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Abstract 
Objective 

Maize (Zea mays L.) is a key cereal crop throughout the world and important model for plant 

genetics and biology. Establishment of an efficient transient gene expression system in maize 

facilitates plant functional genomics projects using gene silencing or heterologous protein 

overexpression strategies. The present study was aimed at optimizing an Agroinjection-mediated 

SCMV-based systemic heterologous gene expression system in maize. 

Materials and methods 

Recombinant DNA encoding sugarcane mosaic virus (SCMV) containing the coding sequence of 

green fluorescent protein between the protein 1 (P1) and helper component‐proteinase (HC‐Pro) 
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cistrons, in‐frame with the viral open reading frame, was introduced into the meristematic tissue, 

above the coleoptilar node, of maize seedlings via a direct Agroinoculation procedure. The 

efficiency of Agrobacterium tumefaciens strains EHA105 and GV3101 in delivering the 

recombinant vector into three and seven-day old seedlings of three maize varieties, including 

sweet corn (Iochief and Golden Bantam varieties) and dent corn (inbred line B73), was examined. 

Expression of GFP transgene in symptomatic Agroinoculated plants was assessed by confocal 

fluorescent microscopy and RT-PCR in comparison with controls. 

Results 

Results of RT-PCR and confocal fluorescent microscopy revealed that: 1) A. tumefaciens GV3101 

is significantly more successful in delivering the recombinant SCMV-based vector into maize 

plants than EHA105, 2) the percentage of GFP-expressing Golden Bantam plants is significantly 

higher than two other maize varieties, and 3) The effectiveness of growth stage of maize seedlings 

on the percentage of GFP expressing Agroinjected plants depends upon the interactions between 

Agrobacterium strain and maize genotype. 

Conclusions 

In conclusion, a combination of the Golden Bantam maize variety and A. tumefaciens strain 

GV3101 for direct Agroinjection of the SCMV-based vector into seedlings at the early two-leaf 

stage could be a fast and efficient system for investigating gene functions in maize. 
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  چکیده

ستقرار و  (.Zea mays L)ذرت  هدف: ست. ا سر دنیا و از گیاهان مدل خانواده غلات ا سرا یکی از مهمترین گیاهان زراعی در 

ستفاده در پروژهبهینه ستم بیان موقت ژن موفق در ذرت علاوه بر قابلیت ا سی شی ژن یا تولید پروتئینسازی یک  های های خامو

سازی سیستم بیان سیستمیک اه شود. پژوهش حاضر با هدف بهینهتواند موجب تسهیل مطالعات عملکرد ژن در این گینوترکیب، می

 آگروباکتریوم در گیاه ذرت با استفاده از یک ناقل مبتنی بر ویروس موزائیک نیشکر انجام پذیرفت. واسطهژن به
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سبز ) :هاروشمواد و  سنت  سی نوترکیب که در آن توالی رمزکننده پروتئین فلور (، در امتداد GFPبرای این منظور از ژنوم ویرو

شد. برای انتقال ژنوم ویروسی  HC-Proو  P1چهارچوب قرائت آزاد ویروس و در ناحیه بین توالی  ستفاده  شده بود، ا ویروس درج 

نوترکیب به گیاهان ذرت، از روش تزریق مستتتقیم آگروباکتریومی )آگرواینجکشتتن( به نواحی مریستتتمی گره کولئوپتیلی گیاه ه 

در انتقال ژنوم نوترکیب  Agrobacterium tumefaciensباکتری  GV3101و  EHA105ی دو ستتویه استتتفاده شتتد. کارای

)ذرت دندان استتبی( در دو مرحله رشتتدی  B73)ذرت شتتیرین( و  Iochief ،Golden Bantamویروس به ستته واریته ذرت 

یروستتی در گیاهان تلقیش شتتده، بیان ژن های ستته و هفت روزه( مورد مقایستته قرار گرفت. پس از  هور علائم موزائیک و)گیاه ه

سنت کانفوکال و هم نین  GFPخارجی  سکوپ فلور ستفاده از میکرو شاهد  RT-PCRبا ا سه با گیاهان  در این گیاهان در مقای

 .ارزیابی شد

در مقایستته با ستتویه  GV3101نفوکال، نشتتان داد که ستتویه و میکروستتکوپ فلورستتنت کا RT-PCRنتایج حاصتتل از   :نتایج

EHA105  های مختلف نوترکیب به گیاهان ذرت دارد. هم نین در مقایستتته واریته ناقلبه لحاظ آماری عملکرد بالاتری در انتقال

سبز در ذرت واریته این روش  ،ذرت سنت  سیار معنیبانتام بهگلدندر بیان پروتئین فلور . اگرچه در مورد عمل نمود موفقداری طور ب

صد گیاه ه EHA105سویه  شیرین گلدندر سه روزه ذرت  را دریافت و بیان  موفق ناقل محتوی ژن خارجی طوربهبانتام که های 

 های سه و هفت روزه مشاهده نشد.داری میان گیاه هتفاوت معنی GV3101نمودند بالاتر بود، اما در مورد سویه 

سویه ذرت رقم گلدن گیری:نتیجه ستم مدل بهینه، در مراحل پیش از دوبرگی به GV3101بانتام و آگروباکتریوم  سی عنوان یک 

 گردد.های پژوهشی مرتبط پیشنهاد میهای تحقیقاتی بررسی عملکرد ژن و حوزهسریع و کارآمد برای پروژه

  .های ویروسیگیاهی، ناقلپروتئین فلورسنت سبز، تزریق آگروباکتریومی، سیستم بیان درون: هاکلیدواژه

 پژوهشی.: نوع مقاله
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 مقدمه

کاندید شده است که شناسایی های یابی ژنوم و ترنسکریپتوم منجر به فهرست طویلی از ژنهای توالیپیشرفت در تکنولوژی

 .Arafa et al. 2017, Edwards and Batley 2010; Unamba et alها یک چالش استتاستتی استتت )عملکرد این ژن

در موجودات مدل است،  ژهیوه(. تراریختی پایدار گیاهان که برای بیان ژن دلخواه و شناسایی عملکرد آن یک روش متدوال ب2015

سیاری از گو صاً در ب صو ی تک لپه که اغلب اندازه ژنوم بزرگ، راندمان تراریختی پائین و چرخه زندگی هانهدر گیاهان غیر مدل، خ

(. در بسیاری از Lee et al. 2015گیر و در بدترین حالت، غیرعملی باشد )تواند در بهترین حالت پرزحمت و وقتطولانی دارند می

ست گ شده مورد ارزیابی قرار داد. هم نین زمان  هاماهیاهان ممکن ا ضور ژن درج  شد تا بتوان گیاهان تراریخته را برای ح طول بک

 Kawazuهای زیستتتی مورد ارزیابی قرار داد )بیشتتتری نیاز استتت تا مواد گیاهی را به میزان کافی تکنیر نمود که بتوان در آزمون

شده می لیدلبهتراریخته معمولاً  ، رخدادهایعلاوهبه(. 2012 انند از نظر بیان ژن متغیر توتاثیر محل درج ژن و تعداد کپی ژن درج 

تراریختی پایدار به یک  هاآنای مانند گندم و جو نیز که برای ه. حتی در گیاهان تک لپ(Wroblewski et al. 2005)باشتتتند 

ست، پرو شده ا سبتاً متداول تبدیل  شهای اتکلتکنیک ن سازی ی زراعی بهینههاری از واریتهشماتنتقال ژن تنها برای تعداد انگ

ی به وجود آمده است که امکان غربالگری اهیگای بیان موقت درونهند. به دنبال چنین اشکالاتی، علاقه روزافزونی به سیستماشده

 Lawrence and Novak 2001; Lee etآورند )ای سلولی ویژه را فراهم میههای کاندید برای صفات یا پاسخاولیه سریع ژن

al. 2015  .) 

