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 تثذیل ضذُ است.زراعی گياّاى ترای تْثَد صفات  یاتسار هْو تِغلات تِ ّای اخير اًتقال شى در سال

ّای زیستی ٍ اصلاح آى ترای افسایص تحول تِ تٌصکِ  است ایداًِ غلات تریياّويت تاجَ یكی از 

 سازی تْيٌِ ٌذ سایر گياّاى زراعی از اّويت زیادی ترخَردار است.واًّزیستی از طریق اًتقال شى غير

ّای اًتقال شى تِ ٍ تاززایی گياّاى تراریختِ اٍليي قذم در ترًاهِ سشعَاهل هختلف هَثر در تراری

در تراریسش جَ تِ ٍسيلِ آگرٍتاکتریَم هَثر  ایي پصٍّص ترخی عَاهلدر ضَد. گياّاى هحسَب هی

هَرد تررسی قرار  تلقيح تاکتری هحيطکطتی ٍ ّنگرٍتاکتریَم، هذت زهاى آغلظت  ،تاکتری سَیِهاًٌذ 

ٍ ترای تررسی  PCR زهَىاحتوالی از آّای اًتقالی در گياّاى تراریختِ حضَر شىترای تایيذ. گرفت

تراریختِ تا هَفقيت ّای ریسًوًَِ. تاززایی استفادُ ضذ GFPآزهَى تياى شى از ّای اًتقالی تياى شى

تِ عٌَى  LBA4404  ٍAGL1 سَیًِتایج ًطاى داد کِ  اًجام ٍ گياّاى تراریختِ تارٍر حاصل گردیذ.

تریي غلظت در تراریسش تِ عٌَاى هٌاسةOD600 =5غلظت ّای آگرٍتاکتریَم ٍ سَیِهَثرتریي 

کطتی هذت زهاى ّنٍ  LB. ّوچٌيي استفادُ از هحيط تلقيح اًذّای جٌيي ًارض جَ عول کردُریسًوًَِ

 .ؿزآگرٍتاکتریَم، تيطتریي هيساى تراریسش در جَ را تذًثال دا ّا تادٍ رٍزُ ریسًوًَِ

 لیذیّای ک ٍاشُ
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( Poaceaeگشاهیٌهِ ) اص خبًَادُ  (.Hordeum vulgar L)خَ 

 ,Nevoاػهز ) گیبّبى اّلی ؿذُ سَػه  اًؼهبى    اص اٍلیيٍ 

 دٌدن سسجِ اص لحبظ سَلیذ هبدُ خـک دس خْبىخَ  (.2013

ٍ اص لحبظ اّویهز   داسد ػَيب ٍ ثشًح گٌذم، رسر، اص ثعذ سا

ذ اص گٌهذم، رسر ٍ  چْبسهیي هحصَل هْن دس ثیي غلار ثع

  (.Lu et al., 2015ثبؿذ )هیثشًح 

ثهِ عٌهَاى يهک     ،ثبؿهذ خَ علاٍُ ثش ايٌکِ يک غلِ هْن هی

گیههبُ هههذل ثؼههیبس عههبلی ثههشای هتبلعههِ غههلار سَػهه      

ؿٌبػبى هَلکَلی هَسد سَخهِ رهشاس   ّب ٍ صيؼزثیَؿیویؼز

 ,.Mrizova et al., 2014; Bettina et alگشفشهِ اػهز )  

 گیبّهبى خهبًَادُ   اكثهش  طًَم دس هقبيؼِ ثب خَ طًَم(. 2016

Triticeae،  اص ٍ ٍارعهی   یديذلَئیهذ  هبّیهز  اًذاصُ كَچهک 

(14x=2;n2) ِصههتبر هتبلعههِثههشای  ثشخههَسداس اػههز كهه 

 غهلار  دس ّهب طى خبهَؽ كشدى ثیبى ٍ يبافضايؾ  خبف ٍ

 ,.Karakas et al., 2011; Iehisa et al)ثبؿهذ  هٌبػهت ههی  

2014; Nussbaumer et al., 2014.) 

سؿذ فضايٌذُ خوعیز خْبى ٍ افضايؾ سقبضب ثشای غزا دس 

ای دس خْز گؼششدُ ّبی اخیش هَخت ؿذُ سب سلاؽدِّ

افضايؾ كوی ٍ كیتی هحصَلار اػششاسظيک ٍ كبّؾ 

غلار دس سطين  ٍيظُثب سَخِ ثِ ًقؾ ّب اًدبم گیشد. ّضيٌِ

 ربثل سَخِغزايی اًؼبى، اهٌیز غزايی آيٌذُ ثذٍى افضايؾ 

 ,.Kim et alربثل حصَل ًیؼز )غلار خْبًی دس سَلیذ 

ّبی ثشای ًیل ثِ ايي ّذف هٌْذػی طًشیک ٍ سٍؽ .(2009

هجشٌی ثش آى ثِ عٌَاى يک ساّکبس رَی هَسد سَخِ ثؼیبسی 

(. Dahleen et al., 2007اص هحققیي رشاس گشفشِ اػز )

، هقبٍهز سشاسيضؽ خَ ثب ّذف افضايؾ كبسايی صساعی آى

صيؼشی، افضايؾ عولکشد ٍ ّبی صيؼشی ٍ غیشسٌؾ دس ثشاثش

 ;Vyroubalova et al., 2011) گیشداًدبم هی كیتیز آى

Bettina et al., 2016.) 

