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) در برگ و Agroinfiltrationواسطه آگروباكتريوم (موقت ژن بهسازي بيان بهينه

  ).Hordeum vulgare Lجوانه گياه جو (
 

   3و تهمينه لهراسبي 2، متين عادل*1كسري اصفهاني
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  چكيده

كيب هاي نوترعنوان يك سامانه توليد پروتئيناست و بهترين گياهان زراعي در دنيا ) يكي از مهم.Hordeum vulgare Lجو (

ي ها مشكل است، در برخباززايي و تراريختي آننيز در بيوتكنولوژي كشاورزي اهميت يافته است. در گياهاني مانند غلات كه 

يوم توسط آگروباكتر ژن بيان موقتشود. عنوان جايگزيني براي روش پايدار در نظر گرفته ميموارد بيان موقت يا گذراي ژن به

)Agroinfiltration(، نواحي ترجمه ژن ها و بررسي عملكرد عناصر موثر بر بيان روشي ارزان و سريع براي بررسي عملكرد ژن)

ت با گذش فقطبررسي نحوه كاركرد سازه ژني  ،فاده از اين روشت. با اساست) رونويسي و پروموترها عواملها، اينترون ،نشونده

 ثرا روش در گياه جو، اين سازيبهينه منظورپذير است. بهگير باززايي گياه امكانچند روز و بدون پشت سر گذاردن مراحل وقت

 وباكتريوم،آگر سويه تلقيح، از پس بررسي زمان استوسيرينگون، غلظت برگ، محل گياه، سن مانند نوع بافت، مختلف تيمارهاي

   گزارشگر ژن موقت بيان بر ژنوتيپنيز  و آنتعداد  و خلا پمپ فعاليت زمان نوع روش، مدت القا، محيط) ODغلظت (

ß-glucuronidase بر ژنوتيپ و آگروباكتريوم سويه القا، محيط اثر علاوه بر آن،. شد بررسي تحقيق اين در جوگياه  برگ در 

هاي تمامي نمونه در ß-glucuronidase. بيان موقت ژن نيز مورد مطالعه قرار گرفت جوگياه  جوانه در گزارشگر ژن موقت بيان

 غلظت القا با محيط سازه دراين واجد آگروباكتريوم  GV3301 جو كه با سويه گياه EC-82-6 ژنوتيپ و بهمن رقم جوانه

ك روشي ، يتحقيق اين نتايج اساس انسولين تلقيح شده بودند، مشاهده شد. بر سوزن وسيلههب ميكرومولار 200 استوسيرينگون

 . شودمي معرفي آگروباكتريوم از استفاده با جو گياه در موقت بيان كارا و ارزان قيمت براي
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  مقدمه

خانواده از  گياهي ).Hordeum vulgare L(جو 

ر رتبه دوم سطح زي ،بعد از گندمو  استساله يكگندميان و 

از شوري  بهنياز آبي كم و مقاومت  دارد. راكشت در ايران 

نواحي سردسير و خشك  درجو  .اين گياه است هايويژگي

كشت جو امروزه  گرچها ،رودشمار ميمنبع غذايي مهمي به

هاي تخميري از اين وردهآخوراك دام و تهيه فرعمدتاّ براي 

. جو از )Mrízová et al., 2014(گيرد صورت ميگياه 

هزاران سال قبل در توليد فرآيندهاي تخميري كه بخش 

ه باشد، استفادفناوري ميمهمي از صنايع مبتني بر زيست

هاي توليد مواد شده است ولي با اهميت يافتن سامانه

 هايآشكار شدن ويژگي ارزشمند و دارويي بر پايه گياه و

و ژنتيكي گياه جو، اين گياه از جنبه ديگري نيز  فيزيولوژيك

 هاي فعال در حوزهجو توسط شركتاهميت يافت و گياه 

 ORF) مثل Molecular farmingكشاورزي مولكولي (

Genetics (Reykjavik, Iceland)  وMaltagen 

Forschung GmbH (Andernach, Germany)  براي

هاي ارزشمند  دارويي و صنعتي مثل ليزوزيم توليد پروتئين

 Growth)، فاكتورهاي رشد (Human lysozymeانساني (

factorsها () و سيتوكينCytokines استفاده شده است (

)Mrízová et al., 2014, Goedeke et al., 2007( جو .

