing medium, while non-transgenic shoots bleached. 

Molecular confirmation in transgenic plants: PCR analysis revealed the 1668 bp band in kanamycin-

resistant plants, confirming successful gene transfer (Figure 6). RT-PCR analysis confirmed transgene 

expression at the mRNA level (Figure 7). 

Glycine betaine accumulation: Transgenic plants showed a 60% increase in GB content compared to 

wild-type plants under both normal and osmotic stress conditions. Morphological observations revealed 

greater leaf development and greener color in transgenic plants under -0.7 MPa PEG6000 stress (Figure 

8, Graph 1). 

Discussion 

Successful construction of the pRI201-AN-SoBADH expression vector and its transfer into canola was 

molecularly confirmed. Optimal regeneration from 7-day-old cotyledonary explants (73%) corresponds 

with previous reports demonstrating superior regeneration potential of cotyledon explants (Jonoubi et 

al., 2005). Optimization of bacterial concentration (1:1) and inoculation time (60 seconds) effectively 

balanced transformation efficiency and contamination control (Imani & Kogel, 2020). 

The presence of the 1668 bp band in PCR and confirmation of expression by RT-PCR demonstrated 

successful transgene integration and transcription. Effective selection using kanamycin (based on NPTII 

gene) agrees with previous studies (Jonoubi et al., 2005). Successful BADH expression is the primary 

prerequisite for enhanced GB biosynthesis (Chen et al., 2025; Basit et al., 2025). 

Transgenic plants exhibited a 60% increase in GB content and improved morphology under PEG-

induced stress. These findings are consistent with GB's protective mechanisms as a compatible osmolyte 

that maintains cell turgor, stabilizes PSII complexes, and protects membranes (Ali et al., 2020; Rosas-

Rodríguez & Valenzuela-Soto, 2021; Basit et al., 2025). Comparison with similar studies confirmed 

consistency across different gene sources and target plants, including SgBADH in Arabidopsis (Jin et 

al., 2024), HuBADH in Arabidopsis (Qu et al., 2023), AhBADH in soybean (Yu et al., 2023), Fld/BADH 

in walnut (Makari Deligani et al., 2025), and BvBADH1 in tobacco (Wei et al., 2026). 

The greener color and enhanced leaf development under stress indicate GB's protective role on the 

photosynthetic apparatus. GB stabilizes the oxygen-evolving complex of PSII and facilitates D1 protein 

repair (Chen et al., 2025; Basit et al., 2025). Studies on tea plants (Zhou et al., 2025) and Poncirus 

trifoliata (Ming et al., 2024) further confirmed that GB accumulation enhances antioxidant enzyme 

activity and reduces ROS. Degtyarenko et al. (2025) demonstrated that alternative betaines also reduce 

oxidative stress markers. 

 

Conclusions 
This study successfully constructed the pRI201-AN expression vector containing the spinach SoBADH 

gene and transferred it into canola via Agrobacterium tumefaciens. Transgene integration and expression 

were confirmed by PCR and RT-PCR. Transgenic plants exhibited a 60% increase in GB content. These 

findings correspond with previous reports demonstrating that BADH overexpression consistently 

enhances GB accumulation regardless of gene source or target plant species. Future perspectives include 

field performance evaluation, investigation of stable transgene inheritance, and co-transformation with 

complementary genes. This approach represents an effective step toward developing canola cultivars 

with improved drought and salinity tolerance. 
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آن به شدت  دیجهان است، اما تول یمنابع روغن خوراک نیتراز مهم یکی (.Brassica napus Lکلزا ) :قدمهم

سازگار  تیاسمول کیبه عنوان  نیبتائنیسی. گلردیگیقرار م یو شور یمانند خشک یاسمز یهاتنش ریتحت تأث

 نی. هدف استندیاز جمله کلزا قادر به تجمع آن ن یزراع اهانیاز گ یاریدر تحمل به تنش دارد، اما بس یدیکل نقش

 شیافزا یبه کلزا برا (Spinacia oleraceaاسفناج ) (SoBADH) دروژنازیده دیآلده نیپژوهش، انتقال ژن بتائ

  بود. یو بهبود تحمل به تنش اسمز نیبتائنیسیسنتز گل

با  یمیقرار گرفت. هضم آنز pUC57در ناقل  Shingeneسنتز شده توسط شرکت   SoBADHژن  ها:روش

SalI   وNdeI  ناقل  یروpRI201-AN  وpUC57 با  یانیانجام شد. واکنش اتصال ژن به ناقل بT4 گازیل 

 یهاشد. برگ لمنتق  Agrobacterium tumefaciensبا روش انجماد و ذوب به  بیصورت گرفت. ناقل نوترک

 شدند. ییاززاب نیسیکاناما یحاو طیدر مح ختیسبز ترار اهانیآغشته شده و گ یباکتر ونیکلزا با سوسپانس یالپه

تحمل به تنش  یابی. ارزدیگرد دییتأ RT-PCRآن با  انیو ب PCRبا آزمون  SoBADHحضور ژن  :جینتا

نشان داد که  جیمگاپاسکال( انجام شد. نتا -۷/0 یفشار اسمز)PEG6000درصد  20با استفاده از غلظت  یاسمز

شاهد نشان داده و تحت تنش  اهانیبا گ سهیرا در مقا نیبتائنیسیگل یمحتوا یدرصد 60 شیافزا ختیترار اهانیگ

  داشتند. یو رنگ سبزتر شتریب یتوسعه برگ ،یاسمز

و بهبود تحمل به تنش  نیبتائنیسیگل شیافزا یمؤثر برا یبه کلزا راهبردSoBADHانتقال ژن  :یبندجمع

 .شودیمحسوب م داریپا یکشاورز یبرا یو شور یدر جهت توسعه ارقام متحمل به خشک یعمل یاست و گام یاسمز

 Brassicaتقال آن به کلزا )و ان  SoBADHژن  یسازهمسانه(. 1405) یاناد، انشیاندو مدرسی، آزاده ؛ همینهت، هراسبیل؛ ریساپ، نوبیج: استناد

napus L.) 1-22(، 2) 13، یستیدر علوم ز نینو یهاافتهی. یتحمل به تنش اسمز جادیا یدر راستا ومیاگروباکتر قیاز طر. 

                 https://doi.org/10.22034/nbr.2026.132149.0 
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 مقدمه

 Brassica و  Brassica oleracea  این گونهو حاصل از تلاقی بی (2n=38) گیاهی آلوتتراپلوئید (.Brassica napus L) کلزا 

campestris  باشددگرگشن می %30و تا ( %۷0. این گیاه عمدتاً خودگشن )بیش از است (Safavi Fard et al., 2020) . میوه

 ثیرتأ تحت درصد این که است روغن درصد 45 تا 40 حاوی معمول طور به کلزا . دانهدانه است 40تا  15آن خورجین و حاوی 

اولئیک  %61تا  که وغن کلزا به ویژه در ارقام فاقد اروسیک اسیدر گیرد.می تنش خشکی قرار و محیطی شرایط ژنتیکی، عوامل

 Jonoubi et al., 2004b; Khalatbari etد )شناخته می شو سومین منبع مهم روغن خوراکی جهان، به عنوان دناسید دار

al., 2021)دستیابی به شود ون عوامل محدودکننده تولید کلزا در سراسر جهان محسوب میترینش خشکی یکی از مهم. ت 

در نژادی این محصول های بههای اصلی برنامههای مرتبط با تحمل به خشکی از اولویتهای متحمل همراه با مکانیسمژنوتیپ

 (.Wang et al., 2026نظر گرفته می شود )

های غیرزیستی متعددی از جمله خشکی، شوری و دمای افراطی قرار دارند که رشد و گیاهان به طور مداوم تحت تأثیر تنش   

بتائین به عنوان یک استراتژی کلیدی برای های سازگاری، تجمع گلیسینکند. در میان مکانیسمها را محدود میوری آنبهره

