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 چکیده

کنش آنها در مسیر بیوسنتز فلاونوئیدها در  برهم و F3´Hو  F3´5´Hهای مطالعه عملکرد ژنبه منظور 

ی تراریخت حاوی ها لاین، ihpRNAی مناسب ایجاد کننده ها سازهگور، از طریق طراحی و ساخت ان

ایجاد شدند. به این  F3´H و F3´5´Hکننده هر دو ژن سازه خاموش و F3´Hکننده ژن  سازه خاموش

درج و با  pHANNIBALتکرارهای معکوس در ناقل  صورت بهمنظور، قطعاتی از دو ژن انتخاب و 

شده و  p27 mod GFP 4aی تهیه شده وارد ناقل ها سازهی از سیستم ناقل دوگانه، هر یک از گیر رهبه

ی حاصل از کشت پرچم، توسط کشت توام با زا جنینی ها کالوسمنتقل شدند.  اگروباکتریبه 

، پنج روز پس از تلقیح با زا جنینی ها کالوسدر  GFPاگروباکتری تراریخت شدند. بیان ژن 

 وF3′H ی دارای سازه خاموشی ژن زا جنینی ها کالوسمشاهده شد. در نهایت از کشت  میکروسکوپ

لاین باززایی شدند که بر اساس  34و  42ترتیب تعداد  به F3′5′Hو  F3′H سازه خاموشی همزمان

لاین برای سازه خاموشی  27و  F3′Hلاین برای سازه خاموشی ژن  33، پلیمراز ای زنجیرهواکنش 

مثبت ارزیابی شدند که این نتیجه نشان از کارایی بالای روش باززایی و ، F3′5′Hو  F3′H همزمان

 تراریختی مورد استفاد بود.

 

 .F3′H ،F3′5′H، سازی خاموش، سازه ژنی، Vitis vinifera های کلیدی:واژه
 

 مقدمه 

های ساختاری در مسیر بیوسنتز فنیل پروپانوئیدها که ژن

هیدورکسیلازها  -1´ ،9´فلاونوئیدو  -9´کدکننده فلاونوئید

( هستند، الگوی P450های سیتوکروم  )آنزیم

کنند و  فلاونوئیدها را تعیین می Bهیدورکسیلاسیون حلقه 

های مبتنی بر سیانیدین و  به ترتیب در بیوسنتز آنتوسیانین

های مختلف )از جمله کوئرستین،  دلفینیدین، فلاونول

و پرودلفینیدین  میریستین( و همچنین پروسیانیدین

 (. Jeong et al., 2006اند ) ال(ها دخیل-9-)فلاوان

و  HF3´ یها ژن mRNAمطالعه توالی، میزان ابراز 

´H5´F3 های  همچنین ترکیب فلاونوئیدها در اندام و

و تعیین  ها ژنور درک نقش این به منظ مختلف انگور،

 ;Castellarin et al., 2006)ارتباط بین آنها انجام شده است 

Jeong et al., 2006در  (. بررسی بیوسنتز فلاونوئیدها

 الاتری ازهای گل، ساقه، پیچک و بذر که سطح ب اندام

mRNA ژنF3´H  نسبت بهF3´5´H  داشتند، مقادیر

ال ها را نشان داد. -9-فلاوان ها و یا مناسبی از فلاونول

نسبت  F3´5´Hژن  mRNAیی که سطح بالاتری از ها اندام

های مبتنی  داشتند، دارای میزان بالای آنتوسیانین F3´Hبه 

ین حال با ا بر دلفینیدین و همچنین پرودلفینیدین بودند.

های فلاونوئیدها تغییراتی منطبق با میزان  تمام گروه

mRNA یها ژن F3´H  وF3´5´H  نشان ندادند. بر این

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168945205002876
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168945205002876
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ی دیگری ممکن است در ها نیزماساس پیشنهاد شد که مکا

ی فلاونوئیدی دخیل باشد ها گروهبیوسنتز هر یک از 

(Jeong et al., 2006  .) 

ونوئیدها و تا به امروز نحوه تنظیم بیوسنتز فلا

بین  یها شاخهدر سر H5´F3´و  HF3´ی ها ژنعملکرد 

مشخص نشده  کاملاً ها تاننو  ها نینها، آنتوسیا فلاونول

 به همین دلیل انجام مطالعاتی که بتواند عملکرد،است. 

هر یک از  اختصاصی بودن یا ترجیح سوبسترایی برای

را بطور مستقل و در ارتباط  H5´F3´و   HF3´ی ها ژن

استفاده از . دباش میبا یکدیگر بررسی کند، ضروری 

تواند  می ها ژنسازی  ی مولکولی از جمله خاموشها روش

داشته باشد.  ها ژنی در شناسایی عملکرد مؤثرنقش 

RNAi (RNA ابزاری  مداخله )جهت  مؤثرگر

در  1(PTGS) ها ژنپس از رونویسی  سازی خاموش

 & Wangموجودات مختلف از جمله گیاهان است )

Waterhouse, 2000; Waterhouse et al., 1998 .) 