داسد ّبی هخشلتی ٍخَد ثشای اًشقبل طى ثِ گیبّبى سٍؽ

-هحذٍديز سغنٍلی سشاسيضؽ ثِ كوک آگشٍثبكششيَم علی

ثشای ّب ؽّبيی كِ داسد ٌَّص ّن يکی اص كبسآهذسشيي سٍ

 ;Ji et al., 2013آيذ )سَلیذ گیبّبى سشاسيخشِ ثِ ؿوبس هی

Mrizova et al., 2014ّبی اٍل سَػعِ اًشقبل طى (. دس ػبل

ؿذ كِ ثِ گیبّبى ثب اػشتبدُ اص آگشٍثبكششيَم سصَس هی

ای اص خولِ غلار دس ثشاثش اًشقبل طى ثِ گیبّبى سک لذِ

ّبی ی ثعذّب سلاؽٍاػتِ آگشٍثبكششيَم هقبٍم ّؼشٌذ، ٍل

آهیض طى ثِ صَسر گشفشِ دس ايي صهیٌِ اًشقبل هَفقیز

ٍاػتِ آگشٍثبكششيَم دس ثشخی اص غلار هثل ثشًح 

(Aldemita and Hodges, 1996; Hiei and Komari, 

2008; Ozawa, 2009; Soltesz et al., 2012 رسر ،)

(Shou et al., 2004; Yu et al., 2013( گٌذم ،)Morran et 

al., 2011; Kovalchuk et al., 2013; Risk et al., 2013; 

Soltesz et al., 2013) ،( ػَسگَمZhao et al., 2000)، 

( ٍ يَلاف Liu et al., 2007; Jha et al., 2011اسصى )

(Gasparis, 2008سا اهکبى ).دزيش ػبخز 

ثب اػشتبدُ اص سٍؽ  1990اٍلیي گیبُ سشاسيخز خَ دس ػبل  

( ٍ اٍلهههیي 1994) Wan  ٍLemauxػههه  ثیَلیؼهههشیک سَ

ٍ ّوکهبساى   Tingayسشاسيضؽ خَ ثب آگشٍثهبكششيَم سَػه    

اًذ. دهغ  ّبی خٌیي ًبسع گضاسؽ ؿذُ( اص سيضًو1997ًَِ)

اص آى چٌذيي گضاسؽ اًشقهبل طى ثهِ خهَ ثهب آگشٍثهبكششيَم      

 ,.Hensel et al., 2009; Seiler et alهٌشـهش ؿهذُ اػهز )   

2014; Zhou et al., 2014; Bettina et al., 2016.) 

اًشقبل سَػه  آگشٍثهبكششيَم ثهِ گیبّهبى اص خولهِ خهَ دس       

هقبيؼِ ثب سٍؽ ثیَلیؼشیک اص هضايهبی هشعهذدی ثشخهَسداس    

سهَاى ثهِ اًشقهبل رتعهبر ثهضس       اػز اص هْوششيي آًْب ههی 

DNA  ٍ سعهذاد ًؼهخِ   ثب حذارل ثبصآسايی، دسج دریق سشاطى

ٍ كهن ّضيٌهِ ثهَدى آى     ػبدگی ٍ دبيیي سشاطى دس طًَم گیبُ،

  ;Shim et al., 2009) دبيهذاسی ثیـهشش سهشاطى اؿهبسُ كهشد     

Yadav et al., 2013; Manoharan and Dahleen, 2002; 

Tang et al., 2007). 

ِ   اًشقبل طىعَاهل هشعذدی دس  هَثشًهذ   ایثِ گیبّبى سهک لذه

 ,.Cheng et al)طًَسیهخ گیهبُ   سهَاى ثهِ   كِ اص آى خولِ هی

 ,.Holme et al., 2008; Lu et al، ًهَ  سيضًوًَهِ )  (2004
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2015،)  ِ (، غلظهز ثهبكششی   Ji et al., 2013ثهبكششی )  ػهَي

(Kim et al., 2009)كـشی )، هذر صهبى ّنSujatha et al., 

 ,.Yadav et alٍ ػیؼشن ثهبصصايی )  (، ػیؼشن گضيٌـی2012

. اًشقبل طى دس خَ ثهِ ؿهذر ٍاثؼهشِ ثهِ     ( اؿبسُ كشد2013

طًَسیخ اػز، ثِ طَسيکهِ ثیـهششيي كهبسايی سشاسيهضؽ دس     

اسربم ثْبسُ ٍ كوششيي كبسايی دس اسربم صهؼشبًِ گضاسؽ ؿذُ 

اػههز. حشههی ًههَ ، كیتیههز ٍ هٌجهه  سيضًوًَههِ دس هَفقیههز 

ِ   سشاسيضؽ ثِ ٍاػتِ آگشٍثهبكش   شيَم ههَثش اػهز ٍ سيضًوًَه

خٌیي ًبسع ثیـششيي كبسايی سا دس اًشقبل طى ثِ خهَ داؿهشِ   

 (. Wang et al.,2001; Lu et al., 2015اػز )

ّبی هخشلف آگشٍثبكششيَم دس آلهَدُ  ػَيِربثلیز ٍ سَاًبيی 

ثبؿهذ. اًشخهبة   ػبصی ٍ اًشقبل طى ثِ گیبّهبى هشتهبٍر ههی   

ذ ًقؾ هْوی دس افضايؾ سَاًػَيِ هٌبػت آگشٍثبكششيَم هی

 ,.Oliveira et alكبسايی اًشقبل طى ثِ گیبّبى داؿهشِ ثبؿهذ )  

2009; Guo et al., 2012    غلظهز هٌبػهت آگشٍثهبكششيَم .)

ثشای اًشقبل طى ثِ گیبّبى هخشلف، هشتبٍر اػز ثِ طَسيکِ 

دس كهبسايی   ثؼضايیسعییي هقذاس ثْیٌِ آى ثشای ّش گیبُ ًقؾ 

 Wroblewski et al., 2005; Kim etسشاسيضؽ گیبّبى داسد )

al., 2009.) 

هذر صهبى ّن كـشی ٍ هحی  سلقیح ثبكششی اص ديگش عَاهل 

هَثش دس سشاسيضؽ گیبّبى ّؼشٌذ كِ اص طشيق اثهش دس ًحهَُ   

   ِ ّهب كهبسايی سشاسيهضؽ    آلَدگی، سؿهذ ٍ ثهبصصايی سيضًوًَه

 ,Shrawat and Lorzدٌّهذ ) گیبّبى سا سحز سبثیش رشاس ههی 

2006; Sujatha et al., 2012.) 