( متیل گلیسینتری -N,N,Nن )بتائییسینگل .(Chen et al., 2025; Basit et al., 2025) تحمل به تنش شناخته شده است

در . (Chen et al., 2025د )شواز موجودات زنده یافت مییک ترکیب آمفوتری و دوقطبی است که به طور طبیعی در بسیاری 

ز های کولین مونواکسیژناای کولین توسط آنزیمبتائین عمدتاً از طریق اکسیداسیون دو مرحلهگیاهان عالی، بیوسنتز گلیسین

(CMO) زبتائین آلدهید دهیدروژنا و (BADH) شوانجام می( دChen et al., 2025 .)دهیدروژناز آلدهید آنزیم بتائین 

(BADHمسئول ) ژن  .است این ترکیب سنتز مسیر در دوم اکسیداسیون واکنشBADH تنظیمی عناصر طریق از می تواند 

 داشته نقش هورمونی، و استرس هایپاسخ مانند ختلف زیستی،م فرآیندهای رونویسی تنظیم در ( خودCREs) مؤثر -سیس

 و فاکتورهای ROS کنندهپاک هایژن بویژه آنزیم تنظیم بیان در مهمی نقش بتائین گلیسین .(Ozturk et al., 2021باشد )

 تحمل در GB متابولیکی سنتز و MAPK سیگنالینگ مسیر طریق از BADHبتائین دارد.  گلیسین توسط شده القا رونویسی

این ترکیب از طریق تعدیل تعادل اسمزی، حذف  .(Golestan Hashemi et al., 2018دارد ) نقش غیرزیستی هایتنش به گیاه

د کنها و غشاها، به حفظ هموستاز سلولی کمک میاکسیدانی و تثبیت پروتئینهای فعال اکسیژن، تقویت سیستم دفاع آنتیگونه

(Ali et al., 2020 .)ها و مسیرهای سیگنالینگ سلولی، رشد کنش با فیتوهورمونبتائین علاوه بر تنظیم اسمزی، با برهمینگلیس

 ،و حفاظت از غشاها II کمپلکس فتوسیستم حفظ ساختارهمچنین با (. Basit et al., 2025د )بخشو تحمل به تنش را بهبود می

 . (Ali et al., 2020د )دههای اکسیداتیو ناشی از تنش را کاهش میآسیب

است که در گونه های گیاهی مختلف از جمله کلزا وجود دارد. نتایج بررسی خانواده  ALDHمتعلق به خانواده ژنی  BADHژن 

ALDH  عضو از این خانواده است که روی تمامی کروموزوم ها به استثنای کروموزوم  45نشان داده است که کلزا دارایA02 

(. بررسی فیلوژنی ژن های این خانواده نشان داده است که این خانواده در گیاه کلزا  Jin et al., 2025توزیع شده اند ) A04 و 

در این گروه قرار داشته و این ژن روی  BADHدارد که  ALDH10زیر خانواده تقسیم می شود. کلزا یک خانواده ژنی بنام  9به 

 بتائینگلیسین یک مدل برای مهندسی ژنتیک مسیر بیوسنتز عنوان به اهاز این گی(. Jia et al., 2024قرار دارد ) A10کروموزوم 

را سنتز می کند بتائین از گلیسین مقادیر بسیار ناچیزی اما این گیاه. (Rosas- Basit et al., 2025استفاده شده است )

(Selvaraj et al., 1995و توانایی ) همچون اسفناج که یک تجمع  را زیهای اسمدار این ترکیب در پاسخ به تنشافزایش معنی

اسفناج دارای فعالیت آنزیمی بالاتری بوده  BADHکننده خوب گلایسین بتائین می باشد، ندارد. پروتئین رمز شونده توسط ژن 

 های موجودات دیگر است.  BADHو یکی از فعال ترین ها در بین 

بتائین به گیاهان زراعی حاصل شده ی مسیر بیوسنتز گلیسینهاهای چشمگیری در زمینه انتقال ژنهای اخیر، پیشرفتدر سال

بتائین، به طور گسترده در مطالعات های کلیدی در مرحله نهایی بیوسنتز گلیسینبه عنوان یکی از ژن  BADH ژن. است

 . کرد همسانه سازی هزند موجودات انواع سایر و عالی گیاهان از توانمی را BADH ژن. تتراریختی مورد استفاده قرار گرفته اس
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( Chenopodium quinoa) کینوا (،Hordeum vulgare) جو (،Beta vulgaris) قند چغندر (،Spinacia oleracea) اسفناج

افزایش بیان این ژن ها  .(Yamada et al. 2015; Jiang et al. 2016هستند ) BADH همسانه سازی ژن اصلی منابع برنج و

 Niazianاهی منجر به افزایش سنتز گلیسین بتائین و تحمل به انواع تنش های غیر زنده شده است )در سیستم های هترولوگ گی

et al., 2019; Zhang et al., 2020) . 

ی دار، افزایش معنی Arabidopsis thalianaو انتقال آن به   Suaeda glaucaاز گیاه شورپسند  SgBADH با جداسازی ژن

انتقال (. Jin et al., 2024شده است )گزارش  کم آبیدر شرایط تنش  آلدئیددیمالونمیزان  کاهش بتائین وگلیسیندر محتوای 

نشان داد که گیاهان تراریخت  Arabidopsis thalianaبه   Hylocereus undatusگیاه خشکی پسنداز   HuBADH ژن

  (.Qu et al., 2023د )نه ابتائین را تحت تنش شوری تجربه کرددرصدی گلیسین ۸0حدودافزایش 

 300تا  دار تحمل به شوریای، افزایش معنیبه سویا و انجام آزمایشات مزرعه  Atriplex hortensis از  AhBADH انتقال ژن   

گردوی  مضاعف تراریختی (.Yu et al., 2023رسیده است ) های بعدی به اثباتو وراثت پایدار تراژن در نسل NaCl مولارمیلی

بتائین و پرولین را در شرایط گلیسینتجمع نشان دادند که گیاهان تراریخت سطوح بالاتری از   BADH و  Fld هاینایرانی با ژ

از   BvBADH1 انتقال ژن (.Makari Deligani et al., 2025دهند )نشان می (PEGگلیکول)اتیلنپلیز تنش اسمزی ناشی ا

 (.Wei et al., 2026) نشان داده استع پرولین را بتائین و تجمچغندرقند به توتون، افزایش گلیسین

(، Tiwari et al., 2022) 2050توجه به موارد فوق و با عنایت به نیاز روزافزون جهان به افزایش تولیدات غذایی تا سالبا    

ستفاده از ناقل به گیاه کلزا با ا (Spinacia oleracea) استخراج شده از اسفناج SoBADH هدف از پژوهش حاضر، انتقال ژن

و ارزیابی تحمل به تنش اسمزی در گیاهان تراریخت حاصل در   Agrobacterium tumefaciensو pRI201-AN بیانی

 . بودو توسعه کشاورزی پایدار   in vitro شرایط

 هامواد و روش

  نوترکیب pUC57 ناقل بامستعد شده   E. coli هایتراریختی سلولو  SoBADH سنتز ژن

)کره جنوبی( انجام شد و در ناقل  Shingeneکت توسط شر U69142.1 اسفناج با شماره دسترسی  SoBADH ز ژنسنت   

  SoBADH اختصاصی ژن توالی پرایمر شد. انجام Snapgene افزارقرار گرفت. طراحی توالی پرایمرها توسط نرم  pUC کلونینگ

 .ارائه شده است 1در جدول 

 SoBADH ختصاصی ژنتوالی پرایمرهای ا: 1جدول 
Table 1. Sequences of specific primers for the SoBADH gene. 