ی تراریخت که ها لاینطبق یک مکانیزم داخلی در 

خود مکمل ای  رشتهیا تک ای  رشتهدو  RNAتولید 

از طریق برش ای  رشتهدو  RNA، کند می 9)سنجاق سری(

به قطعات کوچک دو  9با اندونوکلئازهایی بنام دایسر

si RNAsلئوتیدی )نوک 99تا  91ای  رشته
( تبدیل 6

و دو رشته آن قبل از ورود به  si RNAهای  پیچد. شو می

 RNAکمپلکس چند پروتئینه القاءکننده خاموشی 

(RISC)1  با صرفATP  ،باز شده و در این کمپلکسsi 

RNA ای شده، سپس به  رشته تکRNA د مکمل خو

 عنوان راهنما برای برش )مربوط به ژن هدف( چسبیده و به

اندوژن توسط اندونوکلئاز  mRNAاندونوکلئازی رشته 

 & Scherer) گیرد مورد استفاده قرار می RISC موجود در

Rossi, 2003 .) 

RNAi بط در ی متعدد مرتها نیزمشامل مکا

ژن است که اساس مشترکی دارند. روش  سازی خاموش

از جمله  hpRNA 4 کننده بیانایجاد گیاهان تراریخت 

(. Wang & Waterhouse, 2000ست )ها نیزمکاربرد این مکا

نیازمند دو کپی از توالی هدف هستند  hpRNAهای  سازه

                                                                                  
1. Post-Transcriptional Gene Silencing 

2. Self-complementary (hairpin) 

3. Dicer  

4. Small interfering RNA 

5. RNA-induced silencing complex 

6. hairpin 

دو  RNAاند تا  قرار گرفته 2دو تکرار معکوس صورت بهکه 

 hpRNAتشکیل دهند. زمانی که اینترون به سازه ی ا رشته

یابد.  افزایش می سازی خاموشاضافه شود کارایی 

خود مکمل دارای  RNAتشکیل  وسیله بهسازی  خاموش

( در تعداد زیادی از گیاهان نسبت به ihpRNA) 8اینترون

تر است که منجر مؤثری مرسوم روشی بسیار ها روشسایر 

د شو میدرصد  111تا نزدیک به درجات مختلف خاموشی 

(Wesley et al., 2001; Helliwell & Waterhouse, 

د به این علت باشد توان می ihpRNA(. کارایی بالاتر 2003

را روبروی هم  hpRNAکه فرایند ویرایش اینترون، بازوهای 

ای را نسبت به حالتی  دو رشته RNAقرار داده و تشکیل 

تصادفی  صورت بهد را باید مکمل خو hpRNAکه بازوهای 

 (. Wesley et al., 2001کند ) پیدا کنند، تسهیل می

آن را  ihpRNA وسیله بهژن  سازی خاموشهای  ویژگی

و  کند میبرای کاربرد در ژنومیکس کارکردی جذاب 

در فرایند رشد و نمو  ها ژناطلاعات مفیدی در مورد نقش 

نتیکی از نظر ژ ihpRNAگیاه در اختیار می گذارد. سازه 

غالب است و بنابراین فنوتیپ ها بدون نیاز به ایجاد 

 (T1( یا اول )T0)ی خالص، در نسل تراریخت صفر ها لاین

قابل غربالگری و مطالعه هستند. از آنجا که اساس این 

بر پایه توالی ساختاری است، استفاده از  سازی خاموش

ی هدف خاص و البته امکان ها ژنی منحصر بفرد ها توالی

ی حفاظت شده برای هدف قرار دادن ها توالیستفاده از ا

 Helliwell) کند میی ژنی مختلف را امکان پذیر ها خانواده

& Waterhouse, 2003 یی که ها سازه(. همچنین با کاربرد

موجب  توان می، دهند میدو ژن متفاوت را هدف قرار 

خاموشی هر دو ژن شده و عملکرد کلی آن دو را مطالعه 

  (.Helliwell et al., 2002نمود )

 F3´Hو  F3´5´Hی ها ژنمطالعه عملکرد به منظور 
برهم کنش آنها در مسیر بیوسنتز فلاونوئیدها در انگور،  و

در این تحقیق تلاش شده تا از طریق طراحی و ساخت 

ی ها لاین، ihpRNAی مناسب ایجادکننده ها سازه

ه ساز و F3´Hکننده ژن تراریخت حاوی سازه خاموش

)به منظور  F3´H و F3´5´Hکننده هر دو ژن  خاموش

 خاموشی همزمان آنها( ایجاد شود.