اص ديگش عَاهل هَثش دس هتبلعِ سشاسيضؽ گیبّبى ٍ ّوچٌیي 

-ّبی گضاسؿگش هیثْیٌِ ػبصی ؿشاي  اًشقبل، اػشتبدُ اص طى

گیبُ، ثِ  سشاسيضؽّبی ثبؿذ. سديبثی ٍ آؿکبسػبصی ػیؼشن

هَسد ًظش ثِ طًَم  DNAهٌظَس اطلا  اص اًشقبل هَفق 

ّب، هَػَم ّبی اص طىِّبی هیضثبى ثِ كوک هدوَعػلَل

 ,.Kumlehn et alگیشد )ّبی گضاسؿگش صَسر هیثِ طى

2006; Bettina et al., 2016.) ای ّبی گضاسؿگش ٍػیلِطى

 Greenّب ّؼشٌذ. هٌبػجی ثشای هتبلعِ اخضای ثیبى طى

Fluorescent Protein (GFP)  ِعٌَاى يک گضاسؿگش ث

ثِ سًگ ػجض  دشٍسئیٌی اػز كِ دس طَل هَج خبصی اص ًَس

(. اص هضايبی Boulin et al., 2006ؿَد )سٍؿي هـبّذُ هی

سَاى ثِ غیش سْبخوی ايي دشٍسئیي ثِ عٌَاى طى گضاسؿگش هی

ّبی صًذُ ثذٍى ثَدى آى، اًذاصُ كَچک، هتبلعِ ثبفز

سخشيت، عذم ًیبص ثِ ػَثؼششای خبف ثشای هتبلعِ ٍ غیشُ 

(. دس ايي هقبلِ ؿشاي  El Shemy et al., 2008اؿبسُ كشد )

ثْیٌِ عَاهل اًشقبل طى ثِ خَ اص طشيق آگشٍثبكششيَم، اص 

ٍ غلظز ثبكششی، هحی  سلقیح ثبكششی ٍ هذر  ػَيِرجیل 

گشدد ٍ يک يَم گضاسؽ هیكـشی ثب آگشٍثبكششصهبى ّن

سٍؽ كبسآهذ ثشای اًشقبل طى ثِ خَ اص طشيق آگشٍثبكششيَم 

 ؿَد.اسائِ هی

 

  ها واد و روشم

ثزسّبی سػیذُ سرن ٍالتدش خَ ثِ عٌَاى هَاد  :هَاد گیاّی

خْبد كـبٍسصی آرسثبيدبى ؿهشری سْیهِ ٍ خْهز     گیبّی اص

اخز خٌیي ًبسع دس ؿشاي  گلخبًهِ كـهز گشديهذ. ثهزٍس     

سٍص دهغ اص گهشدُ افـهبًی     14سع آًْب دس فبصلِ صههبًی  ًب

 70دریقِ دس الکل  5ثشداؿز ؿذ. ثزٍس ًبسع اثشذا ثِ هذر 

دسصذ ضذعتًَی ٍ ػذغ آثـَيی ؿذُ، دغ اص آى ثِ هذر 

دسصههذ ثههِ طههَس كبهههل    5/2دریقههِ دس ّیذَكلشيههز   15

ضذعتًَی ؿذًذ ٍ دغ اص آثـَيی ٍ خـهک ؿهذى ثهزٍس،     

ش هیکشٍػهکَح ثهب اػهشتبدُ اص يهک     خٌیي ًبسع آًْب دس صي

 خذا ؿذًذ. 10Xلَح ثب ثضسگٌوبيی 

 3دس ايي دهظٍّؾ اص   :ّای باکتریّای شًی ٍ سَیِسازُ

آگشٍثهههبكششيَم ( GV3101 ،LBA4404  ٍAGL1) ػهههَيِ
ثَدًهذ، خْهز    pLH6000كِ حبٍی دلاػهویذ    سَهتؼیٌغ

ّبی ًبسع خَ اػشتبدُ ؿذ. دلاػویذ هزكَس سشاسيضؽ خٌیي

( ٍ GFPّبی گضاسؿگش دشٍسئیي فلَسػٌز ػهجض ) ىحبٍی ط

( ثَد كِ ّش hptطى هقبٍهز ثِ آًشی ثیَسیک ّیگشٍهبيؼیي )

ثهِ   .(1)ؿکل  ثَدًذ CaMV 35Sدٍ سحز كٌششل ساُ اًذاص 

هٌظَس سشاسيخشی، گضيٌؾ ٍ ثهبصصايی اص دػهشَسالعول اسائهِ    

( ثب ثشخی سغییهشار  1997ٍ ّوکبساى ) Tingayؿذُ سَػ  

 ذ.اػشتبدُ ؿ
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 .pLH6000ًوبی ؿوبسیک دلاػویذ   -1شکل 

Figure 1- Schematic map of pLH6000 plasmid. 

 