Primer Name Primer sequence TM 

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

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

 

  سانتریفیوژ  rpm 4000گراد با دور درجه سانتی 6 دمایدقیقه در  10کشت شبانه باکتری حاوی ناقل انجام شد و سپس به مدت

(Biofuge Stratos Heraeus )شد. استخراج پلاسمید با استفاده از کیتPlasmid DNA extraction mini kit شرکت  

FAVORGEN (No: FAPDE050 )د.گراد نگهداری شدندرجه سانتی -20ها در فریزر انجام گرفت و نمونه 

در دمای  α5DHسویه  E. coli  های باکتری مستعد شدند. برای این کار، از کشت شبانه باکتریل پلاسمید، سلولبه منظور انتقا

 ,Bertani) منتقل گردید   Lysogeny Broth (LB)لیتر محیط تازهمیلی 100لیتر برداشت و به گراد، یک میلیدرجه سانتی 3۷

دقیقه بر روی یخ قرار گرفت. سپس  30رسید، سوسپانسیون سلولی به مدت  3/0نانومتر به حدود  600در  OD . زمانی که(1951
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 20گراد تهیه شد. برای حل کردن رسوب باکتری از درجه سانتی 4در دمای  rpm 3300 رسوب باکتری توسط سانتریفیوژ در

دقیقه روی یخ قرار  10ت سرد استفاده شد. محلول تهیه شده برای مد Tris-Borate-EDTA (TBE) لیتر محلول استریلمیلی

 .گراد نگهداری گردیددرجه سانتی -۷0در فریزر توزیع، و میکرولیتری  100های داده شد و سپس در اندازه

   (.Sambrook and Russel, 2001) شدحرارتی استفاده  برای انتقال ناقل نوترکیب به درون باکتری از روش تراریختی شوک   

میکرولیتر از  10شده از فریزر خارج و روی یخ قرار گرفت تا به آرامی ذوب شود. سپس  بدین صورت که باکتری مستعد

دقیقه  20مستعد شده اضافه شد و نمونه برای مدت  DH5α سویه  E. coli به باکتری  SoBADH حاوی ژن  pUC57ناقل

ثانیه قرار داده شد و بلافاصله به  90ت گراد به مددرجه سانتی 42روی یخ قرار داده شد. پس از آن، نمونه در حمام آب گرم 

 3۷مایع به لوله اضافه شد و لوله در انکوباتور شیکردار  LB میکرولیتر محیط 900دقیقه روی یخ قرار گرفت. سپس  2مدت 

بیوتیک انتخابی سوسپانسیون سلولی حاصل بر روی پلیت حاوی آنتی سپس،ساعت قرار داده شد. یک گراد به مدتدرجه سانتی

( استفاده M13 revو ریورس ویژه ناقل ) SoBADHبا آغازگر فوروارد ویژه ژن  PCRکلنی  سیلین( کشت شد. از واکنشآمپی)

هضم در باکتری نوترکیب،   SoBADH برای تأیید حضور پلاسمید حاوی ژنکرد. جفت بازی را تکثیر می 166۸ی شد که قطعه

 ناقل( انجام شد.  184)موقعیت  NdeIناقل( و   1848)موقعیت  SalIآنزیمی با استفاده از آنزیم 

 ومیآگروباکترو نوترکیبی  pRI201-AN بیانی ناقلدر   SoBADH سازی ژنهمسانه

 سازیاستخراج پلاسمید انجام شد. به منظور همسانه  SoBADHحاوی ژنpUC های نوترکیب واجد پلاسمیدباکتری از   

)تهیه   pRI201-ANبر روی هر دو ناقل  NdeI و SalIهای محدودالاثرتوسط آنزیمدر ناقل بیانی، هضم آنزیمی   SoBADHژن

ها در انجام گرفت. واکنش  SoBADHحاوی ژن( Shingene)تهیه شده از شرکت   pUC57و( Takara Bioشده از شرکت

 سازیتفاده از کیت خالصبا اس و شد برش خورده الکتروفورز DNA د.به صورت شبانه انجام شدن گراد ودرجه سانتی 3۷دمای

DNA Column Extraction  شرکتYEKTA TAJHIZ AZMA، قطعات ژنSoBADH  و ناقل خطی شده pRI201-AN  

لیگاز در   T4 توسط آنزیم pRI201-AN به درون ناقل بیانی  SoBADHاز روی ژل خالص شدند. واکنش اتصال آنزیمی ژن

 د.م شگراد به صورت شبانه انجادرجه سانتی 22دمای 

ها روی محیط حاوی مستعد شده انجام شد. نمونه  E. coliبا استفاده از روش شوک حرارتی، عمل ترانسفورماسیون به باکتری   

( M13ویژه ناقل ) آغازگرهایبا   PCR سازی بعد از رشد باکتری، کلونیبیوتیک کانامایسین کشت شدند. برای تأیید همسانهآنتی

های تأیید شده به تخلیص پلاسمید و تأیید توسط هضم آنزیمی انجام گرفت. نمونه بود. Kb 3ر حدود . قطعه مورد نظشدانجام 

 د.گراد نگهداری شدندرجه سانتی -۷0صورت استوک حاوی گلیسرول در 

 مولارمیلی 20کلرید از محلول کلسیم pRI201-AN با ناقل LBA4404 سویه Agrobacterium tumefaciens برای تراریختی

مقاومت به  از آنجایی که این ناقل حاوی ژن(. Sambrook and Russel, 2001) و روش استاندارد انجماد و ذوب استفاده شد

برای انتخاب  آگروباکتریوم مقاومت به آنتی بیوتیک ریفامپیسین را دارد LBA4404و سویه  کانامایسین می باشد

موفق انتقال های تشکیل شده نشاندهنده آنتی بیوتیک استفاده شد. کلنیدو از این  ،های تراریخت در محیط کشتآگروباکتریوم

نیز صورت گرفت. از این  PCR برای تأیید نهایی تراریختی آگروباکتریوم نوترکیب، کلونیبودند.  آگروباکتریومناقل به درون 

 د.ها برای تراریختی گیاهان کلزا استفاده شباکتری

 ای کلزا با آگروباکتریومهای برگ لپهتراریختی جداکشت

بیوتیک مایع استفاده شد. آنتی LB از محیط pRI201-AN ناقل دارای  Agrobacterium tumefaciens شبانهبرای کشت   

 فلاسکبه محیط اضافه شد. گرم در لیتر میلی 34 بیوتیک ریفامپیسین به میزانو آنتیگرم در لیتر میلی  50 کانامایسین به میزان

شد، تعداد  یکمحلول مساوی با  650OD گراد قرار داده شد. زمانی کهدرجه سانتی 2۸در دمای  rpm 1۸0شیکر  بر روی

سوسپانسیون سلولی (.  ,.2005Jonoubi et alد )سلول بوعدد  2/1×910 حدود لیتر محیط کشتهای باکتری در هر میلیسلول
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دور ریخته شد و رسوب باکتری توسط LB  ریفیوژ شد، محیطسانت rpm 3000دقیقه با  15حاصل از کشت شبانه به مدت 

، 1:1، 1:2های ، به نسبتpH 6/5گلوکز و %5 همراه با   MS(Murashige and Skoog, 1962ط )محیط آغشتگی شامل: محی

 .ساعت در دمای محیط قرار داده شد یکحل شد. سوسپانسیون سلولی قبل از استفاده به مدت  2:1

روزه جدا شده و مورد استفاده قرار  15و  ۷، 5های رستای از دانهلپههایای استفاده شد. برگهای لپهبرگ برای تراریختی از

های متفاوت سوسپانسیون ثانیه( و رقت 90و  60، 30های مختلف )ها با زمانجداکشت.  (Jonoubi et al., 2004a) گرفتند

راحل، انتهای دمبرگ به سوسپانسیون آغشته شد و از آلودگی پهنک جلوگیری آغشته شدند. در تمامی م( 2:1، 1:1، 1:2باکتری )