 
                                                                                  
7. Inverted repeats 

8. intron-spliced hairpin RNA 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rossi%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14647331
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 ها مواد و روش
  ی ژنیها سازهطراحی 

 انتخاب قطعه مناسب در دو ژن

 NCBIاز  F3′Hو  F3′5′Hی ها ژندر گام نخست، توالی 

 ,GenBank: AB213605)به شماره دسترسی 

AB213606 ها  اینترون( استخراج شدند. سپس حذف

صورت  ها ژنجهت در اختیار داشتن نواحی کد شونده 

، ناحیه کدکننده دو ها ژنگرفت. به دلیل شباهت بالای این 

 Vector NTI Advanced 11 ،Geneافزارهای  ژن توسط نرم

doc  وClustalW هایی با کمترین شباهت  مقایسه و بخش

 نوکلئوتید انتخاب شدند. سپس هر 111با طول حدودا 

 1کدام از این قطعات با پایگاه اطلاعاتی مربوط به ژنوم انگور

مقایسه و از بین آنها قطعاتی که با هیچ کدام از دیگر 

نوکلئوتید نداشتند، انتخاب  91بالای  9ی انگور تطابقها ژن

های  ی برشی آنزیمها سایت شدند. در ادامه، عدم وجود

 Vector NTI مورد استفاده در این آزمایش، توسط نرم افزار

ی ها ژنبررسی شد. در نهایت قطعاتی با بهترین شرایط از 

F3′5′H  وF3′H  انتخاب شدند. توالی منتخب ژنF3′H 

)بخشی از اگزون سوم ژن(  9111تا  1362شامل بازهای 

 F3′5′Hتوالی گزینش شده از ژن  جفت باز و 113به طول 

ه )بخشی از اگزون اول ژن( ب 113تا  948شامل بازهای 

(. در ادامه، ساخت سازه 1جفت باز بود )شکل 119طول 

هم  صورت بهژنی با استفاده از تکرار معکوس این قطعات 

 درون ناقل انجام شد. 6و مخالف جهت 9جهت
 

 
 F3′Hشده در ژن  ب( قطعه انتخاب ؛F3′5′Hشده در ژن  . الف( قطعۀ انتخاب1  شکل

 دهند. محدودة قطعات را نشان میهای مشکی  فلش

 
 

1. Grape genome NCBI blast 

 

 

 

2. Identity  
3. Sense 
4. Antisense 

 

 الف

 ب
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 طراحی آغازگر حاوی سایت برشی مناسب 

آغازگرهای طراحی شده جهت تکثیر قطعات و همچنین 

نوکلئوتید از  91اتصال آنها به ناقل، به ترتیب شامل حدود 

تخاب شده، سایت برشی آنزیم )جهت انتها یا ابتدای قطعه ان

( کند میو محل قرار گرفتن قطعه در ناقل را مشخص 

( و یک یا دو باز بر حسب نوع آنزیم برشی برای 9)شکل 

یی ها توالیحداکثر کارایی آنزیم بود. همچنین عدم ایجاد 

ی برشی از ها آنزیمکه موجب متیلاسیون سایت تشخیص 

 رفته شد.ند در نظر گشو می CGو  Damنوع 

 

 
 و موقعیت  pHANNIBALناقل . 9شکل 

 های برشی روی آنسایت

 
 pHANNIBALکننده از ناقل  جهت تهیه سازه خاموش

سازه ژنی جهت  (.GenBank: AJ311872.1استفاده شد )

نیاز به دو جفت آغازگر داشت. به  F3′Hژن  سازی خاموش

هم جهت  صورت به F3′Hمنظور اتصال قطعه مربوط به ژن 

 XhoIی ها آنزیمی برشی ها سایت pHANNIBALدر ناقل 

)در آغازگر پسرو( مورد  EcoRIدر آغازگر پیشرو( و )

 (VvF3′HsiF1)استفاده قرار گرفتند. آغازگر پیشرو 

CAGCAGGTTCCTACCAGGAGCTCGAG(5′CC

G3′)  و آغازگر پسرو(VvF3′HsiR1) 

TTGAACGCATGAACAAGCGTGAATTC(5′CG

CG3′) ه شد. جهت اتصال قطعه مربوط به طراحی و استفاد

، pHANNIBALمخالف جهت در ناقل  صورت بهF3′H ژن 

)در آغازگر پیشرو( و  XbaIی ها آنزیمی برشی ها سایت

BamHI  .در آغازگر پسرو( مورد استفاده قرار گرفتند(

با توالی  (VvF3′HsiF2)آغازگر پیشرو 
CAGCAGGTTCCTACCAGGAGGTCTAGA5′GC

با توالی  (VvF3′HsiR2)و آغازگر پسرو  3′

TTGAACGCATGAACAAGCGTCGGATCC5′CG

G3′  ها آنزیمطراحی و استفاده شد )زیر توالی سایت برشی 

 خط کشیده شده است(. 