سوخت ژهیوبهلپه گیاهان تک صلی غذا و  شامل ذرت، غلات منابع ا ستند. چهار غله مهم زراعی  سان ه ستی برای ان های زی

شکیل می صلی را ت صولات غذایی ا ستند که مح شکر ه صول زرا.Zea mays Lهند. ذرت )دبرنج، گندم و نی عی از ( دومین مح

سر جهان است ) ستفاده و به محصولات FAOSTAT, 2019نقطه نظر سطش زیر کشت در سرا (. این محصول برای تغذیه دام ا

 .Mei et alشتود )ا، روغن ذرت، الکل، و اتانول ستوختی فرآوری میهکنندهنغذایی و صتنعتی فراوانی از جمله نشتاستته، شتیری

2016; Mei et al. 2019b .) 

ست. اهمیت زراعی، ذرت طی قریب به یک قرن بهعلاوه بر  شده ا ستفاده  ستم مدل برای تحقیقات بنیادی ا سی عنوان یک 

یی هایژگمطالعات بوده است. وی نیترجامع و نیترگستردهیک سیستم ژنتیکی، موضوع  عنوانی که در میان غلات، ذرت بهاگونهبه

سیع و همخطی ژنی با غلات ماز جمله مجموعه گسترده ذخایر جهش یافته، کروموز های بزرگ هتروکروماتیک، تنوع نوکلئوتیدی و

شاوند، این گونه را  ست.  عنوانبهخوی سیتوژنتیکی و ژنومی، در کانون توجه قرار داده ا سی برای مطالعات ژنتیکی،  سا  عنوانبهجزء ا

ژنتیک، ی، تکامل ژنوم، فیزیولوژی نمو، اپیاهیگ یسازیاهلی از جمله اگسترده یکیولوژیب یهایبررسیک گیاه مدل، ذرت موضوع 

نویسی ژنوم ذرت یابی و حاشیهای بوده و هست. این مطالعات با توالیمقاومت به آفات، هتروزیس، توارث کمی و ژنومیکس مقایسه

 (. Lawrence et al. 2008; Nannas and Dawe 2015های چشمگیری داشته است )پیشرفت
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ی خارجی متنوعی در گیاهان مورد استتتتفاده قرار هاپروتئین انیب یبرا یاگستتتتردهطور ی بر ویروس بههای بیان مبتنناقل

 Kushwaha and Chakraborty 2017; Cody et al. 2017; Mor et al. 2003; Lindbo 2007; Zhang)اند گرفته

et al. 2020)های خارجی در گیاهان تک لپه گزارش شده است . حداقل شش ناقل ویروسی برای بیان ژن(Shen and Hohn 

1994; Lee et al. 2012; Cheuk and Houde 2018; Bouton et al. 2018; Gao et al. 2019; Mei et al. 

)a,b20191نیشکر . جدیدترین گزارش مربوط به یک ناقل ویروسی مبتنی بر ویروس موزائیک (SCMV است که برای بیان ژن )

وس استتت و دارای یک ویریون ریویوتمتعلق به جنس پ SCMV. ویروس (Mei et al. 2019a)در ذرت تولید شتتده استتت 

پلی آدنیله شده است در  3'( را که در انتهای ssRNA+ی سنس منبت )اشتهتک ر RNAاست که یک ژنوم  ریپذانعطاف یارشته

نای ن SCMVی احتمالی بردارد. توا بالقوه از یک ی مختلف غلات از جمله ذرت میهاهدر آلوده کردن گو به یک جزء  ند آن را  توا

سازدسیستم بیان درون  .Rosenkranz 1978; Rosenkranz 1983; Gao et al) گیاهی و آنالیز عملکرد ژن کارآمد مبدل 

2000; Trzmiel 2009.) 

های های گیاهی به این ویروسستازی موفق بافتهای آلوده، توستعه روشابندییم توستعه یروستیو یهاستازههمانگونه که 

شود. روش ستی در نظر گرفته  ستقرار این آلودگیتغییریافته نیز بای شامل بمباران ذرههای رایج برای ا سی در گیاهان  ای، های ویرو

 Agrobacteriumواستتطه تلقیش و یا به 2پانچ آوندی، تلقیش با روش DNAهای یا کلون RNAهای تلقیش مکانیکی رونوشتتت

tumefaciens (Agroinoculation( ست  Redinbaugh et al 2001; Seo et al. 2009; Vaghchhipawala et( ا

al. 2011روش .)( هایی تزریقAgroinjectionیا اینفیلتراستیون نژادهای آگروباکتریوم حامل ستازه ) های دوگانهT-DNA  که

، آگروباکتریومی 1988اند دارای ارجحیت هستند، زیرا ساده و ارزان هستند. در سال های نوترکیب طراحی شدهویل ویروسبرای تح

ستفاده از تزریق، به گیاه ه (MSV) 3ای ذرتکه محتوی ژنوم ویروس رگه شان داد که روشبود با ا شد و ن های های ذرت وارد 

(. ستتتپس این روش برای انتقال Grimsley et al. 1988ها نیز قابلیت کاربرد دارند )پهلتلقیش مبتنی بر آگروباکتریوم برای تک

تازگی (. به .2017Wang et al( جهت مطالعه بیشتر این ویروس مورد استفاده قرار گرفت )MCMV) 4ویروس پیسک زرد ذرت

کل تزریق برای وارد نمودن ستتتویه  ناقل GV3101پروت باکتریوم محتوی  های وستتتی نوترکیب مبتنی بر ویروسهای ویرآگرو

 Beernink etطور موفقیت آمیز مورد استفاده قرار گرفته است )های ذرت نیز بهموزائیک ارزنی سبز و موزائیک نیشکر به گیاه ه

al. 2021 با استفاده از ناقل ویروسی نو هور  سازی سیستم بیان سیستمیک ژن خارجی(. هدف این پژوهش، بهینهSCMV ه با ب

 EHA105بیمارگر و ستتویه ابر GV3101کارگیری روش تزریق آگروباکتریوم در گیاه ذرت استتت. برای این منظور از دو ستتویه 

                                                      
1 Sugarcane Mosaic Virus (SCMV) 
2 Vascular puncture inoculation (VPI) 
3 Maize Streak Virus, MSV 
4 Maize Chlorotic Mottle Virus (MNMV) 
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 1محتوی ژن مولد پروتئین فلورستتتنت ستتتبز SCMVبرای انتقال ناقل ویروستتتی  Agrobacterium tumefaciensباکتری 

(GFP) ای استفاده شد. و یک رقم ذرت دانه های سه و هفت روزه دو رقم ذرت شیرینبه گیاه ه 

 

 هامواد و روش

ف از کمپانی و آیوچ بانتامگلدنبذرها ذرت شیرین ارقام : ی ویروسیهاناقلی باکتریایی و هاسویهبذرهای ذرت، 

ایالات متحده از مزرعه تحقیقاتی دانشگاه کرنل ) B37( و بذر ذرت دندان اسبی رقم Burpee, Pennsylvania, USAبرپی )

قات گیاهی از کلکسیون موسسه تحقی EHA105و  A. tumefaciens GV3101ی باکتریایی هاسویهآمریکا، ایتاکا( تهیه شد. 