مناسب براي توليد  عنوان يك سامانهبه در حال حاضر

 ست وا بالا پذيرفته شده مقياسهاي نوتركيب در پروتئين

اي دارويي هپروتئينگياه توانايي توليد اين  ،از لحاظ تكنيكي

اي ههاي سرم انساني، تنظيم كنندهپيچيده مثل پروتئين

ها و ها، سيتوكينها، هورمونبادي، واكسنرشد، انواع آنتي

 . )Mrízová et al., 2014( هاي مختلف را داردآنزيم

   ارزشمندهاي مولكولبراي  تقاضا هاي اخير،در سال

ال حگياهان در در توليد شده هاي نوتركيب پروتئين ويژهبه

اين مواد در  هاي بالاي توليدهزينهچون  ،افزايش است

اين  و شودميا هباعث قيمت بالاي آن هاي معمول،سامانه

 اين داروهاي عمومي به عدم دسترس در يعامل مهم موضوع

ن به در تبديل شديي پتانسيل بالاكه گياهان در حالي است،

توليد مواد ارزشمند زيستي را دارند و هزينه هاي كارخانه

ت. در تر اسكمها بسيار ها به نسبت ساير سامانهتوليد در آن

هاي زا در سامانهاحتمال انتقال عوامل بيماري ،عين حال

ري هاي جانوهاي مبتني بر سلولگياهي در مقايسه با سامانه

تغييرات پس از ترجمه در گياهان باعث جود ندارد و نيز و

 اهگيري و در پي آن ساختار و عملكرد درست پروتئينشكل

باشد ميهاي ميكروبي در مقايسه با توليد در سامانه

)Fischer and Schillberg, 2004.(  

هاي مختلفي براي انتقال ژن به گياهان كنون روش تا

ن اما استفاده از اي ،اندتوسعه يافتهخوبي اند و بهشدهمعرفي 

 نبوده آميزيتارقام جو چندان موفق تربيشها در روش

)Goedeke et al., 2007, Hinchliffe and Harwood, 

از ظرفيت اين گياه براي توليد  دليلهمين و به )2019

بمباران  .خوبي استفاده نشده استمحصولات ارزشمند به

 هاي زيستي مبتنيروش و اي، انتقال ژن به پروتوپلاستذره

هايي هستند پركاربردترين روش ،هاها و باكتريبر ويروس

ه استفادهاي گياهي كه جهت انتقال سازه بياني به سلول

). با استفاده از تمامي اين Zamani, 2018شوند (مي

 Transient( توان بيان پايدار يا بيان موقت ها ميروش

expression سازه مورد نظر را در سلول مورد مطالعه قرار (

  داد. 

ا هبيان پايدار در گياهاني كه انتقال ژن و باززايي آن

اما در  ،شود، روشي كارآمد و مفيد استسهولت انجام ميبه

ا هگياهاني  مانند غلات و درختان كه باززايي و تراريختي آن

 عنوان جايگزيني برايت يا گذرا بهمشكل است، بيان ژن موق

 Gao and Nielsenشود (روش پايدار در نظر گرفته مي

بيان گذرا روش مناسبي براي بررسي  ،). در عين حال2013

بيان و خاموشي، شناسايي مسيرهاي ها با بيشعملكرد ژن

بيوسنتزي و بررسي عملكرد عناصر موثر بر بيان ژن (نواحي 

ها، فاكتورهاي رونويسي و نترجمه نشونده، اينترو

از اين روش براي بررسي اثر  ،مثال ايراست. بپروموترها) 

) Rosenthal et al., 2018در توتون ( UTR′3هاي توالي

و بررسي اثر پروموترهاي مختلف و اينترون داخل ژن همراه 

ازي سبا تيمارهاي مختلف فيزيكي و شيميايي براي بهينه

بياني در گياه استفاده شده است  دستورالعمليك 

)Norkunas et al., 2018 همچنين با توجه به توليد .(

اينكه  بايابي ژنومي، هاي حاصل از تواليانبوهي از داده

اما  ،دبيني خوبي دارنابزارهاي بيوانفورماتيكي توانايي پيش

ه انتقال د كننهايتاً بايد براي تاييد نهايي در گياه بررسي شو

طولاني و  بسيارها گونه پژوهشپايدار براي انجام اينژن 

 ,Zamani( استانتقال ژن موقت راه حل جايگزين مناسبي 

2018 .(  

هاي با استفاده از بيان موقت ژن خارجي در سلول

گياهي، انجام مراحل آزمايش در سطح بافت بدون باززايي 

گياه تراريخت ممكن است و بررسي نحوه كاركرد سازه ژني 

تنها با گذشت چند روز و بدون پشت سر گذاردن مراحل 
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ان پذيرد. فراواني تراريختي بيگير باززايي گياه انجام ميوقت

د ايدار دارنهايي كه بيان پموقت در مقايسه با تعداد سلول

 هايبسياري از آزمايش ،. با اين روشاستنيز بسيار بالا 

 و استسرعت قابل اجرا ها در ميزبان گياهي بهسازهبررسي 

فراواني در اين زمينه استفاده شده است اين روش به

)Sheludko, 2008; Bond et al., 2016( .  