و  F3′Hهمزمان  سازی خاموشتهیه سازه ژنی جهت 

F3′5′H  نیاز به چهار جفت آغازگر دارد )دو جفت آغازگر

و جفت آغازگر و د F3′Hجهت تکثیر قطعات مربوط به ژن 

(. جهت افزودن قطعه F3′5′Hجهت تکثیر قطعات ژن 

هم جهت در سازه ژنی  صورت به F3′5′Hمربوط به ژن 

)که در مرحله قبل تهیه شده(  F3′Hکننده  خاموش

) در آغازگر پیشرو( و  EcoRIی ها آنزیمی برشی ها سایت

Asp718  در آغازگر پسرو( مورد استفاده قرار گرفتند. به(

 (VvF3′5′HsiF1)نظور آغازگر پیشرو این م

CACTCTTGGCCTATCATGCCCGAATTC(5′CG. 

 (VvF3′5′HsiR1)و آغازگر پسرو (3′

AAGCATGTGGCCTAGCTCAAGGTACC(5′GG

C3′)  طراحی و استفاده شدند. جهت اتصال قطعه مربوط به

مخالف جهت در سازه ژنی خاموش  صورت به F3′5′Hژن 

)در  BamHIی ها یمآنزی برشی ها سایت، F3′Hکننده 

)در آغازگر پسرو( مورد استفاده قرار  ClaIآغازگر پیشرو( و 

( با توالی VvF3′5′HsiF2گرفتند. آغازگر پیشرو )

'CACTCTTGGCCTATCATGCCC3GGATCC5′CG. 

 ( با توالیVvF3′5′HsiR2و آغازگر پسرو )
AAGCATGTGGCCTAGCTCAACATCGAT5′CC

 ها آنزیمسایت برشی  طراحی و استفاده شدند )زیر توالی 3′

خط کشیده شده است(. آغازگرها توسط شرکت 

GeneWorks
 سنتز شدند. 1 

 

  ی ژنیها سازهساخت 
 پلیمراز جهت تکثیر قطعات ای زنجیرهواکنش 

DNA های تازه رقم شیراز بر اساس روش  ژنومی از برگ

Thomas et al. (1993 استخراج شد. جهت تکثیر قطعات )

واکنش  F3′5′H و F3′Hی ها ژن هم جهت و مخالف جهت

ای پلیمراز انجام شد. هر مخلوط واکنش با حجم  زنجیره

ژنومی  DNAمیکرولیتر شامل یک میکرولیتر از  91نهایی 

 میکرولیتر بافر 1/9نانومول در میکرولیتر،  11با غلظت 
 91/1( فاقد منیزیم، x11) ای پلیمراز واکنش زنجیره

 21/1مولار،  یلیم 91با غلظت  dNTPsمیکرولیتر 

 1/1مولار،  میلی 11با غلظت  MgSO4میکرولیتر 

                                                                                  
1. www.geneworks.com.au 

http://www.geneworks.com.au/
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 1/1میکرومولار،  11میکرولیتر مخلوط آغازگر با غلظت 

 3/13و  Taq DNA Polymerase 1میکرولیتر آنزیم 

ای  میکرولیتر آب مقطر استریل نانوپیور بود. واکنش زنجیره

سیکل با شرایط دمایی یک  9پلیمراز در دستگاه ترموسایکلر

و  9سازی به منظور واسرشته C ͦ 31در دمای ای دقیقه 9

ثانیه  91سیکل شامل 91فعال شدن آنزیم و به دنبال آن 

 Cͦ11ثانیه در دمای  91ی(، ساز سرشته)وا C ͦ 36در دمای

)گسترش( و یک سیکل  C  ͦ29 ثانیه در دمای 41)اتصال(، 

انجام شد. محصول واکنش  C ͦ 29 ای در دقیقه 11

( TAEدرصد ) 1/1ای پلیمراز بر روی ژل آگارز  رهزنجی

توسط کیت  DNAبارگذاری و الکتروفورز شد. باندهای 

دستگاه  وسیله بهسازی و  خالص 6از ژل DNAاستخراج 

نانودراپ کمیت و کیفیت آن مورد ارزیابی قرار گرفت. در 

ی برشی مناسب در دو ها سایتبا  DNAقطعه  6نتیجه 

  (.9کلانتها به دست آمد )ش

 
 pDriveدر ناقل  DNA قطعات سازی کلون

 پلیمراز ای زنجیرهواکنش  برای هر یک از قطعات، محصول

 pDriveسازی  خالص شده از ژل آگاروز در ناقل کلون

(Gene Bank: DQ996013.1 با استفاده از کیت ،)