  کشتیها پس از فرایند آغشتگی در محیط همکن استریل قرار داده شدند. دمبرگها بر روی کاغذ خشکگردید. پس از آن، برگ

تاریکی نگهداری شدند. پس از طی  ساعت در شرایط 4۸قرار داده شده و به مدت  ن،، بدون هورموpH 6/5 با  MS محیطشامل 

هورمون بنزیل آدنین و  میلی گرم در لیتر 3 تکمیل شده با MS ها به محیط القای شاخه شامل محیطاین مدت، نمونه

برای  میلی گرم در لیتر 5کانامایسین  و آگروباکتریومبرای کنترل رشد  میلی گرم در لیتر 250 های سفوتاکسیمبیوتیکآنتی

ها هر دو هفته یک بار در همین محیط واکشت نمونه(. Jonoubi et al., 2005د )منتقل شدن هان سبز تراریخت،انتخاب گیا

 بدون هورمون تکمیل شده با MS های باززایی شده سبز مقاوم به کانامایسین به محیط بلوغ شاخه شامل محیطشدند. شاخه

های سبز منتقل شدند. شاخهگرم در لیتر میلی 10 یوتیک کانامایسینبآنتیو  گرم در لیترمیلی 200 بیوتیک سفوتاکسیمآنتی

میلی  200 تکمیل شده با IBA هورمون گرم در لیترمیلی 2 مقاوم به کانامایسین پس از یک ماه به محیط القای ریشه حاوی

  (.Jonoubi et al., 2008) دندبیوتیک کانامایسین منتقل شآنتی گرم در لیترمیلی 15بیوتیک سفوتاکسیم وآنتی گرم در لیتر

 .استفاده شد  SoBADH از گیاهان سبز مقاوم به کانامایسین برای تأیید حضور ژن

  RT-PCR و PCR تأیید تراریختی گیاهان با استفاده از

استفاده شد. به این  DENAzistشرکت   DNA Isolation Kits(Cat. No: S-1030-50کیت )از  DNA برای استخراج   

گرم از برگ گیاهان سبز مقاوم به کانامایسین در نیتروژن مایع قرار گرفته و همراه با همزدن به پودر تبدیل میلی 100منظور، 

به  K میکرولیتر پروتئیناز 20اضافه شد.  Lysis Buffer میکرولیتر از 400شد. سپس پودر در یک میکروتیوب ریخته و به آن 

 میکرولیتر 400های گیاهی، گراد انکوبه گردید. بعد از لیز شدن بافتدرجه سانتی 60دقیقه در  10آن اضافه شده و به مدت 

Binding Buffer   گراد انکوبه شددرجه سانتی 60دقیقه در  10اضافه شد و به خوبی مخلوط گردید و به مدت .DNA ی ها

 .گراد نگهداری شدنددرجه سانتی 4استخراج شده در دمای 

استفاده شد. از  TOPAZ GENE شرکت( Cat. No.: TGK2004ت )کیهای گیاهی از مینیاز بافت RNA برای استخراج   

 %1ژل آگارز استخراج شده، الکتروفورز بر روی  RNA  استخراج گردید. برای اطمینان از کیفیت  total RNAهای گیاهی، بافت

 انجام شد. از اینرو لازم بود سنتز RT-PCR در گیاهان تراریخت شده، واکنش  SoBADH منظور بررسی بیان ژن د. بهانجام ش

cDNA آنزیم با Reverse Transcriptase کیت و توسط (Cat. No: YT4500)cDNA synthesis Kit  شرکت YEKTA 

TAJHIZ AZMA .گراد درجه سانتی 50دقیقه در دمای  60ها به مدت نمونه مواد داخل کیت، پس از اضافه نمودن انجام شد

گراد درجه سانتی ۸5دقیقه در دمای  5ها به مدت کریپتاز معکوس، نمونهنگهداری شدند. سپس برای غیرفعال کردن آنزیم ترانس

 .گراد نگهداری شدندانتیدرجه س -20در دمای  PCR استخراج شده تا زمان انجام Total RNA ند.قرار داده شد

 تحت تنش اسمزی in vitroتهیه شرایط 

  in vitro آزمایشی در شرایط SoBADH به منظور ارزیابی میزان تحمل شرایط تنش اسمزی در گیاهان تراریخت شده با ژن   

 ,Michel and Kaufmannد )استفاده گردی (PEG6000) 6000پلی اتیلن گلیکول ز انجام شد. برای ایجاد فشار اسمزی پایین ا

برای  ،در نیم لیتر آب مقطر اضافه شد PEG در این آزمایش به کار رفت. پودر توزین شده  PEG درصد 20و  0. مقادیر (1973

https://denazist.ir/product-category/dna-isolation-kits/
https://denazist.ir/product-category/dna-isolation-kits/
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میکرون استریل  2/0سرنگی حل شدن آن نیاز به حرارت دادن و همزدن مداوم بود. سپس محلول حاصل با استفاده از فیلتر سر

 .گراد مخلوط گردید و در ظروف کشت تقسیم شدنددرجه سانتی 60استریل، در دمای  MS ر محیطشد و با نیم لیت

 :مگاپاسکال محاسبه شد ۷/0معادل  PEG6000 درصد 20، پتانسیل اسمزی غلظت زیربا استفاده از رابطه 

Ψπ = -MIRT (پتانسیل اسمزی بر حسب مگاپاسکال) 

M =  ،لمولاریته محلو I = 1لعادضریب اشتقاق م،  R =  ،ثابت گازها T = دما بر حسب درجه کلوین 

های نار در محیطتکرار و در شرایط استریل، زیر هود لامی 3گیاهان تراریخت و غیرتراریخت )شاهد( حاصل از کشت بافت در    

 .گراد نگهداری شدنددرجه سانتی 2۸هفته در دمای  3ها به مدت آماده شده کشت شدند. نمونه

 بتائینمیزان گلیسینگیری اندازه

لیتر آب مقطر میلی 2گیری شد. برای این منظور، ندازها ( Grattan (1983و  Grieveشبتائین با استفاده از رومیزان گلیسین   

 24ها ساییده شدند و در دمای اتاق برای گرم پودر خشک شده گیاه در هاون چینی اضافه شد. نمونهمیلی 25دوبار تقطیر به 

 250سانتریفیوژ شدند.  rpm 1000 دقیقه در 10ها برای دار، نمونههداری شدند. با استفاده از سانتریفیوژ یخچالساعت نگ

ساعت در دمای  یکها به مدت میکرولیتر از محلول رویی اضافه شد. نمونه 250میکرولیتر محلول اسید سولفوریک یک مولار به 

ها اضافه شد و ورتکس به نمونه2I-KI (didePotassium Io-Iodine ) ولیتر معرفمیکر 200گراد نگهداری شدند. درجه سانتی 4

با استفاده از سانتریفیوژ  rpm 1000 ها درساعت در یخچال نگهداری شدند. پس از آن، نمونه 16ها به مدت گردیدند، سپس نمونه

کلرواتان حل شده و ورتکس شدند. دی 2و1ول لیتر محلمیلی 4دقیقه سانتریفیوژ شدند. رسوبات در  15دار به مدت یخچال

نانومتر، جذب  365ول موج در ط UV visible ساعت در دمای اتاق نگهداری شدند. با استفاده از اسپکتروفتومتر 2ها برای نمونه

 .( Grieve and Grattan, 1983 ) ها خوانده شدنمونه

های نرمال با غلظت 2بتائین در محلول اسید سولفوریک ی از گلیسینهایبتائین، محلولبرای رسم منحنی استاندارد گلیسین   

ها رفتار شد و منحنی جذب بر های گیاهی با آنلیتر تهیه شد. طبق روش انجام شده برای نمونهمیکروگرم در میلی 200تا  50