هاي بايست يكي از روشبراي بيان موقت، ابتدا مي

ي اينكه روش بامعمول انتقال ژن را برگزيد. روش بمباران ژن 

) مثل جو Recalcitrantمناسب براي گياهان سرسخت (

هاي هاي تراريخت حاصل، آسيبسلول ، اما تعداد كماست

 شودمكانيكي و هزينه بالا، مانع استفاده عمومي از آن مي

)Canto, 2016اين روش در  ، ابزار انتقال ژن با). همچنين

. انتقال ژن با استفاده از ستها مهيا نيتمامي آزمايشگاه

توسعه نيافته و همه جا در  هاي گياهي نيز كاملاًويروس

دازه سازه انتقالي محدوديت ان ،. در اين روشستدسترس ني

هاي روشو در برخي موارد لازم است از  نيز وجود دارد

 ,.Baltes et alكمكي مثل آگروباكتريوم نيز استفاده شود (

2014; Mortimer et al., 2015 .(  

هاي ترين روشدر اين بين يكي از پركاربردترين و ارزان

استفاده از آگروباكتريوم  ،هاي گياهيانتقال ژن به سلول

. بيان موقت ژن با استفاده از آگروباكتريوم است

)Agroinfiltration(،  به سهولت و با استفاده از يك سويه

مناسب اين باكتري و يكي از ناقلين دوتايي متعدد معرفي 

 Norkunas et( پذير استشده، در هر آزمايشگاهي امكان

al., 2018.( دو تا چهار  بيان ميزان ترينبيش موقت، بيان در

كه در انتقال ژن در حالي ،شودمشاهده مي تلقيح از پس روز

شود. مشاهده مي تلقيح از پس روز 14تا  10پايدار، بيان 

 به توارث قابليت، دائم بيانبيان موقت بر خلاف  ،همچنين

  ). Canto, 2016ندارد ( راي بعد هاينسل

ا ت ژن ببيان موقسازي منظور بهينهبر اين اساس و به

، ) در گياه جوAgroinfiltrationاستفاده از آگروباكتريوم (

اثر تيمارهاي مختلف در دو بافت مختلف  تحقيقدر اين 

اثر  در برگ جو،(برگ و جوانه) مورد بررسي قرار گرفت. 

تيمارهاي سن گياه، محل برگ، غلظت استوسيرينگون 

)Acetosyringone تلقيح، سويه )، زمان بررسي پس از

فعاليت  زمانباكتري، مدت  )OD( غلظت آگروباكتريوم،

اثر تيمارهاي و در جوانه جو، پمپ خلا و دفعات آن و ژنوتيپ 

محيط القا، سويه آگروباكتريوم و ژنوتيپ بر بيان موقت ژن 

  گزارشگر بررسي شد.

  

  هامواد و روش

  ساخت ناقل بياني 

، از ناقل داراي ژن گزارشگر واجد اينترون در اين مطالعه

واجد  glucuronidase-ß ژناستفاده شد. بدين منظور 

با  pCAMBIA3301پلاسميد  از cat1اينترون اول ژن 

هاي برشي هاي شناسايي آنزيمآغازگرهاي واجد جايگاه

SmaI  وSacI  از ناقلpCAMBIA3301 (Cambia) 

)FGUS-int/ RGUS-int و با استفاده از آنزيم (  

Pfu DNA Polymerase  شركتThermo Fisher 

Scientific 6 تكثير و در ناقل-GuspBI121 سازي همسانه

، اساس ناي . بر) et al.Mohammadhassan, 2018( شد

  ابتدا و انتهاي ژن  هايدو آغازگر بر اساس توالي

glucuronidase-ß هاي و واجد جايگاه شناسايي آنزيم

پس ( Oligo7افزار ، با استفاده از نرمSacIو  SmaIبرشي 

احتمال اتصال غيراختصاصي و تشكيل  ،Tm ،∆Gاز بررسي 

) درون مولكولي و بين آغازگرها-پيوند بين جفت بازها

 TAG Copenhagenبه شركت براي ساخت طراحي و 

   صورت زير بود:. توالي اين آغازگرها بهارسال شد
FGUS-int: 
CCCCGGGATGGTAGATCTGAGGGTAAAT 
RGUS-int: 
CGAGCTCTCAGCTAGCTTGTTTGCCTC 
پس از تكثير قطعه واجد ژن از روي ناقل 

pCAMBIA3301 محصول ،PCR هاي و ناقل با آنزيم

SmaI  وSacI  روي ژل آگارز  آنزيمي محصول هضم وهضم

جداسازي و قطعه و بدنه ناقل با استفاده از كيت استخراج 

)High Pure PCR Product Purification Kit, 

Roche ( شد. واكنش اتصال با  سازيخالصاز روي ژل

 T4-DNA ligase  )Thermo Fisherاستفاده از آنزيم 

Scientificبا روش شوك حرارتي الحاق ) انجام و محصول 

منتقل شد  DH5αسويه  E. coliبه درون ميزبان 

)Sambrook and Russell, 2001هاي حاصل با ). كلوني

با آغازگرهاي ذكر شده  Colony PCRاستفاده از روش 

  LBهاي مثبت، مجدداً در محيط مايع بررسي و نمونه
 High Pure( و پس از استخراج پلاسميدشد كشت 