گردید.  4طبق دستورالعمل سازنده درج 1سازی کلون

 pDrive ،11انوگرم ناقل ن 11شامل 2مخلوط واکنش اتصال

، مخلوط مادر پلیمراز ای زنجیرهواکنش نانوگرم محصول 

( و مقدار متناسب آب نانوپیور استریل، با حجم x9) 8اتصال

ͦ  Cدقیقه در دمای  91میکرولیتر تهیه و به مدت 11نهایی

)دمای مناسب جهت فعالیت آنزیم لیگاز( قرار گرفت.  14

ت غیرفعال سازی آنزیم پس از انجام مرحله اتصال، جه

قرار گرفتند.  C ͦ 21دقیقه در دمای  11ها  لیگاز، تیوپ

انتقال ناقل حاوی قطعه مورد نظر به سلول های مستعد 

E. coliباکتری 
3

به روش الکتروپوریشن  XL1-blueسویه  

انجام گرفت. به این  Gene pulser 11با استفاده از دستگاه 

                                                                                  
1. Platinium Taq DNA polymerase 

(www.invitrogen.com) 
2. Icycler, Bio-Rad, USA 
3. Denaturation 

4. QIAGene Gel Extraction Kit 
5. QIAGEN PCR Cloning Kit (www.qiagen.com) 
6. Ligation 

7. Ligation Reaction 
8. Ligation Master Mix, 2X 
9. Escherichia coli 

10. Gene pulser apparatus (Bio-Rad, CA, USA) 

 61واکنش اتصال با میکرولیتر از مخلوط  1ترتیب که 

های باکتری مستعد که بر  میکرولیتر از سوسپانسیون سلول

 11روی یخ قرار داشتند مخلوط و به آرامی به کووت

الکتروپوریشن سرد انتقال یافت. دستگاه الکتروپوریشن با 

اهم تنظیم  911و  FDµ 191کیلوولت،  8/1مشخصات 

 211عت شده بود. پس از برقراری جریان الکتریکی، به سر

به کووت اضافه کرده و پس از چند  SOCمیکرولیتر محلول 

گذاری  های نام بار پیپت کردن، محتوای کووت به تیوپ

ی مقاومت به ها ژنشده منتقل شد. به منظور تحریک بیان 

های باکتری تراریخت به مدت یک  بیوتیک، سلول آنتی

نگهداری شدند. سپس کشت  C ͦ 92 ساعت در دمای

 LBهای  در دو تکرار )غلیظ و رقیق( بر روی پلیت باکتریایی

کشت و طی شب  X-galو  IPTGآگار حاوی آمپی سیلین، 

، بر ها کلونیقرار گرفتند. پس از ظهور  C ͦ 92 در دمای

به دلیل  ،19ی آبی از سفیدها کلونیاساس تشخیص 

های تراریخت، تک  در باکتری ′lacZغیرفعال شدن ژن 

مایع حاوی آمپی  LBو به محیط  ی سفید انتخابها کلونی

با  C ͦ 92سیلین منتقل شدند. سپس در شیکر انکوباتور 

دور در دقیقه بمدت یک شب قرار گرفتند.  911سرعت 

طبق  19ناقل با استفاده از کیت مینی پرپ DNAاستخراج 

دستورالعمل سازنده انجام شد و کمیت و کیفیت آن با 

گرفت. برای اطمینان از دستگاه نانودراپ مورد ارزیابی قرار 

آنزیم  وسیله بهپلاسمیدی  DNA، سازی کلوندرستی انجام 

EcoRI  1/1هضم شد و محصول هضم شده روی ژل آگارز 

انتخاب و  ها نمونه( بارگذاری شد. بهترین TAEدرصد )

تکرار  6جهت اطمینان کامل از صحت کار، برای هر قطعه 

 SP6 5′CATTTAGGTGACACTATAG3′ 16با آغازگر 

AGRFتوسط شرکت 
ناقل  6توالی یابی شد. در نهایت  11 

pDrive  قطعه  6هر یک حاوی یکی ازDNA  هدف، به

های مورد استفاده در این تحقیق از  آنزیمدست آمد. 

 Roche 12و  New England BioLabs, UK 14های  شرکت

 تهیه شدند.