 :ها طبق فرمول زیر رسم گردیدحسب غلظت آن

Y = 0.0148X + 0.1026 

Y =  ،خوانده شده جذب X = لیترم در میلیبتائین بر حسب میکروگرغلظت گلیسین  

 

 جنتای

 E. coliو تایید نوترکیبی  SoBADH ساخت سازه ژنی

روش  با  DH5α  سویه   E. coli سنتز شده بود، به باکتری pUC57 که در ناقل  SoBADHژن  cDNAسازی،برای همسانه   

اختصاصی  در باکتری، با استفاده از آغازگرهای  SoBADHمید حاوی ژنشوک حرارتی منتقل شد. به منظور تأیید ورود پلاس

 1های ، چاهک1انجام شد )شکل  PCR سیلین، کلونیبیوتیک انتخابی آمپیه آنتیبهای نوترکیب مقاوم ژن مربوطه، از باکتری

ها مثبت بود، آن PCR ی کههایدر ناقل، از کلنی  SoBADH یابی و استقرار ژنبرای حصول اطمینان از صحت جهت(. 5تا 

ل به دست آمده با استفاده . محصوگرفتهضم آنزیمی انجام   SalI و  NdeI های برشیپلاسمید استخراج شد و با استفاده از آنزیم

، 1ل نوترکیب بود )شکل یابی قطعه در ناقدهنده حضور و صحت جهتنشان bp 166۸بررسی شد. حضور قطعه  %1از ژل آگارز 

 .(۸چاهک 
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 bp 166۸قطعه : 5تا  1های و هضم آنزیمی؛ چاهک PCR از طریق واکنش pUC57 درون ناقل  SoBADH تأیید ژن -1ل شک

رکیب بدون واکنش پلاسمید نوت: ۷، چاهک 1kbنشانگر وزن مولکولی : 6، چاهک pUC57 در ناقل  SoBADH دهنده حضور ژننشان

 SoBADH ه ژنو خروج قطع  SalI و  NdeI هایبا آنزیم pUC57 ش هضم آنزیمی ناقلواکن: ۸، چاهک bp 4110هضم آنزیمی با اندازه 

Figure 1. Confirmation of the SoBADH gene within the pUC57 vector by colony PCR and enzymatic 

digestion. Lanes 1 to 5: 1668 bp fragment indicating the presence of the SoBADH gene in the pUC57 vector; 

Lane 6: 1 kb DNA ladder; Lane 7: Recombinant plasmid without enzymatic digestion showing 4110 bp; 

Lane 8: Enzymatic digestion of pUC57 vector with NdeI and SalI restriction enzymes releasing 

the SoBADH gene fragment. 

 

 pRI201-AN در حامل بیانی  SoBADH سازی ژنهمسانه

های م آنزیمی توسط آنزیم، هضpRI201-ANبه ناقل دوگانه  pUC57از ناقل کلونینگ  SoBADHبه منظور انتقال قطعه ژنی   

 (. A2شکل ) دهنده صحت واکنش آنزیمی بودنشان  SoBADH ژن bp 166۸انجام شد. خروج قطعه   SalI و  NdeIبرشگر

تخلیص  %1ی ژل آگارز از رو pRI201-AN و ناقل دوگانه  SoBADH ، قطعه ژنGel recovery سپس با استفاده از کیت

 ند.تا در واکنش اتصال مورد استفاده قرار گیر (B2شکل) شدند

 

 .SalI و  NdeI و آنزیمبا د pRI201-AN و حامل  SoBADH حاوی ژن pUC57 الگوی الکتروفورز محصول هضم آنزیمی -2شکل 

A : اقلن: 1چاهک pUC57 برش خورده و قطعه ژن SoBADH ناقل: 2، چاهک pRI201-AN  ،گر وزن نشان: 3چاهک  برش خورده

رش خورده با دو ب pRI201-AN ناقل: 2، چاهک SoBADH قطعه ژن: 1چاهک ،  Gel recovery محصول:  kb 10. B مولکولی

 .SalI و  NdeI آنزیم

Figure 2. Electrophoresis pattern of enzymatic digestion products of pUC57 containing 

the SoBADH gene and pRI201-AN vector with NdeI and SalI restriction enzymes. A: Lane 1: Digested 

pUC57 vector and SoBADH gene fragment; Lane 2: Digested pRI201-AN vector; Lane 3: 10 kb DNA 

ladder. B: Gel recovery products; Lane 1: SoBADH gene fragment; Lane 2: pRI201-AN vector digested 

with NdeI and SalI. 
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های ، ناقلT4 Ligaseنزیمبرش خورده، توسط آ pRI201-AN با ناقل دوگانه  SoBADH پس از واکنش اتصال قطعه ژن   

 سازی موفق، واکنش کلونیمنتقل شدند. برای حصول اطمینان از همسانه  E. coli نوترکیب به روش شوک حرارتی به باکتری

PCR   ویژه ناقلبا استفاده از آغازگرهای (M13) ام شد. مشاهده قطعه حدود انجKb3 وترکیب درون باکتری نشاندهنده حضور ناقل ن

ها مثبت بود، استخراج پلاسمید انجام شد. سپس هضم آنزیمی آن PCR هایی کهاز کلنی(. 5تا  1های ، چاهک3)شکل بود 

 دهنده موفقیتنشان bp 166۸قطعه  خروج(. 11و  10های ، چاهک3انجام شد )شکل   NdeI و  SalI های برشیها با آنزیمنمونه

 .بود  SoBADH در نوترکیبی باکتری با ناقل دوگانه حاوی ژن

 

.  E. coliکتری نوترکیبو هضم آنزیمی در با PCR توسط کلونی pRI201-AN در ناقل  SoBADH تأیید حضور ژن -3شکل 

 .یبی باکتری بودتایید نوترک Kb3مشاهده باند حدود  M13با آغازگرهای ناقل  E. coli از باکتری PCR کلونی: 5تا  1های چاهک

، (SoBADH حاوی ژن pUC57 ناقل PCR کنترل مثبت)محصول: ۷، چاهک (فاقد نمونه PCR محصول)کنترل منفی: 6چاهک 

: 11و  10های نزیمی، چاهکآنوترکیب بدون واکنش هضم  pRI201-AN ناقل: 9، چاهک 10kbنشانگر وزن مولکولی : ۸چاهک 

 .SoBADH ژن bp  166۸و حضور قطعه  NdeI و  SalI هایبرش خورده با آنزیم  pRI201-AN ناقل نوترکیب

Figure 3. Confirmation of the presence of the SoBADH gene in the pRI201-AN vector by colony 

PCR and enzymatic digestion in recombinant E. coli. Lanes 1 to 5: Colony PCR from E. coli with 

M13 vector primers. Observation of a band of approximately 3 Kb confirmed bacterial 

recombination. ; Lane 6: Negative control (PCR product without template); Lane 7: Positive control 

(PCR product of pUC57 vector containing the SoBADH gene); Lane 8: 10 kb DNA ladder; Lane 9: 

Recombinant pRI201-AN vector without enzymatic digestion; Lanes 10 and 11: Recombinant 

pRI201-AN vector digested with SalI and NdeI restriction enzymes showing the presence of the 
SoBADH gene fragment. 