ّبی حهبٍی دلاػهویذ ًَسشكیهت سا اثشهذا دس     آگشٍثبكششيَم

 gr/l، دذشهَى   gr/l 10)عصهبسُ هخوهش    YEPهحی  كـز 

گشم دس لیشهش   هیلی 50( ثِ ّوشاُ gr/l 5ٍ كلشيذ ػذين  10

هیلی گشم دس لیشش ّیگشٍهبيؼیي ثِ ههذر   30سيتبهذؼیي ٍ 

Cيک ؿهت دس دههبی   
دٍس دس دریقهِ كـهز    150ثهب   28◦

 8/0-1ثبكششی ثیي  ODػبعز ٍرشی كِ  24ؿذًذ. ثعذ اص 

دٍس دس  3500-4000ّب سَػ  ػهبًششيتیَط ) سػیذ، ثبكششی

-هبي  دس غلظهز  MS دریقِ( سػَة دادُ ؿذ ٍ دس هحی 

 سریق ؿذًذ. OD600nm;5/0، 1ٍ  5/1 ّبی

ثشای سلقهیح ثهب    :ّای ًارس با آگرٍباکتریَمتلقیح جٌیي

ّب خهذا ؿهذُ ثهش سٍی    سيضًوًَِ آگشٍثبكششيَم سَهتؼیٌغ

 MSصايهی ؿهبهل ًوکْهبی هحهی       هحی  كـهز كهبلَع  

(Murashige and Skoog, 1962  حهبٍی ٍيشهبهیي )  ّهبی

کبهجهب رهشاس   هیلی گشم دس لیشهش َّسههَى دي   B5  ٍ2هحی  

ّبی سریق ؿذُ گشفشٌذ. دغ اص آى هحلَل ثبكششی ثب غلظز

ّب رتشُ گهزاسی ؿهذُ ٍ   ثِ ٍػیلِ ػوذلش ثش سٍی سيضًوًَِ

Cسٍص سحز ؿشاي  سهبسيکی ٍ دههبی    3سب  1ثِ هذر 
◦25 

 ًگْذاسی ؿذًذ.

-دهغ اص ّهن   :ّای تراریختِ احتواایی باززایی گیاّچِ 

شخهبثی القهبی   ّبی سلقهیح ؿهذُ ثهِ هحهی  اً    كـشی، خٌیي

هیلی گشم دس لیشش ّیگشٍهبيؼیي  50كبلَع سکویل ؿذُ ثب 

هیلی گشم دس لیشش سیکبسػیلیي هٌشقل ؿذًذ. ثعهذ اص   150ٍ 

صای ثذػهز آههذُ ثهِ هحهی      ّبی خٌیيّتشِ كبلَع 6-4

هیلهی گهشم دس لیشهش     2ثِ ّوهشاُ   MSثبصصايی ؿبهل هحی  

BAP  هٌشقههل ٍ دس دهههبیC ◦2±24  10000ثههب سٍؿههٌبيی 

ػههبعز  8ػههبعز سٍؿههٌبيی ٍ  16لههَكغ ٍ دٍسُ ًههَسی 

ِ  ؿبخِ .سبسيکی ًگْذاسی ؿذًذ -ّبی سـکیل ؿذُ ثهِ لَله

ای حبٍی ّوبى هحی  هٌشقل ؿهذُ سهب گیبّهبى    ّبی ؿیـِ

 T0ثشای اًشقبل ثِ خبک ثِ اًذاصُ كبفی رَی ؿًَذ. گیبّبى 

 T0ثشای ثزسگیشی ثِ گلخبًِ هٌشقهل ؿهذًذ. ثهزس گیبّهبى     

 ّب كـز ؿذًذ.دس ؿیـِ T1گیبّبى ثشای ثذػز آٍسدى 

 ِ ِ  تاییذ هَیکَیی گیاّچا طًهَهی   DNA :ّاای تراریختا

سعذادی اص گیبّبى سشاسيخشِ احشوهبلی ٍ گیبّهبى ؿهبّذ اص    

CTAB (Pallota et al., 2000 )ثش  گیهبُ خهَ ثهِ سٍؽ    

 GFPاػشخشاج گشديذ. ثِ هٌظَس اثجبر اًشقبل ٍ سلتیهق طى  

اػهشتبدُ ؿهذ    GFPصبصی ّبی اخشثِ طًَم گیبُ اص آغبصگش

C، اص ثشًبهِ دهبيی GFP(. ثشای سکثیش طى 1)خذٍل 
ثِ  94◦

Cثبًیِ،  45هذر 
Cثبًیِ ٍ  30ثِ هذر  54◦

ثهِ ههذر    72◦

چشخِ سکهشاس اػهشتبدُ گشديهذ. هحصهَل      30يک دریقِ ثب 

PCR .سٍی طل آگهههبسص يهههک دسصهههذ ثبسگهههزاسی ؿهههذ
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  GFPسَالی آغبصگشّبی اخشصبصی طى  -1جذٍل 

Table 1- specific primers sequence of GFP gene. 

 GFP آغبصگش

Primers of GFP 

 سَالی آغبصگش 

Primer sequences 

 ِ خلَآغبصگش سٍث

Forward primer 
 

5′-GCGACGTAAACGGCCACAAGTTCA-3′ 

 آغبصگش سٍ ثِ عقت

Reverse primer 
 

5′-TAGTGGTTGTCGGGCAGCAGC-3′ 

 