 (Boyce-Thompson Institute, BTI, Cornell University, Ithaca, USAبویس تامپسون واقع در دانشگاه کرنل )

از آزمایشگاه  SCMV-CS2-GFPو  pSCMV-CS3-EVی خام هاناقلبه صورت  pSCMV-CS3شد. ناقل بیانی تهیه 

 Department of Plant Pathology and Microbiology, Iowa State)استیون ویتام از دانشگاه آیوا پروفسور 

University.افزار پرایمرهای مورد استفاده توسط نرمکلیه  ( تهیه شدPrimer-Blast 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/طراحی و توسط نرم ) افزارOligoAnalyzer (Integrated 

DNA Technologies Inc., Iowa, USA.ارزیابی شد ) 

سدیم یک درصد ضدعفونی سطحی با محلول هیپوکلریتبذرهای ذرت پس از : ی ذرتهاگیاهچهکاشت بذر و تهیه 

زنی در ژرمیناتور با وانهمرطوب قرار داده شده و جهت جهای استریل روی دستمال شستشو با آب مقطر استریل در پتریو سه مرتبه 

زنی به مدت سه روز در ژرمیناتور پس از جوانه انکوبه شدند. برای اجرای آزمایش تزریق آگروباکتریومی، تعدادی از بذرها C˚25دمای 

ر بذرها ه سانتیمتر بود. سایها در این مرحله کمتر از سطول اندام هوایی آننایی قرار داده شد. ساعت روش16و تحت  C˚25با دمای 

های ابتدائی )هفت روزه( رسیدند در به مرحله  هور برگ هاگیاه ههای نشاء منتقل شد و تا زمانی که پس از جوانه زنی به سینی

ی تزریق آگروباکتریومی ی ذرت سه و هفت روزه حاصل براهاگیاه هداری شد. از ساعت روشنایی نگه16و  C˚25اتاقک رشد با دمای 

 استفاده شد.

 717توالی : pSCMV-CS3-GFPساخت سازه دربردارنده توالی رمز کننده پروتئین فلورسنت سبز 

-'GFP-Psp  (5مربا استفاده از جفت پرای پروتئین فلورسنت سبز، رمزکننده mEGFP (Zacharias et al. 2002)بازی جفت

ATTAGGGCCCATGGTGAGCAAGGG-3')  وGFP-SbfI (5'-

ATTACCTGCAGGCCTTGTACAGCTCGT-3' از ناقل )pSCMV-CS2 ( محتوی آنMei et al. 2019 طی )

( تکنیر شد. Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) SuperFiTM  مرازیپل-آانیدمراز توسط آنزیم ای پلیواکنش زنجیره

                                                      
1 Green Fluorscent Protein (GFP) 
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هضم و پس از خالص سازی از روی ژل آگارز، درون ناقل  SbfIو  PspOMIی برشی هاآنزیمبا استفاده از  PCRمحصول 

pSCMV-CS3 ی مشابه هضم شده بود، درج شد. ناقل بیانی هاکه با آنزیمpSCMV-CS3  مورد استفاده دز این پژوهش، از

ناقل دوگانه  T-DNAدر ناحیه  SCMVروس مشتق شده است که در آن توالی رمزکننده ژنوم وی pSCMV-CS2ناقل 

pCAMBIA1380 ( درج شده استChung et al. 2021 شایان ذکر است که توالی .)GFP  سازیجایگاه چندگانه همسانهدر 

(CS3)  کننده پروتئین رمزبین نواحیP1  و توالیHCPro .توالی رمزکننده  و در امتداد چهارچوب قرائت آزاد ویروسی درج شد

 ( قرار داشتNOSسنتاز )( و خاتمه دهنده نوپالینCaMV35Sپروتئین ویروسی تحت کنترل پیشبر ویروس موزائیک گل کلم )پلی

مورد  آغازگرهایشاهد در آزمایشات مورد استفاده قرار گرفت. کلیه  عنوانبهفاقد توالی درجی  pSCMV-CS3. ناقل (1)شکل 

 (.Integrated DNA Technologies Inc., Iowa, USAه شد )ساخت IDTاستفاده در این مطالعه توسط شرکت 

 

 

در ذرت؛ شمای کلی  GFPاستفاده از یک ناقل مبتنی بر ویروس موزائیک نیشکر برای بیان موقت  .1شکل 

ویروس  HC-Proو  P1ی هاژن( بین CS3سازی ). یک جایگاه چندگانه همسانهSCMV-CS3ناقل 

 تاز.سیندهنده نوپالین: خاتمهT: پیشبر ویروس موزائیک گل کلم؛ 35Sموزائیک نیشکر درج شده است. 

Figure 1. Use of a sugarcane mosaic virus (SCMV) to transiently express GFP in maize. 

Schematic diagram of the SCMV-CS3 cloning vector; A multiple cloning site (MCS) was 

introduced between P1 and HC-Pro genes of SCMV. 35S: cauliflower mosaic virus 35S 

promoter; T: NOS terminator. 

 

ی ژنی هاسازهسازی پس از همسانه: Agrobacteriumبه باکتری  SCMVی هاسازهسازی و انتقال همسانه

استخراج پلاسمید ، (Chang et al. 2017با استفاده از روش شوک حرارتی ) DH5α Escherichia coliتهیه شده در باکتری 

گرفت. سپس، ( انجام Promega, Madison, USA) PureYield™ Plasmid Miniprep Systemبا استفاد از کیت 

-pSCMVهای طور جداگانه با پلاسمیدهای دربردارنده سازهبه A. tumefaciensباکتری  EHA105و  GV3101های سویه

CS3-GFP  وpSCMV-CS3  ذوب ترانسفورم گردید )-عنوان کنترل( با استفاده از روش انجماددرجی )بهفاقد توالیBeernink 
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et al. 2021پس از کشت روی محیط انتخابی لوریا .)-( برتانیLBحاوی آ )ی جنتامایسین )هاکیوتیبینتμg/ml 30بیوتیک ، آنتی

پی -های ترانسفورم شده با استفاده از کلنی( کلنیμg/ml 50( و کانامایسین )μg/ml 50(، ریفامپیسین )GV3101انتخابی سویه 

: VecFنواحی احاطه کننده محل درج آن در ناقل ) ی اختصاصیمرهایپراو نیز  GFPی اختصاصی ژن مرهایپراسی آر با استفاده از 

5'-GAGGAAAGACATAGCCATTGGGC-3'  وVecR :5'-

GCCCTATTGTTTCCGCAACTTGCC-3' به روش سانگر شناسایی شد ) ابییتوالی( تکنیر و از طریقCornell 

Institute of Biotechnology, Ithaca, USA .)داری طولانی مدت در محیط کشت جهت نگهها این کلنیLB  20حاوی 

 انکوبه شد. -C˚80درصد گلیسرول در فریزر 

های ترانسفورم شده در محیط کشت باکتری: به گیاهان ذرت به واسطه آگروباکتریوم SCMVی هاسازهانتقال 

LB ساعت زمانی که جذب نوری کشت مایع در  24-48های مربوطه کشت داده شد. پس از گذشت بیوتیکانتخابی حاوی آنتی

های باکتری با استفاده از سلولآید تهیه شد. ون سلولی به روشی که در ادامه میبرابر با یک بود، سوسپانسی  nm600طول موج 