 

 Agrobacterium tumefaciens به pRI-SoBADH انتقال ناقل

وب، ناقل نوترکیب ، با استفاده از روش انجماد و ذSoBADH دارای ژنpRI201-AN  بعد از آماده شدن ناقل   

ش ، واکنSoBADH مستعد شده انتقال داده شد. با استفاده از آغازگرهای اختصاصی ژن  Agrobacterium tumefaciens به

ها ها بود که از این باکترینوترکیب بودن آگروباکتریوم دهندهنشان bp 166۸ حضور قطعه(. 4انجام شد )شکل  PCR کلونی

 د.برای تراریختی گیاهان استفاده ش
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اگروباکتریوم : 4تا  1های نس. چاهکدر اگروباکتریوم تومفاشی  SoBADH حاوی ژن pRI201-AN تأیید حضور ناقل -4شکل 

نترل مثبت ک: 6کنترل منفی )اگروباکتریوم تومفاشینس فاقد ناقل نوترکیب(، چاهک : 5، چاهک pRI-SoBADH دارای پلاسمید

 .10kbنشانگر مولکولی : ۷، چاهک (SoBADH دارای ژن pUC57 )ناقل

Figure 4. Confirmation of pRI201-AN-SoBADH in Agrobacterium tumefaciens. Lanes 1-

4: Agrobacterium harboring pRI-SoBADH; Lane 5: Negative control (A. tumefaciens without vector); 

Lane 6: Positive control (pUC57-SoBADH); Lane 7: 10 kb marker. 

 

 تراریزش و انتخاب گیاهان تراریخت شده

بدون هورمون به مدت یک  MS زنی حاوی محیط پایهدر محیط جوانه (.Brassica napus L) بذرهای سترون شده کلزا   

بهترین درصد باززایی  ،روزه 15و  ۷، 5های از گیاهچهحاصل ای های برگ لپهجداکشتاز بین  .(A5هفته کشت داده شدند )شکل

ای جهت تلقیح ای یک هفتههای لپهتولید شاخه باززایی شده به دست آمد. از اینرو، از برگ %۷3روزه با  ۷های از جداکشت

مبرگ بعد از آغشتگی انتهای د. (B5 شکل) استفاده شد  pRI-SoBADH دارای پلاسمید  Agrobacterium tumefaciensبا

 2:1میزان انتقال ژن ضعیف بوده و غلظت  1:2ی هاهای مختلف، مشخص گردید رقتبا سوسپانسیون سلولی اگروباکتریوم با رقت

بیوتیک سفوتاکسیم قابل کنترل نبوده و باعث های معمول آنتیمیزان آلودگی محیط با آگروباکتریوم بسیار زیاد بوده و با غلظت

به مدت  LB محیط آغشتگی به جای محیط 1:1شدند. از اینرو، از سوسپانسیون سلولی با نسبت های آلوده میحذف جداکشت

کشتی جامد در تاریکی ساعت در محیط هم 4۸ریوم به مدت های آغشته شده با آگروباکتاستفاده شد. جداکشت ،ثانیه تلقیح 60

. (C5 شکل) ها به محیط القای شاخه دارای سفوتاکسیم و کانامایسین انتقال داده شدندقرار گرفتند. پس از طی زمان لازم، نمونه

امایسین مقاومت توانستند نسبت به عامل انتخاب کان  NPTII تراریخت با دریافت ساختار ژنی حاوی ژنهان باززایی شده گیا

های های غیرتراریخت به دلیل عدم تحمل نسبت به کانامایسین، کلروپلاستنشان داده و سبز رنگ باقی بمانند، در حالی که شاخه

 .(D5شکل) پس از مدتی حذف شدند خود را از دست داده به رنگ سفید یا ارغوانی درآمده و

های ههای سبز مقاوم به کانامایسین به محیط بلوغ شاخه با غلظت بیشتر کانامایسین منتقل شدند تا در صورت فرار شاخشاخه   

ای ریشه غنی شده با ها به محیط القها، نمونهپس از رشد و توسعه شاخه(. E5)شکل غیرتراریخت در این مرحله حذف گردند

که  ندولید ریشه بودهایی قادر به تزایی حاوی کانامایسین، فقط شاخهوتاکسیم و کانامایسین واکشت شدند. در محیط ریشهسف

صورت گرفت و  دارای ژن مقاومت به کانامایسین باشند و در این مرحله نیز نوعی انتخاب برای دستیابی به گیاهان تراریخت

 .(F5)شکل   شه نمایندگیاهان تراریخت شده توانستند تولید ری
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ای هفت روزه تلقیح های برگ لپهجداکشت (B زنی،بذرهای کشت شده در محیط جوانه (A. مراحل تشکیل گیاه تراریخت -5شکل 

های سبز مقاوم به کانامایسین واکشت شده به محیط القای شاخه شاخه( C شده با سوسپانسیون آگروباکتریوم در محیط القای شاخه،

به کانامایسین در محیط بلوغ شاخه،  های سبز مقاومشاخه( E ن،های غیرتراریخت سفید شده در حضور کانامایسیشاخه (D ی،انتخاب

F )زاییگیاهان سبز باززایی شده مقاوم به کانامایسین در محیط ریشه 

Figure 5. Transgenic plant growth stages. A) Seeds on germination medium; B) 7-day-old cotyledon 

explants inoculated with Agrobacterium on shoot induction medium; C) Green kanamycin-resistant 

shoots on selective shoot induction medium; D) Bleached non-transgenic shoots under kanamycin 

selection; E) Green kanamycin-resistant shoots on shoot maturation medium; F) Green regenerated 

kanamycin-resistant plants on root induction medium. 

 

 در گیاهان تراریخت  SoBADH تأیید حضور ژن

ال موفق ژنومی از گیاهان سبز مقاوم به کانامایسین در محیط انتخابگر انجام شد. برای تأیید انتق DNA استخراج   

اهان سبز در ژنوم گی bp 166۸انجام شد. حضور باند  PCR استفاده از پرایمرهای اختصاصی این ژن، واکنش ، باSoBADH ژن

 .(6یخت شده بود )شکل در گیاهان ترار  SoBADH دهنده موفقیت در انتقال ژنمقاوم به کانامایسین نشان
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. SoBADH با پرایمرهای اختصاصی ژن PCR در گیاهان تراریخت شده توسط واکنش  SoBADH تأیید انتقال ژن - ۶شکل 

کنترل : 4دهنده تراریخت بودن گیاهان سبز مقاوم به کانامایسین است. چاهک نشان bp 166۸حضور قطعه ژن : 3تا  1های چاهک

 .10kbی نشانگر وزن مولکول: 6کنترل منفی )گیاه کلزای غیرتراریخت(، چاهک : 5، چاهک (SoBADH حاوی ژن pUC مثبت )ناقل

Figure 6. Confirmation of SoBADH gene transfer in transgenic plants by PCR using SoBADH-specific 

primers. Lanes 1–3: amplification of the expected 1668 bp fragment, indicating the transgenic nature of 

the kanamycin-resistant green plants. Lane 4: positive control (pUC vector containing the SoBADH 

gene). Lane 5: negative control (non-transgenic Brassica napus plant). Lane 6: 10 kb molecular weight 

marker. 

 بررسی بیان ژن در گیاهان تراریخت

  RT-PCR در گیاهان تراریخت سبز مقاوم به کانامایسین، واکنش  SoBADHبه منظور حصول اطمینان از بیان موفق ژن   

، کریپتاز معکوسترانس از گیاهان تراریخت شده انجام شد، سپس با استفاده از آنزیم RNA انجام شد. برای این کار، ابتدا استخراج

سازی شد و در آماده شده رقیق cDNA .انجام شد  SoBADHو پرایمر اختصاصی ژن oligo dT با RNA رونویسی معکوس

انجام شد   SoBADHرای بررسی وجود ژنساخته شده، ب cDNA با PCR گراد نگهداری گردید. واکنشدرجه سانتی -20دمای 

دهنده بیان موفق تراژن در گیاهان تراریخت بود که نشان  SoBADHژن mRNA بیانگر وجود bp 166۸ظهور باند (. ۷)شکل 

 .باشددر این گیاهان می

 

نشانگر : 1اهک چ.  SoBADHبا پرایمرهای اختصاصی ژن RT-PCR با استفاده از تکنیک  SoBADH بررسی بیان ژن -۷شکل 

یاهان سبز گدر   bp 166۸حضور باند : 5 و 4، 3های ، چاهک(حاوی ژن pUC ناقل) کنترل مثبت: 2، چاهک 10kbوزن مولکولی 