ػهی صهحز اًشقهبل    ثِ هٌظَس ثشس :GFPبررسی بیاى شى 

ّبی گیبّی سشاسيخشِ، آصههَى  ٍ ثیبى آى دس ثبفز GFPطى 

ثب اػشتبدُ اص هیکشٍػکَح فلَسػهٌز  GFP  ػٌدؾ ثیبى 

ّهبی حبصهل   ًبًَهشش اًدبم ؿذ. كبلَع 395دس طَل هَج 

كـههشی ثههب ّههبی ًههبسع يههک هههبُ دههغ اص ّههن اص خٌههیي

آگشٍثبكششيَم ثشای ّش كذام اص سیوبسّهب ثهب هیکشٍػهکَح    

ّبی ثب سًگ ػهجض  ٌغ هـبّذُ ؿذُ ٍ سعذاد كبلَعفلَسػ

ثشای ّش كذام اص آًْب يبدداؿز گشديذ. علاٍُ ثشآى دسصهذ  

ّهبی  ّب يب كبلَع ػجض ثذػز آهذ. ّوچٌیي ثش سيضًوًَِ

گیبّههبى سشاسيخشههِ ًیههض صيههش   T1ٍ ًؼههل  T0سههبصُ ًؼههل 

 هتبلعِ ؿذًذ.  هیکشٍػکَح فلَسػٌغ

آصههبيؾ سهبثیش    :ّاّای آهاری ٍ آًاییس آهاری دادُطرح

ٍ  LBA4404غلظهز آگشٍثهبكششيَم ثهب اػهشتبدُ اص ػهَيِ      

كـشی دٍ سٍص دس ػِ سکشاس ّش دششی ديهؾ  هذر صهبى ّن

ثِ عٌَاى يک سکشاس حبٍی سعذاد هشتبٍر سيضًوًَِ اعوهبل  

گشديذ ٍ ثب اػهشتبدُ اص آصههَى داًکهي هقبيؼهبر هیهبًگیي      

ثهبكششی   ِاًدبم گشديذ. آصهبيؾ دٍم ثشای هتبلعِ اثش ػهَي 

ثذػز آهذُ اص آصهبيؾ اٍل يعٌی  ODثب اػشتبدُ اص ثْششيي 

1 OD600=     دس يک آصهبيؾ هدهضا ثهب هحهی  سلقهیحMS  ٍ

كـشی دٍ سٍص دس ػِ دششی ديؾ ثِ عٌَاى سکهشاس  هذر ّن

اًدبم گشديهذ. آصههبيؾ ػهَم ًیهض ثهب اػهشتبدُ اص غلظهز        

1OD600= ِػَي ٍ LBA4404   طی يک آصهبيؾ فبكشَسيهل

كـهشی )يهک، دٍ ٍ ػهِ سٍص( ٍ    ؿبهل دٍسُ ّهن  دٍ عبهل

( ثش دبيِ طشح كبهلا سصهبدفی ثهِ   MS  ٍLBهحی  سلقیح )

ػِ سکشاس اعوبل گشديذ ٍ آًبلیض آهبسی ثش اػبع ًشم افهضاس  

MSTATC ّب ثش اػهبع آصههَى داًکهي    ٍ هقبيؼِ هیبًگیي

 رشاس گشفز. ثشسػیهَسد 

 
  و بحث نتایج

 

 ریَم رٍی تراریختیّای هختلف آگرٍباکتاثر غلظت

هٌبػت ثشای سشاسيضؽ سرن ٍالتدهش   ODثِ هٌظَس سعییي  

 1ٍ  5/1آگشٍثهبكششيَم ) ّهبی هخشلهف   گیبُ خهَ، غلظهز  

،5/0;OD600nmًشبيح ثذػهز  ٌذ( هَسد آصهبيؾ رشاس گشفش .

ّبی هخشلف آگشٍثبكششيَم اص آهذُ ًـبى داد كِ ثیي غلظز

داؿز. ثهِ   داسی ٍخَدًظش هیضاى سشاسيخشی اخشلاف هعٌی

 OD600;1طَسيکهِ ثهب افهضايؾ غلظهز آگشٍثهبكششيَم سهب       

كههبسايی اًشقههبل افههضايؾ يبفشههِ ٍلههی دس غلظههز ثههبلاسش    

(5/1;OD600كبسايی اًشقبل كبّؾ يبفش )(. 2)ؿهکل   ِ اػز

ثبعث سؿذ صيبد ثبكششی ثهش   OD600;5/1اػشتبدُ اص غلظز 

ؿذ ٍ كٌششل آًشا هـهکل كهشد. دس حهبلی     ّبسٍی سيضًوًَِ

( اص هیههضاى سشاسيههضؽ OD600;5/0سههش )لظههز دههبيیيكههِ غ

ثِ خبطش غلظهز دهبيیي ثهبكششی    كوششی ثشخَسداس ثَد كِ 

دسصهذ ثیهبى    27ثهب   OD600;1دس ٍاحذ حدهن ثهَد.    صًذُ

GFP ثیـهششيي هیهضاى سشاسيهضؽ سا دس دهی    ّب، دس كبلَع 

 داؿز.
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ّبی هخشلف آگشٍثبكششيَم ثش هیضاى هقبيؼِ اثش غلظز  -2شکل 

 گیبُ خَ. اسيضؽسش

Figure 2. Comparison the effect of different concentrations of 

Agrobacterium on barley transformation. 

 

 

 

 

 

 

 

  آگشٍثبكششيَم ّبی هخشلف ػَيِهقبيؼِ هیبًگیي كبسآيی  -3شکل 

  .خَ دس سشاسيضؽ گیبُ

Figure 3. Comparison the efficiency means of different strains 

of Agrobacterium on barley transformation. 

 

سشيي عَاهلی اػز كِ كبسآيی غلظز ثبكششی يکی اص اصلی

دّذ. سعییي غلظز گیبّبى سا سحز سبثیش رشاس هی ضؽسشاسي

هٌبػت ثبكششی دس اًشقهبل طى اص طشيهق آگشٍثهبكششيَم، ثهِ     

 Dita et al., 2006; Sujathaعَاهل هشعذدی ثؼشگی داسد )

et al., 2012   افهضايؾ  (. دس ايي هتبلعِ هـبّذُ ؿذ كهِ ثهب

غلظز ثبكششی هیضاى سشاسيضؽ سب حذٍدی افهضايؾ يبفهز   

ّبی ثبلاسش هیضاى سشاسيضؽ كبّؾ دیذا كشد. ٍلی دس غلظز

ّبی ثبكششی اص حذ هتلَة، يب كبّؾ سشاكن ػلَل افضايؾ

گیبّههبى دس گیبّههبى ديگههش ًیههض ثبعههث كههبّؾ فشاٍاًههی   

 Wroblewski et al., 2005; Kim etيخشِ ؿذُ اػز )سشاس

al., 2009.) 