گذاری و با آب دیونیزه استریل شستشو داده شد. پس از تکرار این مرحله، رسوب g1254×دقیقه با سرعت  10یوژ به مدت سانتریف

( 10mM MES, 10mM MgSO4, 200μM Acetosyringone, 0.02% Silwet L-77رسوب باکتری در بافر )

شد. سوسپانسیون حاصل به مدت سه ساعت در  برابر با یک nm600ی که جذب نوری آن در طول موج طوربهسوسپانسیون شد 

های انسولین پانسیون حاصل با استفاده از سرنگدمای اتاق با استفاده از شیکر رفت و برگشتی به آرامی هم زده شد. سپس سوس

ml0.2 گیاهان به  (. سپس2 ی ذرت سه و هفت روزه تزریق شد )شکلهاگیاه همتر بالاتر از گره کلئوپتیلی به ه دو میلیدر فاصل

داری شدند. بروز علائم موزائیک ویروسی طی نگهساعت تاریکی منتقل و  8ساعت روشنایی و  16، تحت C25˚اتاقک رشد با دمای 

 عنوانبهگیاه  45تا  15هفته پس از تزریق ردیابی شد. هر آزمایش سه مرتبه تکرار شد و برای هر تیمار در هر آزمایش بین  4-2

 (.Beernink et al. 2021; Wang et al. 2017; Cao et al. 2014ه شد )تکرار در نظر گرفت

هفته  2-4در صورت مشاهده علائم موزائیک در فاصله : های میکروسکوپی بیان پروتئین فلورسنت سبزبررسی

در مقایسه با  pSCMV-CS3-GFPهای گیاهان محتوی سازه پس از تزریق روی گیاهان، بیان پروتئین فلورسنت سبز در برگ

-Leica confocal laserبا استفاده از میکروسکوپ فلورسنت کانفوکال ) pSCMV-CS3-EVگیاهان محتوی سازه 

scanning microscope, SP5 TCS, Leica, Germany( موجود در مرکز تصویربرداری سلولی گیاهی )PCIC موسسه )

بررسی شد. طی دوره رشد گیاه،  BTI (Ithaca, Cornell University, BTI, Plant Cell Imaging Center)تحقیقاتی 

مشاهده و سیگنال  nm488های برگ با سنین مختلف جمع آوری شده از گیاهان دارا و فاقد علائم ویروسی در طول موج نمونه

 س خود گیاه استو نه فلورسن GFPبرای تائید اینکه سیگنال مشاهده شده ناشی از . ردیابی شد nm545-505فلورسنس در دامنه 
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های طیف نشر استفاده شد. مرحله( برای تولید نمودار و پروفایل 20؛ nm580-480های گزینه اسکن لامبدا )در بازه طول موج از

 آنالیز شد. LAS-AF (V 2.6.0)افزار تصاویر و نتایج اسکن لامبدا با استفاده از نرم

 
به ناحیه  pSCMVدربردارنده ناقل ویروسی نوترکیب تزریق مستقیم سوسپانسیون آگروباکتریومی  .2شکل 

 ml0.2های انسولین ؛ تزریق با استفاده از سرنگ( هفت روزه ذرتCو   B( سه روزه وAی هاگیاهچهکلئوپتیلی 

 متر بالاتر از کره کلئوپتیلی انجام گرفت.دو میلی

Figure 2. Direct injection of Agrobacterium cells harboring pSCMV vector into maize stems 

2mm above the coleoptilar node in; A) Three-day old seedlings, B and C) Seven-day old 

seedlings by using 0.2ml fine syringes. 

 

های گیاهان تلقیش شده و شاهد با کل از برگ RT-PCR :RNAی نوترکیب با استفاده از هاسازهآنالیز بیان 

( (SV Total RNA Isolation System, Promega, Madison, WI, USAاستخراج ) RNAاستفاده از کیت استخراج 

 ,RQ1 RNase-free DNaseI (Promega, Madison, WIژنومی، با آنزیم  DNAو سپس جهت حذف هرگونه آلودگی به 

USA) مار شد. طبق دستورالعمل شرکت سازنده تیDNA  مکمل با استفاده از کیتRevertAid First Strand cDNA 

Synthesis Kit RevertAid First Strand (Fermentas, Germany)cDNA Synthesis Kit   و پرایمرهای

OligodT وس در بردار معکنش کنترل منفی فاقد آنزیم رونوشتطبق دستورالعمل شرکت سازنده ساخته شد. برای هر نمونه، واک

-'CPF (5و  GFP-SbfIو  GFP-Pspنظر گرفته شد. سپس پرایمرهای اختصاصی 

TCGGGAACTGTTGATGCGGG-3' و )CPR (5'-CTAGTGGTGCTGCTGCACTC-3' به ترتیب برای )

-pSCMV-CS3و  pSCMV-CS3-GFPی هاناقل( در CPو پروتئین پوششی ویروس ) GFP های خارجیژنردیابی حضور 

EV مورد گیاهان محتوی سازه  استفاده شد. درSCMV-EV  از پرایمرهای اختصاصی جهت ردیابی پروتئین پوششی ویروس

 مورد تائید قرار گرفت، ثبت شد. هاآندر ژن خارجی استفاده شد. تعداد گیاهانی که حضور 
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در فاکتوریل  زمایشبه صورت آهای حاصل که شامل تعداد گیاهان منبت برای هر یک از تیمارها بود، داده: آنالیز آماری

مورد  SAS (9.2)تصادفی با سه عامل و سه تکرار با استفاده از آنالیز واریانس یک طرفه با استفاده از نرم افزار قالب طرح کاملاً 

اده ها با استفداری، میانگینمعنیبررسی قرار گرفت. اثرات اصلی و متقابل هر یک از فاکتورها بررسی و در ادامه، جهت تعیین سطوح 

 از آزمون دانکن مورد مقایسه قرار گرفت.

 

 نتایج 

با استفاده از  یابیتوالیآر و نیز سیپینتایج حاصل از کلنی: pSCMV-CS3در ناقل  GFPدرج توالی رمزکننده 

در ناقل نشان دهنده درج صحیش توالی  GFPو نیز پرایمرهای نواحی احاطه کننده محل درج  GFPپرایمرهای اختصاصی توالی 

 (.4و 3بود )شکل  Agrobacteriumهای ترانسفورم شده ویروسی در کلنی و حضور پلاسمید دربردارنده ناقل GFPرمزکننده 

 
-pSCMVهای آگروباکتریوم ترانسفورم شده با ناقل ویروسی آر کلنیسیپینتایج حاصل از کلنی .3شکل 

CS3  قطعه ژن خارجی با استفاده از پرایمرهای طراحی شده از نواحی احاطه کننده محل درج ،bp1367 

های کلنیدر  bp650در مقایسه با تکثیر قطعه  pSCMV-CS3-GFPهای محتوی ناقل تکثیر شده در کلنی

 .pSCMV-CS3-EVترانسفورم شده با ناقل فاقد توالی درجی 

Figure 3. Polymerase chain reaction of transformed Agrobacterium colonies (Colony-PCR) 

containing pSCMV-CS3 vectors using primers flanking the transgene insertion site; 

Amplification of 1367bp sequence in transformed colonies harboring pSCMV-CS3-GFP in 

comparison with 650bp amplicon in colonies transformed with empty pSCMV vector 

(pSCMV-CS3-EV). 
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. نتایج حاصل از هضم پلاسمیدهای نوترکیب محتوی ناقل ویروسی مبتنی بر ویروس موزائیک نیشکر 4شکل 

فاقد توالی درجی در  pSCMV-CS3-EV: ناقل 1؛ چاهک  SbfIو  PspOMIهای برشی با استفاده از آنزیم

 .GFPدربردارنده توالی رمزکننده ژن خارجی  pSCMV-CS3-GFP: ناقل 2مقایسه با چاهک 

Figre 4. Digestion of recombinant SCMV-based vectors by PspOMI and SbfI restriction 

enzymes; empty pSCMV-CS3-EV vector (Lane11) in comparison with pSCMV-CS3-GFP 

containing GFP coding sequence (Lane 2). 