 
 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                  
11. Cuvette 

12. Blue White Screening 
13. QIAprep Spin Miniprep Kit 
14. www.geneworks.com.au 

15. www.agrf.org.au 
16. www.neb.com 
17. www.roche-applied-science.com 
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 )ب( F3′5′H)الف( و  F3′Hهای  جهت و مخالف جهت مربوط به ژن عات هم. قط9 شکل 

 
 pHANNIBALدرج قطعات در ناقل 

( در F3′Hبه منظور درج قطعه اول )قطعه هم جهت 

 pDrive(، ابتدا ناقل 9)شکل  pHANNIBALناقل 

 pHANNIBALطور ناقل  عه هم جهت و همیندارای قط

رش داده شدند. ب EcoRIو  XhoIهای  آنزیم وسیله به

درصد  1/1برش داده شده بر روی ژل  DNAسپس 

سازی باند با  ( بارگذاری شد و خالصTAEآگاروز )

از ژل انجام گرفت. پس  DNAاستفاده ازکیت استخراج 

با استفاده از  DNAاز اندازه گیری کیفیت و کمیت 

نانودراپ و مقایسه باندهای حاصل با باندهای سایز مارکر 

Hyper ladder 1  درصد، واکنش  1/1روی ژل آگاروز

)ناقل  1( به F3′H)قطعه  9اتصال با نسبت غلظت 

pHANNIBAL و استفاده از آنزیم )T4 انجام شد.  لیگاز

درج  pHANNIBALدر نهایت قطعه هم جهت در ناقل 

گردید. همچنین دو مخلوط واکنش کنترل، یکی شامل 

هضم آنزیمی شده و متصل شده  pHANNIBALناقل 

و دیگری شامل  DNAبدون قطعه لیگاز  T4با آنزیم 

هضم آنزیمی شده جهت  pHANNIBALفقط ناقل 

اطمینان از درستی روند آزمایش اتصال، تهیه شدند. 

حاوی قطعه هم جهت و  pHANNIBALانتقال 

 سویه  E. coliهای مستعد  ها به باکتری کنترل

XL1-blue  توسط الکتروپوریشن انجام گرفت. بعد از

 DNAشده،  های کشت ی باکتریها کلونیرداشت تک ب

پلاسمیدی استخراج و کمیت و کیفیت آن با نانو دراپ 

اندازه گیری شد. صحت کار توسط برش آنزیمی با 

و چک کردن قطعات بر روی  EcoRIو  XhoIهای  آنزیم

 ژل آگاروز تایید شد.

( F3′Hسپس درج قطعه دوم )قطعه مخالف جهت  

حاوی قطعه اول انجام شد به  pHANNIBALدر ناقل 

                                                                                  
1. www.bioline.com 

دارای قطعه مخالف جهت و  pDriveاین صورت که ناقل 

حاوی قطعه اول  pHANNIBALناقل  طور همین

برش داده شدند.  BamHIو  XbaIی ها آنزیم وسیله به

 سایر مراحل تا درج قطعه مخالف جهت در ناقل

pHANNIBAL  حاوی قطعه اول بطور مشابه با مرحله

پلاسمیدی  DNAد. در پایان، برش آنزیمی قبل انجام ش

و چک کردن قطعات بر  BamHIو  XbaIی ها آنزیمبا 

روی ژل آگاروز و همچنین توالی یابی جهت اطمینان از 

کننده  درستی کار انجام شد. به این ترتیب سازه خاموش

ناقل  در F3′Hژن  سازی خاموشمناسب جهت 

pHANNIBAL (.6)شکل  تهیه شد 

 F3′5′Hی ها ژنزه ژنی خاموش کننده جهت ساخت سا

 F3′5′Hدرج قطعات هم جهت و مخالف جهت ، F3′Hو 

حاوی قطعات هم  pHANNIBALطی دو مرحله در ناقل 

، به نحوی که برای افزودن F3′Hجهت و مخالف جهت 

قطعات قبلی گفته شد، انجام گردید. جهت افزودن قطعه 

ی ها زیمآن، به ترتیب از F3′5′Hهم جهت و مخالف جهت 

EcoRI  وAsp718  ی ها آنزیموClaI وBamHI  .استفاده شد

هضم آنزیمی جهت بررسی صحت کار صورت گرفت. به این 

 در F3′Hو  F3′5′Hی ها ژنکننده  صورت سازه خاموش
 (.1نیز ایجاد شد )شکل  pHANNIBALناقل 
 
  pART27ی ژنی ایجاد شده در ناقل ها سازهدرج 

 F3′Hی ها ژنو  F3′Hه ژن ی خاموش کنندها سازهدرج 

pART27 (p27 mod GFP 4a )در ناقل  F3′5′Hو 

(Gleave, 1992،) طور مشابه انجام شد. پس از تهیه  به

هم جهت و  حاوی همه قطعات pHANNIBALناقل 

 pART27، ناقل سازی خاموشمخالف جهت لازم جهت 

مورد  9به عنوان ناقل مقصد جهت انتقال به اگروباکتری

 یها ناقلرار گرفت. به این منظور استفاده ق

                                                                                  
2. Agrobacterium tumefaciens 

 

F3′H XhoI 

 

EcoRI F3′H BamHI XbaI 

F3′5′H ClaI BamHI 

    

  

F3′5′H EcoRI Asp718 
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pHANNIBAL  وpART27  توسط آنزیمNotI  برش