خهَ  هیهضاى سشاسيهضؽ    OD600;5/1ّشچٌذ دس غلظز 

( ثیـهششيي  1998ٍ ّوکهبساى )  Wu ثؼیبس دهبيیي آههذ اههب   

-2ّهبی  هیضاى سَلیذ گیبّبى سشاسيخشهِ خهَ سا دس غلظهز   

1;OD600   5دس سا  سشاسيههضؽٍ كوشههشيي هیههضاى;OD600 

( 2002ٍ ّوکههبساى ) Keّوچٌههیي اًههذ. گههضاسؽ كههشدُ 

ثذػهز   OD600;5/1خهَ سا دس   سشاسيهضؽ ثیـششيي هیضاى 

 OD600;1( ًیههض اص 2013ٍ ّوکههبساى ) Yadavًههذ. اُآٍسد

 اًذ.  سرن ٌّذی خَ اػشتبدُ كشدُ سشاسيضؽثشای 

ّای هختلف آگرٍبااکتریَم بار تراریختای    اثر سَیِ

 جَ  

ی هخشلهف  ّهب ػَيِايي آصهبيؾ ثِ هٌظَس هقبيؼِ سَاًبيی 

آگشٍثبكششيَم دس اًشقبل طى ثِ خَ اًدبم ؿذ. ثذيي هٌظهَس  

كهبسثشد آگشٍثهبكششيَم ثهش سشاسيهضؽ خهَ      دش  ػَيِاثش ػِ 

هتبلعِ رشاس گشفز. ًشهبيح حبصهل اص ايهي آصههبيؾ      هَسد

ّبی هخشلف آگشٍثهبكششيَم اص ًظهش   ػَيًِـبى داد كِ ثیي 

ػهبصی ٍ رهذسر اًشقهبل طى ثهِ خهَ اخهشلاف       هیضاى آلَدُ

داسی ٍخَد داؿز. فشاٍاًهی گیبّهبى خهَ سشاسيخهز     هعٌی

ِ ثذػز آهذُ اص دٍ  ثهِ هشاسهت    LBA4404 ٍAGL1 ػهَي

ّبی ًهبسع  (. خٌیي3ثَد )ؿکل  GV3101 ػَيِاص  ثیـشش

ِ آلَدُ ؿذُ ثهب   دهغ اص يهک ههبُ سَلیهذ      LBA4404 ػهَي

 ّبی سيضسشاسيخشِ كشدًذ.كبلَع

دس اًشقهبل  آگشٍثبكششيَم يکی اص عَاهل هَثش  ػَيِاًشخبة 

ِ سعیهیي   ؼز.ّطى ثِ خَ ثب اػشتبدُ اص آگشٍثبكششيَم   ػهَي

ثشسش آگشٍثبكششيَم ًقؾ ثِ ػضايی دس كبسايی اًشقبل طى ثهِ  

 ,.Kumlehn et al., 2006; Bartlett et al) گیبّهبى داسًهذ  

2008; Ji et al., 2013) . ّههبی هخشلههف ػههَيِسَاًههبيی

ِ ػهبصی ٍ اًشقهبل طى ثه   آگشٍثبكششيَم دس آلَدُ ّهبی  ِ گًَه

ّهبی هخشلهف دسٍى يهک    هخشلف گیبّی ٍ حشی طًَسیهخ 

 ,.Wroblewski et alداسی ثب ّن داسًذ )گًَِ ستبٍر هعٌی

2005; Oliveira et al., 2009; Guo et al., 2012 ثب ايي .)

ِ سعذاد اًذكی اص حبل سٌْب  گیبّهبى آصههبيؾ    ّهب سٍی ػهَي

ثشسش دس ی ّبػَيِيبثی ثِ  اًذ. ثذيي هٌظَس ثشای دػزؿذُ

ّبی هخشلف آگشٍثهبكششيَم ههَسد   ػَيِ، سشاسيضؽ گیبّبى
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 ,.Bartlett et al., 2008; Ji et alگیشًهذ ) ثشسػی رشاس ههی 

2013). 

هعوَلا ثشای سشاسيضؽ غلاسهی ًظیهش گٌهذم، خهَ، ثهشًح ٍ      

ؿَد ٍلهی  اػشتبدُ هی AGL0  ٍAGL1ّبی ػَيِرسر اص 

اسؽ ؿهذُ  ًیض ثب هَفقیز گهض  LBA4404 ػَيِاػشتبدُ اص 

(. دس Kumlehn et al., 2006; Hensel et al., 2009اػز )

 ػههَيِهیههضاى سشاسيههضؽ خههَ اص   ای ثیـههششيي هتبلعههِ

LBA4404   ػَيِدس هقبيؼِ ثب EHA101    ُگهضاسؽ ؿهذ

ٍ ّوکهبساى   Holme(. ّوچٌهیي  Wu et al., 1998اػهز ) 

 AGL1 ػههَيِثههشای سشاسيههضؽ گیههبُ خههَ اص ( ًیههض 2008)

 اًذ.دُ كشدُآگشٍثبكششيَم اػشتب

ّبيی اػهز كهِ   ػَيِسشيي يکی اص سايح LBA4404 ػَيِ

-ّب اػهشتبدُ ههی  گیبّبى دس اكثش آصهبيـگبُ سشاسيضؽثشای 

ِ ؿَد ثِ طَسيکِ ثِ عٌَاى يکی اص كبساهذسشيي  ّهبی   ػهَي

 soltesz etثهشًح )  هثهل آگشٍثبكششيَم دس سشاسيضؽ غلاسی 

al., 2012)، گٌهههذم (Hensel et al., 2009)، رسر 

(Ombori et al., 2013)،  ( ػهَسگَمJi et al., 2013)  ٍ

 ;Holme et al., 2006; Shrawat et al., 2007خهَ ) 

Yadav et al., 2013.گضاسؽ ؿذُ اػز ) 

 اص خولهِ گٌهذم    دس سشاسيضؽ ثشخی غهلار  AGL1 ػَيِ

 Wuّبيی هَثش هعشفی ؿذُ اػهز ) ػَيِثِ عٌَاى يکی اص 

et al., 2008 .)ِػَي GV3101گًَِ  ، اصC58   ُهـشق ؿهذ

 دس آى حذ اص ثیؾ سؿذ ػَيِلار ايي هـک اص يکیاػز. 