 

ی ویروسی نوترکیب به واسطه هاسازههفته پس از تزریق  2-4طی : ی ویروسی به گیاهان ذرتهاسازهانتقال 

ژن های برخی گیاهان ذرت تلقیش شده با ناقل بدون م و الگوهای موزائیکی بر روی برگی ذرت، علائهاگیاه هآگروباکتریوم به 

(  اهر شد. pSCMV-CS3-GFPکننده پروتئین فلورسنت سبز )دربردارنده توالی رمز ( و نیز ناقلpSCMV-CS3-EV) خارجی

سیستمیک  طوربههای تازه  هور یافته گیاه نیز وده و همزمان با رشد گیاه در برگعلائم به صورت الگوهای سبز تیره و روشن ب

 (. 5 گسترش یافت. در هیچ یک از گیاهان شاهد چنین علائمی  هور و بروز پیدا نکرد )شکل

های بررسی: بررسی میکروسکوپی بیان پروتئین فلورسنت سبز با استفاده از میکروسکوپ کانفوکال

ئین دهنده بیان سیستمیک و آشکار پروتها نشانای از طول موجهای مورد نظر و اسکن لامبدا در دامنهمیکروسکوپی تحت طول موج

دهد این نتایج نشان میهای نو هور بود. دارای علائم ویروسی، حتی برگهای گیاهان های مزوفیل کلیه برگفلورسنت سبز در سلول

نه ، هی گوGFPدر گیاهان فاقد علائم و گیاهان شاهد دارای ناقل بدون  پایا و قوی است. SCMVبه واسطه  GFPکه بیان 

 (.6 ردیابی نشد )شکل GFPسیگنال فلورنس مرتبط با 
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( طی Dو  C) pSCMVبروز علائم موزائیک سیستمیک در گیاهان ذرت تلقیح شده با ناقل ویروسی  .5شکل

 (.Bو  Aهفته پس از تزریق آگروباکتریومی ناقل در مقایسه با گیاهان شاهد فاقد علائم ) 4-2

Figure 5. Appearance of systemic viral mosaic patterns in maize plants 2-4 weeks after 

direct Agroinjection of pSCMV vector (C and D) in comparison with asymptomatic control 

ones (A and B). 

-RTهای حاصل از داده: RT-PCRی نوترکیب در گیاهان تلقیح شده با استفاده از هاسازهردیابی بیان 

PCR های ناقل ویروسی و ژن رمزکننده ارای علائم موزائیک، وجود رونوشتگیاهان دGFP  ی هاسازهرا در گیاهان محتوی

pSCMV-CS3-GFP  و ژن رمزکننده پروتئین پوششی ویروسSCMV  ی هاسازهرا در گیاهان تلقیش شده باpSCMV-
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CS3-EV د علائم و هم نین کنترل منفی واکنش سنتز (. در گیاهان شاهد فاق8و  7های تائید نمود )شکلcDNA  که فاقد آنزیم

 ها ردیابی نشد. ای از این رونوشتگونه نسخهچبردار معکوس بود، هیرونوشت

 

روز پس  pSCMV-CS3 ،20ارزیابی میکروسکوپی برگ گیاهان ذرت تلقیح شده با ناقل ویروسی  .6شکل 

( فلورسنس A؛ X40با بزرگنمایی  Leica TCS-SP5کانفوکال  آگروباکتریومی تحت میکروسکوپاز تزریق 

( فلورسنس ناشی از Bدر مقایسه با  pSCMV-CS3-GFPتوسط ناقل ویروسی  GFPناشی از بیان پروتئین 

؛ رنگ قرمز نشان دهنده فاقد ژن خارجی pSCMV-EVکلروفیل در گیاهان ذرت شاهد تلقیح شده با ناقل 

 است. GFPفلورسنس ناشی از کلروفیل گیاه و رنگ سبز نشان دهنده فلورسنس ناشی از بیان 

Figure 6. Microscopic examination of maize plants, 20 days after direct Agoinjection of 

pSCMV-CS3 vectors into stems, under confocal Leica TCS-SP5 microscope (40X); A) 

fluorescence emission in plants expressing pSCMV-CS3-GFP in comparison with B) 

Chlorophyll fluorescence emission in control plants inoculated with empty pSCMV vector; 

Red is indicative of plant chlorophyll autofluorescence and green is related to GFP 

expression in plant mesophyll cells. 

 

( و مقایسه 1تجزیه واریانس )جدول : ی ذرتهاگیاهچهی آگروباکتریوم، ژنوتیپ و سن هاسویهمقایسه اثر 

بانتام درصد گیاهان ذرت شیرین رقم گلدن های ذرت مورد استفاده،در مقایسه میان واریته ( نشان داد که9 شکلمیانگین تیمارها )

بودند،  GFPژن خارجی و به واسطه تلقیش مستقیم آگروباکتریومی قادر به بیان  SCMVکه با استفاده از ناقل ویروسی مبتنی بر 

که از ارقام اصلی و رایج  B73ی نسبت به دیگر رقم ذرت شیرین یعنی آیوچف و نیز لاین خالص دندان اسبی دارمعنیبسیار  طوربه
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، GFPی که درصد کلی گیاهان محتوی ناقل ویروسی با تائید بیان پروتئین پوششی ویروس یا طوربهبالاتر بود. در سراسر دنیا است، 

که صرف نظر از سویه آگروباکتریوم مورد استفاده، هیچ گیاه درصد بود درحالی 65/8و  76/36و آیوچف  بانتامگلدنبه ترتیب در ارقام 

تر از رقم آیوچف سریع بانتامگلدن. شایان ذکر است که علائم موزائیک در گیاهان رقم مشاهده نشد B73در رقم  SCMVآلوده به 

هفته پس از  3-4روز تا دو هفته پس از تزریق  هور یافت در حالی که در گیاهان آیوچف  هور علائم آلودگی ویروسی  10و  رف 

 تزریق مشاهده شد.