Plasmid Isolation Kit, Rocheتكميلي  )، بررسي

ها با هضم آنزيمي و تعيين توالي سازي آنصحت همسانه

شده با خالص هايپلاسميد .) انجام شد(شركت فزاپژوه

 وهضم  EcoRlو  Hindlll نيزو  SacI و XbaIهاي آنزيم

  شد. بررسي %1 واكنش هضم آنزيمي روي ژل آگارزنتيجه 
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  جو  هايكاشت بذر

موسسه و رقم بهمن از  EC-82-6ژنوتيپ  هايربذ

ز پس ا هاتهيه شد. بذر تحقيقات اصلاح و تهيه نهال و بذر

 تندگرف قرار خيس صافي كاغذ روي پليت درون شدناستريل

در عمق  دارجوانه بذرهايو در دماي اتاق نگهداري شدند. 

متري خاك قرار داده شدند. گياهان در نيم تا يك سانتي

ساعت 16درجه سلسيوس و دوره نوري  28شرايط دماي 

  ساعت تاريكي به رشد خود ادامه دادند. 8 و روشنايي

Agroinfiltration جو برگ  

استفاده از پمپ خلا، سوسپانسيون  بادر مرحله اول، 

گ سلولي برسويه مورد نظر آگروباكتريوم وارد فضاي ميان

درجه سلسيوس قرار  25دماي  درها در تاريكي و برگ شد

سويه  صورتبه ژن، داده شدند. شرايط تيمار پايه بيان

GV3301  14، برگ دوم، گياه آگروباكتريوم تومفاشينس 

، OD=0.6ميكرومولار،  200روزه، غلظت استوسيرينگون 

دقيقه و سنجش بيان سه  10استفاده از پمپ خلا دو بار 

ش، سازي روروز پس از تلقيح در نظر گرفته شد. جهت بهينه

   ند:شد رسيتيمارهايي با تغيير يكي از شرايط تيمار پايه بر

   .روزه 28و  21، 14، 7برگ گياهان سن گياه:  تيمار -1

   .هاي اول، دوم و سومبرگتيمار محل برگ:  -2

، 100هاي صفر، غلظتتيمار غلظت استوسيرينگون:  -3

  . ميكرومولار 300و  200

   .دو، سه و چهار روزتيمار تعداد روز پس از تلقيح:  -4

   . LBA4404 و GV3301 آگروباكتريوم: سويه تيمار -5

 MS )Murashige and محيط تيمار محيط القا: -6

Skoog, 1962) و محيط القاي آگروباكتريوم (Lee and 

Yang, 2006(  جدول)1(.   