درصد  2/1داده شدند و محصول هضم آنزیمی روی ژل 

( بارگذاری شد. از آنجایی که سایت برشی TAEآگاروز )

در دو سمت پروموتر و ترمینیتور سازه  NotIآنزیم 

 خاموش کننده وارد شده، قرار دارد حاصل برش ناقل

pHANNIBAL  توسط آنزیمNotI  .دو باند ایجاد کرد

جفت باز، قطعه حاوی  9846قطعه حاوی آمپی سیلین 

جفت باز  F3′H 9911قطعات هم جهت و مخالف جهت 

و  F3′Hو قطعه حاوی قطعات هم جهت و مخالف جهت 

F3′5′H 9464  جفت باز بودند. به این جهت باند بالایی

حذف  سازی شد. و خالصبه عنوان باند هدف از ژل جدا 

قبل از درج  pART27ناقل  1′گروه فسفات از انتهای 

1توسط آنتارکتیک فسفاتاز سازه ژنی،
انجام شد. به این  

میکرولیتر آنزیم  1منظور مخلوط واکنش شامل 

)حجم  DNAنانوگرم  611(،U 1آنتارکتیک فسفاتاز )

9میکرولیتر بافر آنتارکتیک فسفاتاز 1و  میکرولیتر( 61
 

(x11)  دقیقه در دمای 91تهیه و به مدت C ͦ 92 

را حذف کرده و  1′این آنزیم فسفر انتهایی  نگهداری شد.

از اتصال مجدد دو انتهای بریده شده ناقل جلوگیری 

 1سازی آنزیم، مخلوط واکنش  فعالجهت غیر. کند می

قرار داده شد. بعد از غیرفعال  C ͦ 41 دقیقه در دمای

تیک فسفاتاز، عمل اتصال سازه به کردن آنزیم آنتارک

دقیقه قرار  91ولیگاز  T4به وسیله آنزیم  pART27ناقل 

در واکنش اتصال،  انجام گرفت. C ͦ 14 دادن در دمای

( در مخلوط واکنش 1:1سازه ژنی و ناقل با نسبت برابر )

اتصال شرکت داشتند. به عنوان کنترل یک واکنش 

و متصل شده هضم آنزیمی شده  pART27شامل ناقل 

 بدون سازه ژنی در نظر گرفته شد.لیگاز  T4با آنزیم 

 pART27، ناقل لیگاز T4سازی آنزیم  پس از غیرفعال 

ی نوترکیب حاوی سازه  ها ناقلنوترکیب جهت جداسازی 

با روش  XL1-blueسویه  E.coliژنی، ابتدا به باکتری 

الکتروپوریشن منتقل و به مدت یک ساعت جهت بیان ژن 

قرار داده شد  C ͦ 92 ومت به اسپکتومایسین در دمایمقا

به عنوان  pART27)ژن اسپکتومایسین بر روی ناقل 

رود(.  های تراریخت به کار می نشانگر انتخابی جهت باکتری

بیوتیک اسپکتومایسین صورت  کشت در محیط حاوی آنتی

                                                                                  
1. Antarctic Phosphatase 

2. Antarctic Phosphatase Reaction Buffer  

نگهداری شد. پس از آن  C  ͦ92 گرفت و طی شب در دمای

یل شده برداشت شدند. هر کلونی در تیوپ ی تشکها کلونی

مایع و اسپکتومایسین کشت و در شیکر  LBحاوی محیط 

مدت یک ه دور در دقیقه ب 911با سرعت  C ͦ 92 انکوباتور

شب قرار گرفت. پس از آن استخراج پلاسمید انجام گرفت. 

استخراج شده با نانو دراپ کمیت و کیفیت پلاسمیدهای 

 س هضم مقداری از پلاسمید با گیری شدند. سپ اندازه

و الکتروفورز روی ژل انجام گرفت. پس از  NotIآنزیم 

 باند با اندازه صحیح، صحت کار توسط  9مشاهده 

 LH35SFیابی از دو جهت با آغازگر پیشرو  توالی

(5′GCAAGTGGATTGATGTGACA3′ و آغازگر )

OCS (5′GGCGGTAAGGATCTGAGCTA3′ )پسرو 

 تایید شد. 

 
 به اگروباکتری  pART27ناقل انتقال 

، یکی حاوی سازه pART27پس از تهیه دو ناقل 

و دیگری شامل سازه  F3′Hکننده ژن  خاموش

انتقال آنها به  ،F3′5′Hو  F3′Hکننده دوژن  خاموش

انجام شد. انتقال توسط  EHA105اگروباکتری سویه 

 E.coliطور مشابه با باکتری  روش الکتروپوریشن به

های حاوی اگروباکتری  سپس تیوپصورت گرفت. 