 

پس از  pSCMV-CS3-GFPدر گیاهان ذرت تلقیح شده با ناقل  GFPهای تائید حضور رونوشت .7شکل 

(، در 2و  1ی هاچاهک) GFPژن خارجی مربوط به  bp717؛ تکثیر قطعه ژن خارجیتائید میکروسکوپی بیان 

-pSCMVپلاسمید  (،4و  3ی ها)چاهک فاقد علائم تلقیح نشده یا تلقیح شده با بافر مقایسه با گیاهان شاهد

CS3-GFP واکنش کنترل مثبت ان عنوبهPCR  بردار معکوس فاقد آنزیم رونوشت (، کنترل5)چاهک

 (.8الگو )چاهک  DNA( و کنترل فاقد 7و  6ی هاچاهک)

Figure 7. RT-PCR analysis of plants inoculated with pSCMV-CS3-GFP after microscopic 

confirmation of GFP expression; Amplification of 717bp GFP coding sequence (1 and 2), in 

comparison with asymptomatic uninoculated or buffer-inoculated plants (3 and 4), 

pSCMV-CS3-GFP as positive PCR control (5), no reverse transcriptase control (NRT) (6 

and 7) and no template control (NTC) (8). 
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( در گیاهان ذرت دارای علائم موزائیک CPهای ژن پروتئین پوششی ویروس )ضور رونوشتتائید ح. 8 شکل

( در مقایسه 1-5ی هاچاهک) CPمربوط به ژن  bp987؛ تکثیر قطعه pSCMV-CS3-EVتلقیح شده با ناقل 

نترل مثبت محتوی (، پلاسمید ک6-8ی هاچاهکفاقد علائم تلقیح نشده یا تلقیح شده با بافر ) با گیاهان شاهد

( و کنترل 10-14ی هاچاهکبردار معکوس )کنترل فاقد آنزیم رونوشت(، 9)چاهک  pSCMV-CS3-EVناقل 

 (.15الگو )چاهک  DNAفاقد 

Figure 8. RT-PCR analysis of plants inoculated with pSCMV-CS3-EV; Amplification of 

987bp viral CP coding sequence (1-5), in comparison with asymptomatic uninoculated or 

buffer-inoculated plants (6-8), pSCMV-CS3-EV as positive PCR control (9), no reverse 

transcriptase control (NRT) (10-14) and no template control (NTC) (15). 

 

درصتتدی نستتبت به ستتویه  50با اختلاف تقریباً  GV3101از میان دو ستتویه مختلف آگروباکتریوم مورد استتتفاده، ستتویه 

EHA105 ی مبتنی بر هاسازهای که راندمان انتقال ن داد. به گونهراندمان بالاتری را در انتقال ناقل ویروسی از خود نشاSCMV 

سویه  طوربه شیرین  GV3101میانگین در مورد  سویه  95/29در ارقام ذرت  صد و در مورد  صد 46/15با  برابر EHA105در در

سویه  سی، در مورد  شدی ذرت بر راندمان انتقال ناقل ویرو از نظر راندمان ی دارمعنیتفاوت  GV3101بود. در مورد تاثیر مرحله ر

ی هفت روزه مشتتاهده نشتتد اما هاگیاه هکه در مرحله ستته روزه تلقیش شتتدند با  بانتامگلدنمیان گیاهان انتقال و بیان ژن خارجی 

ها و منشعب شدن ساقه در پارگی برگهای مریستمی از جمله کوتوله شدن و کندی رشد، ی از آسیب احتمالی به بخشبدشکلی ناش

سویه  شتر بود. در حالی که در مورد  سه روزه بی  سهی هاگیاه هدر  ژن خارجیموفقیت انتقال و بیان ناقل و  EHA105گیاهان 

های سه و هفت روزه گیاه ه درصد( بالاتر بود. هم نین 5ی )در سطش احتمال اردمعنی طوربهروزه  هفتی هاگیاه هروزه نسبت 

راندمان انتقال و بیان ناقل ویروستتی از نظر ی دارمعنی تفاوت ،یک از دو ستتویه آگروباکتریوم مورد استتتفادههیچرقم آیوچف، برای 

ست که در مقایسه میان تیمارهای مختلف مشاهده  نشان ندادند. در مقایسه با  ژن خارجیفاقد  SCMVشد که ناقل شایان ذکر ا

با راندمان بالاتری )تقریباً دو برابر( به گیاهان ذرت منتقل شتتد به نحوی که درصتتد گیاهان منبت در  GFP ژن خارجیناقل حاوی 
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سازه  سازه  25/30میانگین  طوربه pSCMV-CS3-EVمورد  صد و در مورد  صد ب16/15برابربا  CS3-GFP-SCMVدر  وددر

 (. 9)شکل 

 

مبتنی بر ویروس موزائیک  pSCMV-CS3های حاصل از بررسی عملکرد ناقل . تجزیه واریانس داده1جدول 

تحت تاثیر سه فاکتور سویه آگروباکتریوم، رقم ذرت و سن  GFP ژن خارجینیشکر در انتقال و بیان 

 .درصد 1و 5در سطوح  دارمعنیبه ترتیب  ** و *. ی ذرت در هنگام تزریق آگروباکتریومی ناقلهاگیاهچه

Table 1. Efficiency of pSCMV-CS3 vector to deliver and express GFP transgene into maize 

plants under the effects of different Agrobacterium strains, maize varieties and growth stage 

of seedlings at the time of direct Agroinjection. * and ** Significant at probability level 5% 

and 1%, respectively. 

F 

 

 میانگین مربعات

(MS) 

  مجموع مربعات

(SS) 

 آزادی  درجه

(DF)  

 Source   منبع تغییر

 
 (Treatmentsتیمارها )  7 2173.484933 310.497848 725.59**

 Agrobacterium strain  سویه آگروباکتریوم  1 727.320600 727.320600 1699.65**

 Maize variety   رقم ذرت  1 1182.168067 1182.168067 **2762.56

 Age of maize seedling  سن گیاهچه ذرت  1 0.944067 0.944067 2.21

 سویه آگروباکتریوم*رقم ذرت  1 257.677067 257.677067 602.15**

Agrobacterium strain*Maize variety 

 سویه آگروباکتریوم*سن گیاهچه ذرت  1 3.139267 3.139267 7.34*

Agrobacterium strain*Age of maize 

seedling 
 رقم ذرت*سن گیاهچه ذرت  1 0.147267 0.147267 0.34

Maize variety*Age of maize seedling 
گیاهچه سویه آگروباکتریوم*رقم ذرت*سن   1 2.088600 2.088600 4.88*

  ذرت

Agrobacterium strain*Maize 

variety*Age of maize seedling 
 خطا  16 6.846800 0.427925 

 کل  23 2180.331733  
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 pSCMV-CS3-GFPی هاسازه. درصد انتقال و بیان ناقل ویروسی مبتنی بر ویروس موزائیک نیشکر )9 شکل

ی سه و پنج هاگیاهچهدر  EHA105و  GV3101( با استفاده از دو سویه آگروباکتریوم pSCMV-CS3-EVو 

های دارای حروف ی؛ ستونو آیوچف با استفاده از روش تزریق آگروباکتریوم بانتامگلدنروزه دو رقم ذرت 

 50تقریباً  . نتایج حاکی از کاهشای دانکن()آزمون چنددامنه ی با یکدیگر ندارنددارمعنیمشابه اختلاف 

 دارد. فاقد ژن خارجی در مقایسه با ناقل ژن خارجیدرصدی در کارایی انتقال ناقل در حالت درج 

Figure 9. Efficiency of two Agrobacterium strains, GV3101 and EHA105, to deliver and 

express SCMV-based vectors (pSCMV-CS3-GFP and pSCMV-CS3-EV) into three and 

seven-day old Golden Bantam and Iochief sweet corn seedlings via direct Agroinjection 

procedure; Different letters indicate significant differences (Duncan's multiple range test). 

Results indicate a reduction by 50% in transgene-containing vector in comparison with 

empty one. 