هاي حلولآگروباكتريوم: م )OD( غلظت تيمارهاي -7

، 4/0متفاوت شامل  600ODالقا واجد آگروباكتريوم با مقادير 

  .  1و  8/0، 6/0، 5/0

نسولين ا سوزن وسيلههتزريق ب تيمار نوع تلقيح برگ: -8

  استفاده از پمپ خلا.  و

 ار زمان در دسيكاتور با فشار خلاتيمدر تيمار پمپ خلا،  -

دقيقه و تيمار تعداد دفعات قرار  15و  10 ،باردو تا سه ميلي

   .شددر شرايط خلا، يك، دو و سه بار بررسي  گرفتن

د با عملكر عنوان رقمتيمار ژنوتيپ جو: رقم بهمن به -9

  . با پروتئين بالا ژنوتيپعنوان به EC-82-6بالا و لاين 

Agroinfiltration جوانه جو  

هاي جو نيز در شرايط مختلف مورد بيان موقت در جوانه

بررسي قرار گرفت. در بررسي تيمارها، شرايط پايه 

=1.0600OD استفاده از محيط القا، سويه ،GV3301 ،

وسيله سوزن انسولين و هجو، تلقيح ب EC-82-6ژنوتيپ 

ميكرومولار در نظر گرفته شد  200غلظت استوسيرينگون 

هاي مجزا، تغييرات سازي روش در آزمايشو براي بهينه

 صورت زير بررسي شد: بهيكي از شرايط اين تيمار پايه 

و محيط القاي  MS : محيطتيمار محيط القا -1

  . )1(جدول  )Lee and Yang, 2006(آگروباكتريوم 

 .  LBA4404 و GV3301 آگروباكتريوم: سويه تيمار -2

  . و رقم بهمن EC-82-6تيمار ژنوتيپ جو: ژنوتيپ  -3

 GUSهيستوشيميايي سنجش 

ه يروش هيستوشيميايي ارابا  GUSسنجش فعاليت 

با برخي تغييرات ) Jefferson, 1987جفرسن (شده توسط 

ساعت  24، تيمارشده. بدين منظور، بخشي از برگ شدانجام 

ها نمونهسپس  و نگهداري )2آميزي (جدول رنگدر محلول 

زدايي درجه كلروفيل 70بار با اتانول  ده ،ساعت 72طي 

 ،و رنگ آبي GUSدند. سپس براي بررسي فعاليت ش

   .شدندبرداري ها مشاهده و عكسنمونه

 
  )Lee and Yang, 2006) (pH=5.6)( محيط القاي آگروباكتريوم -1جدول 

Table 1. Induction Medium of Agrobacterium (pH=5.6) (Lee and Yang, 2006) 
Concentration Component  

10.5 g/L K2HPO4 
4.5 g/L KH2PO4 
1 g/L (NH4)2SO4 

0.5 g/L NaCitrate 
1 g/L Glucose 
4 g/L Glycerol 
1 mM MgSO4 
10 mM 2-(N-Morpholino) Ethane Sulfonic acid (MES) 
1.9 g/L Sucrose 
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  )GUS )Jefferson, 1987آميزي محلول رنگ - 2 جدول
Table 2. Gus staining solution (Jefferson, 1987)  

Volume Stock concentration Component 

400 µl (100mM) 250 mM Sodium phosphate buffer, pH=7 
20 µl (10mM) 0.5 M EDTA, pH=8 
5 µl (0.01%) 20 % Triton 

0.7 µl (10mM) - 2-Mercaptoethanol 
10 µl 5 mM Ferrocyanide 
10 µl 5 mM Ferricyanide 

50 µl (1mM) 20 mg/ml X-gluc 
504.3 µl - H2O 

  

  نتايج و بحث

  ساخت سازه و انتقال به آگروباكتريوم

 در ناقل تغييريافتهژن گزارشگر واجد اينترون 
6-GuspBI121 شد. پس از تاييد صحت سازي همسانه

) و نهايتاً 1، هضم آنزيمي (شكل PCRساخت ناقل با آزمون 

به  int-GuspBI121يابي، اين سازه پلاسميدي با نام توالي

آگروباكتريوم  GV3301و  LBA4404هاي سويه

رشد  هايي منتقل شد. كلونيبا روش شيمياي تومفاشينس

 Colony PCRبيوتيك با روش ر محيط واجد آنتيكرده د

  ).2بررسي شدند (شكل 

گياهان  بررسي عدم فعاليت گلوكورونيدازي در برگ

 ورزي نشده دست

دن وجود و يا عدم وجود فعاليت براي مشخص كر

هاي گلوكورونيدازي در برگ ارقام جو مورد مطالعه، برگ

آميزي شد و مورد بررسي ورزي نشده جو رنگگياه دست

  ). 3قرار گرفتند (شكل 

عدم وجود و  دهندهها نشانعدم بروز رنگ آبي در برگ

يا اندك بودن فعاليت گلوكورونيدازي در برگ گياهان جو 

 .استورزي نشده (شاهد) دست

بررسي تاثير تيمارهاي مختلف در كارآيي 

Agroinfiltration  هاي جوبرگ  

شده  بينيسي اوليه تراريختي موقت در شرايط پيشبرر

واجد  GV3301 آگروباكتريومتيمار اوليه (سويه 
int-GuspBI121 روزه، غلظت  14، برگ دوم، گياه

، قراردهي در OD=0.6ميكرومولار،  200استوسيرينگون 

روز پس از  سهدقيقه و سنجش بيان  10بار  دوپمپ خلا 

 هاي اينفيلتريتتلقيح) صورت گرفت. در مرحله اول، برگ

ي آميزشده با گذشت سه روز از زمان تلقيح، در محلول رنگ

ري بور شدند و پس از گذشت زمان كافي، فرآيند رنگغوطه

   ).4ها انجام شد (شكل آن

  

 

و جدا شدن قطعه واجد ژن  ISacو  ISmaهاي با آنزيم int-GuspBI121هضم ناقل  )int-GuspBI121  .1 بررسي هضم آنزيمي ناقل -1شكل 

gus هضم ناقل  )2 ناقل،جفت باز از  2000ازه تقريبي واجد اينترون به اندint-GuspBI121 هاي با آنزيمRIEco  وdIIIHin  و جدا شدن

  . )Thermo Fisher Scientific( GeneRuler DNA Ladder Mixنشانگر وزن مولكولي  )M ،از ناقل bp3000قطعه به اندازه تقريبي 

Figure 1. Digestion pattern analysis of pBI121Gus-int vector. 1) Digestion of pBI121Gus-int vector with SmaI and 
SacI and about 2000 bp fragment of gus gene with intron was isolated, 2) Digestion of pBI121Gus-int vector with 

HindIII  and EcoRI and about 3000 bp fragment of gus gene with intron was isolated, M) GeneRuler DNA 
Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific).  