-ههی  ديذُ ّبسيضًوًَِ سٍی كِ اػز كـشیِ ّنهشحل طَل

هحهی    دس كهبلَع  سؿذ ثب ثبكششی حذ اص ثیؾ سؿذ .ؿًَذ

كشدُ ٍ ثبعث كبّؾ رهذسر ثهبصايی    ايدبد سذاخل اًشخبثی

 .(Kim et al., 2009ؿَد )هی

کشتی آگرٍباکتریَم ّن هذت زهاى اثر هحیط تلقیح ٍ

 رٍی تراریختی

كـشی ٍ ًَ  هحی  سلقهیح ثهش   سدضيِ ٍاسيبًغ اثش دٍسُ ّن

، 1كـهشی ) هذر صهبى ّن سٍی سشاسيضؽ ًـبى داد كِ ثیي

( اثهشار  MS  ٍLBسٍص( ٍ هحی  سلقهیح ثهبكششی )   3ٍ  2

داسی دس هیههضاى سشاسيخشههی ٍخههَد داؿههز. هشقبثههل هعٌههی

ثیـهششيي هیهضاى   ر هشقبثهل ًـهبى داد   هقبيؼِ هیبًگیي اثهشا 

ثهِ عٌهَاى    LBكهِ اص هحهی     سشاسيضؽ خَ دس سیوبسّبيی

كـهشی ثهب   سٍص ّهن  2 ههذر صههبى   هحی  سلقیح ثبكششی ٍ

ثبكششی اػشتبدُ ؿهذُ ثهَد ثذػهز آههذُ اػهز. ّوچٌهیي       

ثِ  MSكوششيي هیضاى سشاسيضؽ دس سیوبسّبيی كِ اص هحی  

كـهشی ثهب ثهبكششی    سٍص ّن 3عٌَاى هحی  سلقیح ثبكششی ٍ 

 (.4اػشتبدُ ؿذُ ثَد حبصل ؿذُ اػز )ؿکل 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 .سشاسيضؽكـشی ٍ هحی  سلقیح ثبكششی ثش هیضاى هقبيؼِ هیبًگیي سبثیش هذر صهبى ّن -4شکل 
Figure 4. Comparison the mean of co-cultivation time and agrobacterium infection medium on barley transformation 
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كـشی ٍ هحی  سلقیح ثبكششی اص ديگش هذر صهبى ّن

عَاهلی ّؼشٌذ كِ كبسايی اًشقبل طى ثِ گیبّبى سا سحز 

كـشی اص يک سبثیش رشاس داسًذ. ّشچٌذ ثب افضايؾ دٍسُ ّن

ّبی ػجض افضايؾ ّبی ثب لکِسٍص سب ػِ سٍص، سعذاد خٌیي

ـشی كّب دس دٍسُ ّنكشد، ٍلی آلَدگی سيضًوًَِدیذا هی

ّب حشی دس ػِ سٍصُ ثِ هشاست افضايؾ يبفشِ ٍ كبلَع

هحی  سلقیح سفشٌذ. صَسر سشاسيخشِ ثَدى اص ثیي هی

ّب ثبكششی اص عَاهل ديگشی اػز كِ دس ثبصصايی سيضًوًَِ

رذسر  (.Danilova and Dolgikh, 2005ثبؿذ )هَثش هی

آلَدُ ػبصی ٍ اًشقبل طى ثِ گیبّبى دس هحی  سلقیح 

ثبؿذ ّبی سلقیح هیهشاست ثیـشش اص ػبيش هحی هٌبػت، ثِ 

(Holme et al., 2008 ّشچٌذ دس اكثش .) آصهبيـبر

 MSاص هحلَل سلقیح ثبكششی دس  سشاسيضؽ گیبّبى اػشتبدُ

دس ايي آصهبيؾ اهب دّذ. هشػَم اػز ٍ ًشبيح ثْششی سا هی

 LBاػشتبدُ اص هحلَل سلقیح دس خَد  ثب هیضاى سشاسيضؽ

كـشی هذر صهبى ّنّوچٌیي خْی داؿز. افضايؾ ربثل سَ

دسصذ  27ثب  LBدٍ سٍصُ ثب اػشتبدُ اص هحی  سلقیح 

 . ًذثَدخَ سشاسيضؽ ثْششيي سشكیت سشاسيضؽ 

-دس اًشقبل طى ثب اػشتبدُ اص آگشٍثبكششيَم طَل هذر ّن

ثبؿذ. ثیـششيي كبسآيی سٍص هشتبٍر هی 7سب  1كـشی اص 

كـشی سٍص ّن 5ب س 2سشاسيخز گیبّبى دس سیوبسّبيی ثب 

 ,.Han et al., 2000; Mondal et alگضاسؽ ؿذُ اػز )

2001; Somleva et al., 20025ثیؾ اص  كـشی(. دس ّن 

آگشٍثبكششيَم، ثِ دلیل سؿذ ثیؾ اص  ػَيِسٍص، ثؼشِ ثِ 

حذ ثبكششی دس اطشاف سيضًوًَِ ٍ ثِ دًجبل آى اص ثیي سفشي 

ّبی سشاسيخشِ، زّب ٍ اخشلال دس سؿذ ٍ ًوَ ثبفسيضًوًَِ

( Shrawat et al., 2007) يبثذكبسآيی سشاسيضؽ كبّؾ هی

سٍص هٌدش ثِ افضايؾ كبسايی  3سب  2كـشی ٍ هذر صهبى ّن

 Le et al., 2001; Chakrabarty etؿًَذ )سشاسيضؽ هی

al., 2002; Lopez et al.,2004 .)دس ايي آصهبيؾ هذر  اهب

ّب آلَدگی خٌیيافضايؾ  ثِ دلیلسٍصُ  3كـشی صهبى ّن

 هٌبػت ًجَد. 