 بحث

. این شودمیای در سراسر جهان کشت طور گستردهبهذرت با کاربردهای گسترده غذایی و صنعتی از غلات اصلی است که 

نی در پیشا شده است، در حرکت رو به جلوی حوزه پساژنوم، هم نان یابیتوالیکامل  طوربهسیستم مدل کلاسیک، با ژنومی که 

(. آنالیز ژنوم مرجع ذرت Strable and Scanlon 2009; Liu et al. 2020شناسی قرار خواهد داشت )مطالعات بنیادین زیست

B73 (B73 RefGen_v4 )39498  بینی نموده است )توالی غیررمزکننده را پیش 6774و ژن رمزکنندهSchnable et al. 

ی ویروسی خاموشی ژن یا بیان هاناقلبا استفاده از ابزارهای جدید از جمله  تواندمی هاژن( که بررسی عملکرد سریع این 2009

در  هاژنی مبتنی بر ویروس موزائیک نیشکر به جعبه ابزار مورد استفاده برای ارزیابی عملکرد هاناقلتازگی بهپروتئین تسهیل شود. 
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های خالص مختلفی از لاینسازی قادر به آلوده . این ناقل(Mei et al. 2019b; Chung et al. 2021ذرت اضافه شده است )

ذرت شیرین و دندان اسبی است و دامنه میزبانی بالقوه آن شامل سایر گیاهان تک لپه حائز اهمیت زراعی از جمله سورگوم، برنج، 

یاهی اقتصادی مهم نیز مفید واقع های گتواند برای تحقیق پیرامون سایر گونهمی(. بنابراین Pirone 1972جو، چ م و غیره است )

ای ذرت، ویروس پیسک زرد ذرت روسی به گیاه ذرت برای ویروس رگههای ویی برای تحویل ژنومشود. روش تزریق آگروباکتریوم

(Maize Chlorotic Mottle Virus, MCMVو هم نین ) ی بیان ویروسی هاناقلتازگی برای بهFoMV  وSCMV طوربه 

در این پژوهش، (. Wang et al. 2017; Grimsley et al. 1988; Beernink et al. 2021فاده شده است )آمیز استموفقیت

در گیاه ذرت  GFPناقل بیان پروتئین  عنوانبهرا  SCMVسازی این روش، راندمان انتقال ناقل ویروسی مبتنی بر ما با هدف بهینه

ی ذرت در زمان تزریق ناقل و ارقام مختلف ذرت هاگیاه همورد استفاده، سن  با در نظر گرفتن سه فاکتور شامل سویه آگروباکتریوم

هایی که در تحقیقات شیرین و دندان اسبی مورد بررسی قرار دادیم. هم نین جهت افزایش احتمالی راندمان انتقال، از سورفکتانت

اگرچه در از آگروباکتریوم مشخص شده بود، استفاده شد. سازی ذرت با استفاده ها بر افزایش راندمان تراریختهآنپیشین تاثیر منبت 

و هم نین انتقال ناقل نوترکیب  SCMVهای مختلف ذرت به تیپ وحشی ویروس ابتدائی این ناقل، آلودگی واریتههای گزارش

های مختلف ذرت از جمله ذرت ( به ژنوتیپRub-inoculationبه روش خراشدهی برگ با عصاره گیاهان آلوده ) GFPدربردارنده 

(. اما بر مبنای نتایج حاصل از این Mei et al. 2019b; Beernink et al. 2021آمیز بوده است )موفقیت B73دندان اسبی 

ی طوربهبا روش آگرواینجکشن بسیار متفاوت بود  SCMVپژوهش، پاسخ ارقام ذرت مختلف مورد بررسی به انتقال ناقل ویروسی 

، در مورد ارقام ذرت شیرین B73در رقم  ژن خارجیحاوی  SCMVدم موفقیت این روش در انتقال و بیان ناقل که برخلاف ع

های بانتام که در سایر پژوهشگلدنتائید شد. به نحوی که در مورد رقم  GFPو آیوچف، وجود گیاهان منبت بیان کننده  بانتامگلدن

(، Mei et al. 2019b; Chung et al. 2021; Beernink et al. 2021بر آن متمرکز بوده است ) SCMVپیرامون ناقل 

درصد  18/50درصد و برای ناقل فاقد توالی خارجی  18/21برابر با  GFPجفت بازی  717راندمان انتقال برای ناقل محتوی توالی 

ئیک نیشکر نسبت داد. چنان ه تحقیقات های مختلف ذرت به ویروس موزاان به مقاومت نسبی متفاوت ژنوتیپتواین تفاوت را میبود. 

های کروموزومی مقاومت به این ت و ارتباط آن را به وجود جایگاههای مختلف ذرزان حساسیت متفاوتی را در ژنوتیپمختلف، می

ع های موجود، حضور و شیو(. از سوی دیگر، در اکنر گزارشTao et al. 2013; Jones et al. 2007اند )روس اثبات نمودهوی

ی دهنده سازگارتواند نشانمیبانتام گزارش شده است که این امر زارع ذرت شیرین از جمله رقم گلدنویروس برای اولین بار در م

 نتایج یک پژوهش،های دندان اسبی باشد. هم نین بر مبنای ی این ارقام در مقایسه با ژنوتیپسازتکاملی بیشتر ویروس برای آلوده

متفاوت  از جمله اینفیلتراسیون برگ و بذر، پانج بذر و ... SCMVهای مختلف انتقال وکتور ویروسی ت به روشپاسخ ارقام مختلف ذر

 . (Mohr et al. 2019) است

 GFP ژن خارجیمحتوی  SCMV( راندمان روش تزریق را برای انتقال ناقل 2021)  .Beernink et alدر پژوهشب 

درصد گزارش کردند در حالی که پژوهش حاضر در شرایط یکسان،  8 بانتامگلدنبه گیاهان رقم  GV3101با استفاده از سویه 
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 Silwet-L77با تاثیر سورفکتانت  تواندمیرسد این افزایش در راندمان انتقال به نظر میدرصدی را به دست آورد.  9/29راندمان 

سازی و را بر راندمان تراریخته Silwet-L77هایی از جمله فکتانتاضافه نمودن سورهای مختلفی تاثیر منبت پژوهش مرتبط باشد.

 .Li et alاند )ابیدوپسیس، سویا و ... نشان دادهواسطه آگروباکتریوم در محصولات زراعی مختلف مانند گندم، آربه بیان موقت ژن

2009; Wu et al. 2003; King 2013)حیط و شاید از میان برداشتن رسد این ترکیب با کاهش کشش سطحی م. به نظر می

دهند را به گیاه هدف افزایش می T-DNAکنند قدرت تهاجمی باکتری و نهایتاً تحویل مشخصی که اتصال سلولی را مهار میمواد 

(Yang et al. 2006.) 

ش تری )کاهنمود نرخ آلودگی و انتقال پائینحمل میرا  bp717که توالی درجی  pSCMV-CS3-GFPناقل نوترکیب 

ژن ( تلقیش شده بودند داشت. به عبارت دیگر درج pSCMV-CS3-EVدرصد( را در مقایسه با گیاهانی که با ناقل تهی ) 50حدود 

ی کاهش دهد. این موضوع احتمالاً به دلیل تاثیر منفی دارمعنی طوربهکارایی آن را در انتقال به گیاه ذرت  تواندمیدر ناقل  خارجی

اند که پایداری ن دادهژنتیکی بیگانه در ژنوم ویروس بر سازواری آن است. همانگونه که برخی مطالعات نشا افزایش مقدار محتوای

 ;Avesani et al. 2007ی ویروسی گیاهی به میزان بالایی به اندازه و توالی ژن درج شده وابسته است )هاناقلشده در  توالی درج

Mei et al. 2016; Mei et al. 2019; Beernink et al. 2021.) 