 

   1        M        2 

2000 bp 3000 bp 
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(انتظار  با آغازگرهاي ابتدا و انتهاي ژن گزارشگر int-GuspBI121هاي آگروباكتريوم واجد پلاسميد كلوني Colony PCRنتايج   – 2شكل 

 Thermo( DNA GeneRuler 1 kbنشانگر وزن مولكولي  )M. جفت باز در صورت وجود ناقلين) 2000حدود با اندازه اي مشاهده قطعه

Fisher Scientific(، 1-C(  آگروباكتريوم وحشي سويهGV3301 ، C+(  پلاسميدint-GuspBI121 ، 1-4( آگروباكتريوم  هايكلوني

 هسوي آگروباكتريوم تومفاشينس هايكلوني )LBA4404 ، 5-7آگروباكتريوم وحشي سويه  )C-2 ،واجد سازه GV3301ه ويس تومفاشينس

LBA4404 واجد سازه . 
Figure 2. Colony PCR of Agrobacterium colonies harboring pBI121Gus-int with reporter gene primers.  

M) GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific), C-1) Wild Agrobacterium strain GV3301,  
C+) pBI121Gus-int plasmid, 1-4) Agrobacterium strain GV3301 colonies harboring construct, C-2) Wild A. strain 

LBA4404, 5-7) A. tumefaciens strain LBA4404 colonies harboring construct.  
  

  

  
  .  EC-82-6 ژنوتيپ )2 ،رقم بهمن )1. ورزي نشدههاي جو دستدر برگگلوكورونيدازي سنجش فعاليت   - 3شكل 

Figure 3. β-Glucuronidase activity assay in non-transgenic barley leaves. 1) Bahman cultivar, 2) EC-82-6 
genotype.  

 
 

  
  .  EC-82-6 ژنوتيپ )2 ،) رقم بهمن1. پايهفعاليت گلوكورونيدازي تيمار  ررسيب -4شكل 

Figure 4. β-Glucuronidase activity assay of basic treatment. 1) Bahman cultivar, 2) EC-82-6 genotype.  

M    C-1   C+     1     2      3      4     C-2    5     6     7 

1 2 

1 2 

2000 bp 
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در بافت   GUSبري كامل و عدم تشخيص فعاليتبا رنگ

شرايط تيمار پايه، تيمارهاي  تحتبرگي در هر دو رقم جو و 

سازي بيان موقت ژن متعددي براي حصول نتيجه و بهينه

 ه شده است. ها اراينگزارشگر انجام شد كه نتايج برخي از آ

يكي از عوامل مهم موثر در بيان موقت، محل قرار گرفتن 

ي هابرگ ،طور معمولباشد. بهمورد بررسي در گياه مي برگ

ه ب نيستند وخيلي جوان و قديمي براي بيان موقت مناسب 

هاي مياني كارايي بالاتري در بيان دارند. همين دليل برگ

يز ها نبرگ دوم، ديگر برگ با عدم تشخيص بيان موقت در

بري از رنگ در شرايط تخميني مورد سنجش قرار گرفتند.

هاي تيمار شده، نشان از عدم فعاليت گلوكورونيدازي برگ

ها و عدم تاثير محل برگ بر بيان قابل تشخيص در اين برگ

   ).5موقت ژن گزارشگر داشت (شكل 

هاي آگروباكتريوم واجد ناقل بعد اثر سويهدر مرحله 
int-GuspBI121 هاي مورد استفاده در بيان موقت و محيط

هاي . سويهن گزارشگر مورد بررسي قرار گرفتژ

 MSمحيط  دو در  LBA4404 و GV3301آگروباكتريوم 

عنوان تيمار در نظر گرفته شدند. ) به1و محيط القا (جدول 

ها در بري برگهيچ نوع فعاليت گلوكورونيدازي پس از رنگ

 )هاي متفاوتهاي تلقيح و سويهمحيط(تيمارهاي مختلف 

 ).6مشاهده نشد (شكل 

 

  
) برگ اول 3، ) برگ سوم رقم بهمن2 ،) برگ اول رقم بهمن1 .اول و سوم گياه جو هايبرگ ي فعاليت گلوكورونيدازيبررس -5شكل 

  .  EC-82-6 ژنوتيپ) برگ سوم EC-82-6 ، 4 ژنوتيپ

Figure 5. β-Glucuronidase activity assay of first and third leaves of barley. 1) First leaf of Bahman cultivar,  
2) Third leaf of Bahman cultivar, 3) First leaf of EC-82-6 genotype, 4) Third leaf of EC-82-6 genotype.  