 .نفی )گیاهان کلزای شاهد غیرتراریخت(کنترل م: 6باشد. چاهک در گیاهان تراریخت شده می  SoBADH دهنده بیان ژنمقاوم نشان

Figure 7. Analysis of SoBADH expression by RT-PCR with specific primers. Lane 1: 10 kb marker; 

Lane 2: Positive control (pUC-SoBADH); Lanes 3-5: 1668 bp band in green resistant plants 

confirming SoBADH expression in transgenics; Lane 6: Negative control (non-transgenic canola). 
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 بتائین در گیاه تراریخت تحت تنش اسمزیسنجش میزان گلیسین

های اسمزی بود، اقدام به ارزیابی گیاهان به گیاه کلزا، ایجاد تحمل به تنش  SoBADHقال ژناز آنجایی که هدف از انت   

در محیط ( PEGل )اتیلن گلیکوآنیون پلیگردید. برای این منظور، از پلی  in vitroتراریخت در شرایط تنش اسمزی در شرایط

برداشت   SoBADH و تراریخت شده با ژن شی غیرتراریختهایی از هر دو گیاه تیپ وحکشت باززایی شاخه استفاده شد. شاخه

سکال مگاپا ۷/0که باعث ایجاد فشار اسمزی   PEG6000 درصد 20به عنوان شاهد و غلظت   PEGشدند و در دو محیط فاقد

ابی قرار بتائین در هر چهار گروه مورد ارزیروز، میزان گلیسین 21 محیط تنش اسمزی کشت شدند. پس از گردید، به عنوانمی

 .تگرف

 

ت شده شاخه تراریخ( Bشاخه تیپ وحشی غیرتراریخت، ( A. لمگاپاسکا ۷/0مقایسه گیاهان کلزا در شرایط تنش اسمزی  -۸شکل

 .که با توسعه برگی بیشتر و رنگ سبزتر، تحمل بیشتری به شرایط تنش اسمزی نشان داده است  SoBADHبا ژن

Figure 8. Comparison of canola plants under osmotic stress conditions of -0.7 MPa. A) Non-

transgenic wild-type shoot; B) Transgenic shoot harboring the SoBADH gene showing greater leaf 

development and greener color, indicating enhanced tolerance to osmotic stress conditions. 

 

در این (. ۸کل با توسعه برگی بیشتر و رنگ سبزتر بود )ش  SoBADHز تحمل بیشتر گیاهان تراریخت شده با ژننتایج حاکی ا   

بتائین نسبت به گیاهان شاهد در شرایط عادی و تحت تنش اسمزی مشاهده شد درصدی میزان گلیسین 60گیاهان، افزایش 

 د.بتائین در گیاهان تراریخت شده بوح گلیسینو افزایش سط  SoBADHکه نشانگر بیان موفق تراژن( 1)نمودار 

 

در شرایط   SoBADH بتائین در گیاهان کلزای تیپ وحشی غیرتراریخت و تراریخت شده با ژنبررسی میزان گلیسین -1نمودار 

 ل.مگاپاسکا ۷/0شاهد و تنش اسمزی 

Graph 1. Analysis of glycine betaine content in non-transgenic wild-type canola plants and 

transgenic canola plants harboring the SoBADH gene under control conditions and osmotic stress of 

-0.7 MPa. 
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 بحث

 و تراریختی گیاهان  SoBADH همسانه سازی ژن

ناقل حاوی   Agrobacterium tumefaciensتفاده ازاستخراج شده از اسفناج با اس  SoBADHاین تحقیق، ژن در   

 ۷3روزه با  ۷ای( لپههای کوتیلدونی )برگبه گیاه کلزا منتقل شد. نتایج نشان داد که استفاده از ریزنمونه  pRI201-ANبیانی

های کوتیلدونی اند ریزنمونههای پیشین همخوانی دارد که نشان دادهداشت. این یافته با گزارش درصد باززایی، بالاترین کارایی را

های هیپوکوتیل های مریستمی در ناحیه دمبرگ، پتانسیل باززایی بالاتری نسبت به ریزنمونهکلزا به دلیل وجود سلول

 .(Jonoubi et al., 2005) دارند

کارایی تراریختی و ثانیه( در این پژوهش، تعادل مناسبی بین  60و زمان آغشتگی )( 1:1سازی غلظت باکتری )نسبت بهینه   

رغم افزایش احتمال تراریختی، کنترل آلودگی را با علی( 2:1های بالای باکتری )نسبت کنترل آلودگی ایجاد کرد. غلظت

کرد. این مشاهدات با اصول شناخته شده در تراریختی به واسطه بیوتیک سفوتاکسیم غیرممکن میهای معمول آنتیغلظت

 (.Imani and Kogel, 2020)د اگروباکتریوم مطابقت دار

دهنده تلفیق ، به ترتیب نشانRT-PCR  ژنومی و همچنین ظهور همین باند در آزمون PCR در آزمون bp166۸  حضور باند   

بیوتیک بود. گیاهان تراریخت توانستند در حضور آنتی RNA در ژنوم گیاه کلزا و بیان موفق آن در سطح  SoBADH موفق ژن

های غیرتراریخت سفید یا ارغوانی شده و سبز باقی بمانند، در حالی که شاخه(  NPTII مل انتخابگر مبتنی بر ژنکانامایسین )عا

 Jonoubiد )دهنده کارایی بالای نشانگر انتخابی در جداسازی رویدادهای تراریختی واقعی بوحذف شدند. این الگوی گزینش نشان

et al., 2005.) 

بتائین و نیاز اصلی برای افزایش سطح گلیسیندر گیاهان تراریخت، پیش  BADHد که بیان موفق ژنانمطالعات اخیر نشان داده

تأیید کرد که  RNA های ما در سطحیافته(. Chen et al., 2025; Basit et al., 2025) متعاقباً بهبود تحمل به تنش است

 . ا داشته استسازه ژنی به کار رفته، عملکرد مناسبی در سیستم بیانی گیاه کلز

 بتائینزایش تحمل به تنش اسمزی و تجمع گلیسیناف

مگاپاسکال( نشان داد که  ۷/0با فشار اسمزی  PEG6000ط )ارزیابی گیاهان تراریخت در شرایط تنش اسمزی القا شده توس   

سبزتر و میزان تحمل  در مقایسه با گیاهان تیپ وحشی، توسعه برگی بیشتر، رنگ  SoBADHژن کلزای تراریخت حاوی گیاهان

درصدی این متابولیت در گیاهان تراریخت نسبت  60بتائین حاکی از افزایش بالاتری از خود نشان دادند. سنجش کمی گلیسین

بتائین های شناخته شده حفاظتی گلیسیناین نتایج با مکانیسم. به گیاهان شاهد، هم در شرایط عادی و هم در شرایط تنش بود

و  II ها، تثبیت کمپلکس فتوسیستمبتائین به عنوان یک اسمولیت سازگار، با حفظ فشار تورژسانس سلولسینهمسو است. گلی

 Aliد )کنهای ناشی از تنش اسمزی محافظت میهای کلیدی مانند روبیسکو، از سلول در برابر آسیبحفاظت از غشاها و آنزیم

et al., 2020; Rosas-Rodríguez and Valenzuela-Soto, 2021; Basit et al., 2025.) 