این است که سویه آگروباکتریوم مورد استفاده فاکتور  شودمیها به روشنی استنباط از نتایج این پژوهش و سایر پژوهشآن ه 

 سویه های مختلف،پژوهشدهد. اگرچه در ی نوترکیب را به گیاهان ذرت تحت تاثیر قرار میهاسازهمهمی است که راندمان انتقال 

EHA105 ایسه با سویه در مقGV3101  ی رایج از جمله هاسویهو دیگرLBA4404 رین سویه در روند انتقال تعنوان موفقبه

( اما تاکنون تنها از سویه Yu et al. 2013; Huang and Wei 2005; Cao et al. 2014ژن به ذرت گزارش شده است )

GV3101  یا سویه مادری آن یعنیC58  سی از جمله ی ویروهاناقلبرای انتقالSCMV ( به ذرت استفاده شده استGrimsley 

et al. 1988; Beernink et al. 2021; Mei et al. 2019a,b نتایج حاصل از مقایسه میان دو سویه .)EHA105  و

GV3101  در این مطالعه نشان داد که راندمان سویهGV3101 ستقیم در انتقال ناقل ویروسی نوترکیب با استفاده از روش تزریق م

رسد یکی از فاکتورهای مهم اثرگذار بر راندمان این لذا به نظر می است. EHA105به گیاهان ذرت کمی بیش از دو برابر سویه 

 روش نیز، سویه آگروباکتریوم مورد استفاده باشد. 

های مختلف ممکن درون یک گونه، ارقام یا اکوتیپ و حتی های گیاهی مختلفگونههای متعدد نشان داده است، پژوهش

ختلف ی مهاسویهتوانایی  توسط یک سویه ویژه آگروباکتریوم نشان دهند.آلودگی است درجات بسیار متفاوتی از حساسیت به 

همه اجزای موردنیاز است که  هاآنژنوم کروموزومی و پلاسمیدی نتیجه همکاری های گیاهی سازی سلولآگروباکتریوم برای تراریخته

کنندگی و غلظت سلولی های القاگر مختلفی را با توانایی القاگیاهان مختلف ملکول. کنندمیکد را  DNAنتقال برای اتصال و ا

های مختلف و به موجب آن، تاثیر بر حساسیت اندر میزب virکنند. این تنوع موجب اختلاف در سطوح بیان ژن متفاوت تولید می
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چنانکه پیش از این در ذرت نشان داده شده است که  (.Karami 2008د )شومی Agrobacteriumنسبت به آلودگی با  هاآن

( تحت تاثیر سویه آگروباکتریوم، ژنوتیپ ذرت و بافت گیاهی مورد استفاده و نیز GUSگلوکورونیداز )-بتا بیان موقت ژن خارجی

 (.Ritchie et al. 1993های میان این عوامل قرار داشت )برهمکنش

به  GFP انتقال و بیان موفق ژن خارجیراندمان های ذرت بر این پژوهش، تاثیر مرحله رشدی گیاه ه هایبر مبنای یافته

برای  یروش تزریق مستقیم آگروباکتریومطوری که راندمان برهمکنش متقابل سویه آگروباکتریوم و ژنوتیپ ذرت بستگی دارد. به

ی نداشت. دارمعنیجهت انتقال آگروباکتریومی ناقل استفاده شد اختلاف  GV3101گیاهان سه و هفت روزه ذرت زمانی که از سویه 

این نتایج را (. p≤0.05روزه بالاتر بود ) هفتروزه در مقایسه با گیاهان سه راندمان انتقال ناقل به گیاهان  EHA105اما در سویه 

کلی، با توجه به اینکه بروز  طورباکتریوم نسبت داد. بههای مختلف آگروهای ذرت به آلودگی با سویهتوان به پاسخ متفاوت ژنوتیپمی

در ذرت شیرین رسد ذرت شیرین بیشتر مشاهده شد، لذا به نظر می ها در گیاهان سه روزههای مورفولوژیکی و کندرشدیدشکلیب

های ه گیاهان دارای ویژگیاز یک سو و دستیابی بجهت دستیابی به حداکنر راندمان  GV3101و سویه  گیاهان هفت روزهاستفاده از 

 ارجش باشد. ، از سوی دیگر، رشدی برتر

، توانایی این ناقل در بیان سیستمیک و پایای پروتئین خارجی در گیاه SCMVهای ناقل مبتنی بر ترین مزیتیکی از مهم

یاهان ذرت تلقیش شده با در گ GFP(. نتایج حاصل از پژوهش حاضر نیز، در زمینه ردیابی بیان Mei et al. 2019aذرت است )

pSCMV-CS3-GFP ی هترولوگ با استفاده از تعداد انگشت شماری هاپروتئیننماید. اگرچه بیان سیستمیک این امر را تائید می

 طوربهبه میزان قابل توجهی بالاتر است.  SCMVاز ناقلین ویروسی در غلات گزارش شده است اما پایایی و دوام این بیان در ناقل 

در  GFPتنها تا  هور برگ هفتم قادر به بیان سیستمیک  (FoMV)ل، ناقل نو هور مبتنی بر ویروس موزائیک ارزنی سبز منا

 (.Bouton et al. 2018های بالاتر ردیابی نشده است )در برگ GFPگیاهان ذرت بوده و پس از آن، بیان 

، ذرت شیرین SCMVتوان ترکیب ناقل ویروسی بیانی ایج به دست آمده در این پژوهش میبا توجه به نت: گیرینتیجه

 عنوانبهی هفت روزه ذرت، هاگیاه هرا در تلفیق با روش تزریق مستقیم آگروباکتریومی به  GV3101و باکتری  بانتامگلدنرقم 

های عملکردهای های مختلفی از جمله بررسیپروژه یک سیستم مدل کارآمد برای بیان سریع و کارآمد و سیستمیک پروتئین در

های مختلف زیستی و غیرزیستی های موثر در مدیریت تنشژنی نوترکیب دلخواه، غربالگری سریع هاپروتئینناشناخته ژنی، تولید 

در گیاه مدل و محصول استراتژیک ذرت معرفی نمود. هم نین بررسی  ویژهبهاز منابع متعدد و متنوع موجود در خانواده مهم غلات و 

سورگوم و هم نین ای اه صنعتی نیشکر و گیاه مهم علوفهن ناقل و روش در سایر گیاهان میزبان از جمله گیاه مدل ارزنی، گیکارایی ای

 هزینه و زماندر جویی کمک شایانی به صرفه تواندمیسازی این سیستم بیان موقت سریع و کارآمد در این گیاهان استقرار و بهینه

 بهبود صفات این محصولات حائز اهمیت زراعی نماید. های ژنتیکی مرتبط با پروژه
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به تامپسون -و هم نین همکاران موسسه تحقیقات گیاهی بویس زابلدانشگاه  یاز معاونت محترم پژوهش :سپاسگزاری

استیون پروفسور دانند از نویسندگان بر خود فرض می .شودیم یپژوهش حاضر سپاسگزار یدر اجرا یمعنومالی و  یتخاطر حما

جهت  (Department of Plant Pathology and Microbiology, Iowa State University)ویتام از دانشگاه آیوا 

 یساختار یاز داوران محترم به خاطر ارائه نظرهاقدردانی نمایند.  SCMV-CS3-EVو  SCMV-CS2-GFPهای تامین ناقل

 .شودیم یسپاسگزار یو علم
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