  

  
  ،  MS محيط در LBA4404 سويه )1 .هاي مختلف آگروباكتريومهاي تلقيح و سويهمحيط فعاليت گلوكورونيدازي بررسي - 6 شكل

 . القا محيط در GV3301 سويه )MS  ،4 محيط در GV3301سويه  )3، محيط القا در LBA4404 سويه )2
Figure 6. β-Glucuronidase activity assay of different Agrobacterium strains and induction media. 1) LBA4404 
strain in MS medium, 2) LBA4404 strain in induction  medium, 3) GV3301 strain in MS medium, 4) GV3301 

strain in induction medium.  
  

1 2 

3 4 

1 2 

3 4 
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هاي مختلف هر دو سويه اثر غلظت ،در مرحله بعد

 قا مورد ارزيابي قرار گرفت. نتايجآگروباكتريوم در محيط ال

هاي جو با دهنده عدم بيان ژن گزارشگر در برگنشان

در رقم   LBA4404 و GV3301سويه هر دو استفاده از 

ها هاي مختلف سويهدر غلظت EC-82-6بهمن و ژنوتيپ 

ساير تيمارهاي مورد بررسي ). 7(شكل  بوددر محيط القا 

روي برگ اين دو رقم جو، نتايج مشابهي در سنجش فعاليت 

نظر هب بنابراين، .بيان موقت نشان دادند گلوكورونيدازي در

استفاده از برگ در اين روش، كارآيي لازم را  كه رسدمي

وي رفعاليت گلوكورونيدازي بررسي  به اين دليلو  ندارد

   صورت گرفت.گياه جو هاي ديگر بافت

 Agroinfiltrationتيمارهاي مختلف در  اثربررسي 

 هاي جوجوانه

ا و هگيري شدند. ابتدا ريشهدر ابتداي كشت آب هابذر

. زماني كه طول اندام ي شروع به رشد كرداندام هوايسپس 

ح ها براي تلقيمتر رسيد، از آنهوايي به سه تا پنج سانتي

). روز سوم و يا چهارم 8آگروباكتريوم استفاده شد (شكل 

 ونيدازيگلوكوربررسي فعاليت براي  براي تلقيح انتخاب شد.

هاي سه تا چهار روزه بخش هوايي جوانه بافت ها،در جوانه

با استفاده از محيط القا و  EC-82-6رقم بهمن و ژنوتيپ 

فاقد ناقل  GV3301توسط آگروباكتريوم سويه  MSمحيط 

 فعاليت گلوكورونيدازي و پس از گذشت سه روز تلقيح شد

عدم  ،هاوانهها مورد سنجش قرار گرفت. بررسي جدر آن

   ).9وجود فعاليت در هر دو محيط القا را نشان داد (شكل 

  

  
   هاي آگروباكتريوم در محيط القاهاي مختلف سويهدر غلظت بررسي فعاليت گلوكورونيدازي - 7شكل 

Figure 7. β-Glucuronidase activity assay of different Agrobacterium strains concentrations in induction medium. 
1) GV3301 strain in OD=0.4, 2) GV3301 strain in OD=0.8, 3) GV3301 strain in OD=1, 4) LBA4404 strain in 

OD=0.4, 5) LBA4404 strain in OD=0.8, 6) LBA4404 strain in OD=1.  
 
 

 
  هاي جو آماده تلقيح توسط آگروباكتريومجوانه -8شكل 

Figure 8. Barley buds ready to treat with Agrobacterium 
 

1 2 
, 

3 

4 5 6 
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  ، محيط القادر ) رقم بهمن MS  ،2محيط  در ) رقم بهمن1 .هاي جو غيرتراريختهدر جوانهگلوكورونيدازي سنجش فعاليت  - 9شكل 

 . محيط القادر  EC-82-6 ) ژنوتيپMS  ،4محيط در  EC-82-6 ژنوتيپ) 3
Figure 9. β-Glucuronidase activity assay in non-transgenic barley buds. 1) Bahman cultivar in MS medium,  

2) Bahman cultivar in induction medium, 3) EC-82-6 genotype in MS medium, 4) EC-82-6 genotype in 
induction medium.  