گیاه و انتقال آن به   Suaeda glauca از گیاه شورپسند  SgBADH با جداسازی ژن( 2024و همکاران ) Jin در گزارش   

Arabidopsis thaliana بتائین و کاهش داری در تجمع گلیسینکه گیاهان تراریخت افزایش معنی ه شده استنشان داد

 S. glauca ت تنش خشکی داشتند. این یافته با نتایج ما همخوانی دارد، اگرچه منبع ژنی )اسفناج در مقابلتحد آلدئیدیمالون

از کاکتوس   HuBADHبا انتقال ژن( 2023و همکاران )  Qu د. همچنینو گیاه هدف )کلزا در مقابل آرابیدوپسیس( متفاوت بو( 

درصدی  36-32گزارش کردند که گیاهان تراریخت افزایش   Arabidopsis thalianaبه ( Hylocereus undatusی )امیوه

درصدی مشاهده شده در  60درصدی تحت تنش شوری نشان دادند. افزایش  ۸0-۷0بتائین در شرایط عادی و افزایش گلیسین

 Atriplex از  AhBADH با انتقال ژن (2023)و همکاران در سال   Yuدر گزارش د.ها قرار دارمطالعه ما در محدوده این یافته
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hortensis  دار تحمل به شوریای، افزایش معنیبه سویا و انجام آزمایشات مزرعه ( مولارمیلی 300تاNaCl  ) و وراثت پایدار

تأیید  را در شرایط مزرعه  BADHهای. این مطالعه ارزش کاربردی تراریختی با ژنسیده استبعدی به اثبات ر هایتراژن در نسل

نشان   BADH و  Fld هایتراریختی گردوی ایرانی با ژنمطالعه هم در( 2025و همکاران )  Makari Deliganiکرده است.

انباشته کردند.   PEG بتائین و پرولین را در شرایط تنش اسمزی ناشی ازدادند که گیاهان تراریخت سطوح بالاتری از گلیسین

های یک پاسخ مشترک در گونه گلایسین بتائین دهد که افزایشنشان می این یافته مستقیماً با نتایج ما قابل مقایسه است و

از چغندرقند به توتون،  BvBADH1 با انتقال ژن( 2026و همکاران )  Weiهمچنین . مختلف گیاهی به تنش اسمزی است

 .های ما همسو استبتائین و تجمع پرولین را گزارش کردند که با یافتهافزایش گلیسین

دهنده نقش حفاظتی وسعه برگی بیشتر و حفظ رنگ سبز در گیاهان تراریخت کلزا تحت تنش اسمزی، نشانمشاهده ت   

د ندهنشان می( 2025و همکاران )  Basit و( 2025و همکاران )  Chen بتائین بر دستگاه فتوسنتزی است. مرور جامعگلیسین

ترمیم در تسهیل  می گردد و همچنیناکسیژن  سازیجدا ر بهفتواکسیداسیون آب که منج بتائین با تثبیت کمپلکسکه گلیسین

بتائین با افزایش فعالیت کند. علاوه بر این، گلیسینجلوگیری می های اسمزی، از تخریب فتوسنتز در شرایط تنشD1پروتئین

ه و از پراکسیداسیون های فعال اکسیژن را خنثی کردمانند سوپراکسید دیسموتاز و کاتالاز، گونه اکسیدانیهای آنتیآنزیم

نشان داد ( 2025و همکاران )  Zhouمطالعه (.Chen et al., 2025; Basit et al., 2025ید )نماجلوگیری می ییلیپیدهای غشا

بتائین و افزایش برابری گلیسین 4/2تا  5/1منجر به افزایش ( Camellia sinensisی )در گیاه چا  CsBADHکه افزایش بیان ژن

محدود به  بتائینگلیسین دهد که نقش حفاظتیدر شرایط تنش سرما شد. این یافته نشان می( PODز )پراکسیدا فعالیت آنزیم

  PtrPAT1با شناسایی فاکتور رونویسی( 2024و همکاران ) Mingد. کنهای دمایی نیز عمل میتنش اسمزی نبوده و در تنش

کند. بتائین را تعدیل می، محتوای گلیسینBADH تنظیم بیان ژن شبه نشان دادند که این فاکتور با Poncirus ttrifoliate در

 نشان داد کهبودند. این یافته   ROS و کاهش (SODو  PODن )اکسیداهای آنتیگیاهان تراریخت دارای افزایش فعالیت آنزیم

. ویسی نیز قابل دستیابی است، بلکه از طریق تنظیم رونBADH بتائین نه تنها از طریق انتقال مستقیم ژنگلیسین افزایش

آلانین بتائین در گیاهان تراریخت توتون، سطوح -β نشان دادند که تجمع( 2025و همکاران )  Degtyarenkoهمچنین

کند که ها تأیید میدهد. این یافتهاکسیدانی کل را افزایش میآلدئید و پراکسید هیدروژن را کاهش و ظرفیت آنتیدیمالون

 .کنندهای حفاظتی چندگانه، به ویژه کاهش استرس اکسیداتیو، از سلول گیاهی محافظت میریق مکانیسمها از طبتائین

 یریگجهینت

ساخته شد و از pRI201-AN اسفناج با موفقیت در ناقل بیانی  SoBADHاین پژوهش، سازه ژنی حاوی ژن در   

حضور و بیان تراژن در گیاهان تراریخت به ترتیب با  به گیاه کلزا منتقل گردید.  Agrobacterium tumefaciens  طریق

بتائین در مقایسه با درصدی در سطح گلیسین 60تأیید شد. گیاهان تراریخت حاصل، افزایش RT-PCR و PCR  هایآزمون

ر از منبع دهند صرف نظهای پیشین همسو است که نشان میها با مجموعه وسیعی از گزارشگیاهان شاهد نشان دادند. این یافته

گیاه هدف )کلزا، سویا، آرابیدوپسیس، گردو یا توتون(، افزایش  و (SoBADH یا  SgBADH،AhBADH،HuBADHی )ژن

این استراتژی مهندسی  دهنده قابلیت اطمینان بالایشود. این امر نشانبتائین میمنجر به افزایش تجمع گلیسین  BADH بیان

، دورنمای آینده شامل ارزیابی عملکرد برای جمعیت رو به افزایشبه تولید مواد غذایی  ژنتیک است. با توجه به نیاز روزافزون

باشد. می دیگر های مکملتراریختی با ژنهای بعدی و همهای تراریخت در شرایط مزرعه، بررسی وراثت پایدار تراژن در نسللاین

های خشکی و عه ارقام کلزا با تحمل بهبود یافته به تنشتواند گامی مؤثر در جهت توسرویکرد ارائه شده در این پژوهش می

 د. شوری و کاهش خسارات ناشی از تغییر اقلیم محسوب شو

 

 یسپاسگزار
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 ایران و پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوریاین پژوهش با حمایت معاونت پژوهشی و نوآوری دانشگاه خوارزمی 

برای اصلاح خلاصه انگلیسی و منابع استفاده  Perplexity AIاز  گردد. میقدردانی  هاآنانجام پذیرفته است که بدین وسیله از 

 شده است. 

 ملاحظات اخلاقی

 مشارکت نویسندگان

طراحی پژوهش، نظارت بر مراحل انجام پژوهش، بررسی و کنترل نتایج، اصلاح، تهیه  رساله،: استاد راهنمای اولنویسنده 

 سازی مقالهاییبازبینی و نه ،پیشنویس مقاله

 ه، مشارکت در طراحی پژوهش، نظارت بر پژوهش، مطالعه و بازبینی مقالهرسال: استاد مشاور دومنویسنده 

، تجزیه و تحلیل آماری هاگردآوری دادهها، انجام آزمایش و سازی نمونهتهیه و آمادهدانشجوی دکتری، : سومنویسنده 

 ها، تحلیل و تفسیر اطلاعات و نتایج داده

  انجام آزمایش و هاسازی نمونهتهیه و آماده ، مشارکت درکارشناس بیوتکنولوژینویسنده چهارم: 

 تعارض منافع

 بنا بر اظهار نویسندگان این مقاله تعارض منافع ندارد.

 حامی مالی

دانشجویی  ریرساله دکتدر قالب پژوهانۀ  علوم زیستی دانشکده خوارزمی، حمایت مالی از این پژوهش از طرف دانشگاه

 سایر نویسندگان انجام شده است.ه و همچنین پژوهانسوم نویسنده 
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