-ّن كِ ( ًـبى داد2009) ؾٍ ّوکبساً Hensel هتبلعبر

دس  ؿذُ ّبسٍص ثبعث افضايؾ آلَدگی 5كـشی ثیؾ اص 

 ثتَسيکِ ؿَدهیًشیدِ هبً  اص سـکیل كبلَع ٍ ثبصصايی 

 سٍص ثشای سشاسيضؽ ٍ ثبصصايی 2-3كـشی هذر صهبى ّن

 ّبی ًبسع خَ هٌبػت ثَد.اص خٌیي
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

هقتش ثذٍى : كٌششل هٌتی )آة 2(، GFP: كٌششل هثجز )دلاػویذ حبٍی طى 1: ًـبًگش هَلکَلی، PCR  ،Mآًبلیض گیبّبى سشاسيخز ثب اػشتبدُ اص  -5شکل 

DNA ،)3 ٍ )گیبّبى سشاسيخش6ِسب  4: گیبُ ؿبّذ )گیبُ غیشسشاسيخز :. 
Figure 5. Analysis of transgenic plants by PCR. M: Molecular marker, 1: Positive control (the plasmid harboring GFP gene), 2: Negative 

control (distilled water without DNA). 3: Control plant (non-transgenic plant), 4-6: transgenic plants. 
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-ثِ دلیل اهکبى سديبثی دس ثبفز (GFP)طى دشٍسئیي ػجض 

ّبی صًذُ ثذٍى آػیت سػبًذى ثِ گیبّبى سشاسيخشِ دس 

سوبم هشاحل اًشقبل اص اسخحیز ثبلاسشی ثشخَسداس اػز 

(Kumlehn et al., 2006; Shrawat et al., 2007 دس ايي .)

 CaMV 35Sهتبلعِ اص ايي طى سحز كٌششل ساُ اًذاص 

ّبی ًبسع ػبعز دغ اص سلقیح خٌیي 72ديذ. اػشتبدُ گش

ّب ثب آگشٍثبكششيَم، اهکبى سديبثی فشآيٌذ سشاسيضؽ سيضًوًَِ

ثشخی (. دس 6Aدس صيش ًَس فلَسػٌغ ٍخَد داؿز )ؿکل 

اٍلیِ دس دسج ٍ ثیبى طى دس ثبفز  سغن هَفقیز هَاسد علی

ثِ دلايل  ًبسع، ثعذ اص گزؿز چٌذ سٍص طى ّبیخٌیي

(. دس ايي D 6گشديذ ) ؿکل ؽ هیًبهعلَهی خبهَ

 ًکشٍصُ htpعذم ثیبى طى ّب ًیض ثِ خبطش صَسر كبلَع

-سفشٌذ. دس اغلت هَاسد ثب سؿذ ٍ كبلَعؿذُ اص ثیي هی

گش ّبی سشاسيخشِ دس حضَس هبدُ گضيٌؾصايی اص ثبفز

ّب ٍ حشی دس سوبم ثخؾ GFPّیگشٍهبيؼیي، ثیبى طى 

ؿذ خَثی ثیبى هی ّب ثِگیبّبى ثبصصايی ؿذُ اص كبلَع

ّبی ّب ٍ ثخؾدس ثبفز GFP(. ثیبى طى 6)ؿکل 

ّبی هؼي ّب خیلی ثْشش ٍ ثیـشش اص ثبفزهشيؼشوی كبلَع

ثَد ثِ طَسيکِ دس ثش  گیبّبى ثبلغ ثیبى آى ثِ هشاست 

سش ثَد ّبی خَاىّب ٍ ثخؾكوشش اص ثیبى آى دس كبلَع

-دس ثش  T0 ٍT1دس گیبّبى  GFP(. ثیبى طى 6E)ؿکل 

ؿَد ّبی گیبّبى دس حبل دٌدِ صًی ًیض ثِ خَثی ثیبى هی

سش ثَد ای ٍاضحّبی هحبفظ سٍصًٍِ ثیبى آى دس ػلَل

 (. 6G,H)ؿکل 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

دس  GFP( ثیبى طى B. )UVسحز سبثؾ ًَس سٍص دغ اص سلقیح  3ًبسع خَ دس خٌیي  GFP( ثیبى طى A)دس خَ.  GFPثیبى هَرز ٍ دائن طى  -6ؿکل 

خبهَؿی سذسيدی طى دس UV (D ).كبلَع خَ يک هبُ دغ اص سلقیح ثذٍى حضَس ًَس UV (C ).خَ يک هبُ دغ اص سلقیح سحز سبثؾ ًَس  كبلَع

ّبی ثبصصايی ( ؿبخFِ) UV.غ اص يک هبُ سحز سبثؾ ًَس سشاسيخشِ خَ د ّبی ثبصصايی ؿذُ اص كبلَعدس ؿبخِ GFPثیبى طى ( Eّب. ) ثشخی كبلَع

سحز سبثؾ  T0گیبّبى سشاسيخشِ ًؼل  خَاى ّبیدس ثش GFP  ثیبى دبيذاس طىUV (G ).سشاسيخشِ خَ دغ اص يک هبُ ثذٍى حضَس ًَس  ؿذُ اص كبلَع

 UV.سحز ًَس  T1گیبّبى سشاسيخشِ ًؼل  خَاى ّبیدس ثش GFP  ثیبى دبيذاس طىUV (H ).ًَس 

Figure 6. Transient and  stable expression of GFP gene in barley. (A) Expression of GFP gene in barley immature embryos after 3 days 

inoculation under UV light. (B) Expression of GFP gene in barley callus after 1 month inoculation under UV light. (C) Barley callus after 1 
month inoculation without UV light. (D) Gradually gene silencing in some callus. (E) Expression of GFP gene in shoot regenerated from 

transgenic callus after 1 month inoculation under UV light. (F) Shoot regeneration from transgenic callus after 1 month inoculation without 

UV light. (G) Stable expression of GFP gene in young leaves of transgenic plants of T0 generation under UV light. (H) Stable expression of 
GFP gene in young leaves of transgenic plants of T1 generation under UV light. 
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