 

با مشخص شدن عدم وجود فعاليت گلوكورونيدازي در 

نشده هر دو ژنوتيپ جو، تيمارهايي ورزي هاي دستجوانه

. دش بررسيها جوانه دردن شرايط بيان موقت كربراي بهينه

، بر سويه MSابتدا اثر استفاده از محيط القا و محيط 

GV3301  واجد ناقلint-GuspBI121  بررسي شد و پس از

فعاليت گلوكورونيدازي مورد سنجش قرار ، گذشت سه روز

كي از عدم وجود فعاليت در محيط ها حاگرفت. بررسي جوانه

MS  1-10 هاي(شكل بودو فعاليت مشخص در محيط القا 

 GV3301هاي ). سپس براي ارزيابي كارايي سويه4-10 و

واجد پلاسميد  آگروباكتريوم تومفاشينس  LBA4404 و

بياني ژن گزارشگر در بيان موقت در رقم بهمن و ژنوتيپ 

EC-82-6دو در هر آگروباكتريوم  هاي، هر يك از سويه

ژنوتيپ جو سنجش شد. ارزيابي كيفي كارايي بيان موقت با 

دهنده قابليت سويه هاي آگروباكتريوم نشانسويه

GV3301  در بيان موقت ژن 1در محيط القا (جدول (

نشان نيز ) و مقايسه ميان ارقام جو 10گزارشگر بود (شكل 

بوده است.  يپاسخ بهترداراي  EC-82-6ژنوتيپ  داد كه

  

  
 LBA4404) سويه MS  ،2 محيط در GV3301 ) سويه1 .در جوانه جو در تيمارهاي مختلفگلوكورونيدازي سنجش فعاليت  - 10شكل 

  ، EC-82-6و ژنوتيپ  GV3301) سويه 5، القا محيط در GV3301 سويه) 4و رقم بهمن،  LBA4404) سويه EC-82-6  ،3و ژنوتيپ 

  .  و رقم بهمن GV3301) سويه 6
Figure 10. β-Glucuronidase activity assay in barley buds under different treatments. 1) GV3301 strain in MS 
medium, 2) EC-82-6 genotype with LBA4404 strain, 3) Bahman cultivar with LBA4404 strain, 4) GV3301 

strain in induction  medium, 5) EC-82-6 genotype with GV3301 strain, 6) Bahman cultivar with GV3301 strain.  

1 2 

3 4 

1 2 

6 

3 
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  كلي  گيرينتيجه

حاصل از اين تحقيق در نتايج بر اساس  طور كلي،به

تيمارهاي مختلف بر بيان موقت ژن بررسي اثر مورد 

و محيط   GV3301استفاده از سويه ،گزارشگر در گياه جو

 رد) براي بيان موقت ژن توسط آگروباكتريوم 1(جدول  القا

  در رقم بهمن و ژنوتيپ جو گياه بخش هوايي جوانه 

EC-82-6 هاي ژني ارزيابي سازه اگرچهشود. پيشنهاد مي

اي طور معمول با بمباران ذرهبراي بيان موقت در گياه جو به

د ايجا تحقيق نشان داد كهنتايج اين  امااست،  شدهانجام 

هاي جو با قيمت بيان موقت در جوانهيك سيستم ارزان

 گرچه ژنوتيپا است،پذير استفاده از آگروباكتريوم امكان

  تاثيرگذار است. در اين امرنيز گياه جو 
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Abstract 
Barley is one of the most important crops in the world and is also important in agricultural 

biotechnology as a recombinant protein production platform. In plants such as cereals, whose 
regeneration and transformation are difficult, in some cases transient gene expression is considered as a 
substitute for the stable method. Agrobacterium-based transient expression (agroinfiltration) is an 
inexpensive and quick way to study the function of genes and to evaluate the elements that affect gene 
expression (untranslated regions, introns, transcription factors and promoters). By using this method, it 
is possible to evaluate the function of gene constructs without time-consuming process of plant 
regeneration only within a few days. In order to optimize this method in barley, the effect of different 
treatments such as tissue type, plant age, leaves position, acetosyringone concentration, type of induction 
medium, time of assay after induction, Agrobacterium strain, OD of induction medium, type of 
procedure, duration and frequency of vacuum pump operation and barley genotype on transient 
expression of the ß-glucuronidase reporter gene in leaves were evaluated in this research. Also, the 
effect of type of induction medium, Agrobacterium strain and barley genotype on transient expression 
of the reporter gene in buds were evaluated. Transient gene expression of ß-glucuronidase were 
observed in all bud samples of Bahman cultivar and EC-82-6 genotype of barley which were inoculated 
with GV3301 strain harboring the reporter gene construct suspended in the induction medium with 
acetosyringone concentration of 200 uM by using insulin syringe. According to the results of this study, 
an effective and low-cost Agrobacterium-based transient expression system in barley is introduced. 
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