جهت بیان  C ͦ 98  ساعت در دمای 9تراریخت به مدت 

ژن مقاومت به اسپکتومایسین نگهداری شدند. پس از آن 

جامد حاوی  LBهای محیط  کشت روی پلیت

 9ها  و اسپکتومایسین انجام گرفت و پلیت 9ریفامپیسین

د. ها قرارگرفتن جهت رشد باکتری C ͦ 98روز در دمای 

برداشت و در محیط  ها کلونیپس از این زمان تک 

 و اسپکتومایسین در دمای مایع، ریفامپیسین LBحاوی 

C ͦ 98  .به مدت دو روز در شیکر انکوباتور قرار گرفتند

های کمی از  به دلیل اینکه اگروباکتری تعداد کپی

و همچنین گاهی توالی  کند میپلاسمید ایجاد 

 6را بازچینی TDNAبر روی نوکلئوتیدی قرار گرفته 

سویه  E.coliپلاسمیدها استخراج و به باکتری  کند می

XL1-blue  با روش الکتروپوریشن منتقل شدند. کشت

جامد حاوی اسپکتومایسین  LBهای محیط  روی پلیت

 ها به مدت یک شب در انکوباتور  انجام گرفت و پلیت

                                                                                  
3. Rifampicin 
4. Rearrange 
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Cͦ 92  ی برداشت ها کلونینگهداری شدند. سپس تک

و اسپکتومایسین منتقل  مایع LBه به محیط حاوی شد

در شیکر انکوباتور قرار  Cͦ 92 و طی شب در دمای

گرفتند. استخراج پلاسمید انجام و کمیت و کیفیت 

پلاسمیدهای استخراج شده با نانو دراپ اندازه گیری 

شد. سپس هضم آنزیمی پلاسمید استخراج شده و 

وباکتری استفاده پلاسمید اولیه که جهت تراریختی اگر

انجام شد و قطعات هضم شده از  NotIشده بود، با آنزیم 

طریق الکتروفورز روی ژل آگاروز مقایسه شدند. پس از 

اطمینان از صحت حضور قطعات و همچنین عدم 

ی اولیه تک کلونی ها پلیت، از DNAبازچینی توالی 

 LBدر پلیت جدید با محیط  1انتخاب کرده، واکشت

یفامپیسین و اسپکتومایسین انجام گرفت. جامد حاوی ر

ها جهت استفاده  ها پلیت پس از رشد مناسب باکتری

 زهسا لنتقابعدی در یخچال نگهداری شدند. ا

روش  به انگور 9یزا جنینهای  کالوس بهکننده  خاموش

 . شد منجاا 9ینفکشنواگرا

 
  زا جنینی ها کالوستشکیل 

 Torregrosaوش بر اساس ر زا جنینی ها کالوسباززایی 

 زا جنینی ها کالوسجهت تهیه انجام شد. ابتدا ( 1998)

 صورت بهای که هنوز  ها در مرحله از پرچم، گل

و  های باز نشده فشرده بودند، انتخاب هایی با غنچه خوشه

 Tween 20در آزمایشگاه با هیپوکلریت کلسیم و 

ضدعفونی و سپس سه مرتبه با آب نانوپیور استریل 

 دند.آبشویی ش

آنها از روی مادگی جدا و روی  6با میله ها پرچم

 PIVکشت شدند.  PIV 1 (Franks et al, 1998)محیط 

ی ها هورمونمحیط کامل غذایی حاوی مقادیر بالای 

BAPمیکرومولار و سایتوکنین ) 1/6( 2,4Dاکسین )
4 )

میکرومولار بود. نحوه قرار دادن پرچم روی محیط  3/8

در تماس با  2سمت دور از محورکشت به نحوی بود که 

در  ها پلیتمحیط کشت قرار گرفت. پس از کشت، 

                                                                                  
1. Subculture 

2. Embryogenic callus 
3. Agroinfection 

4. Filament 

5. PIV Medium 
6. 6-Benzylaminopurine, benzyl adenine or BAP 
7. Abaxial side 

درکشت پرچم،  نگهداری شدند. C ͦ 98 تاریکی و دمای

د، شو میایجاد  زا جنیندر واقع بخشی که از آن کالوس 

 (. Newton & Goussard, 1990میله پرچم است )

هفته  4تا  6، هر ها کالوسبه منظور نگهداری 

 ( انجام شد.Torregrosa, 1998) C1روی محیط  واکشت

ی ها هورموننیز محیط کامل غذایی حاوی  C1محیط 

 1( BAPمیکرومولار و سایتوکنین ) 1( 2,4Dاکسین )

به محیط  ها کالوسمیکرومولار بود. در ادامه، انتقال 

GS1CA (Franks et al., 1998)  ی ها هورمونحاوی

 1( BAPمیکرومولار و سایتوکنین ) 11( NOAاکسین )

 CSIROمیکرومولار، در زمان مناسب انجام گرفت )

unpublished شروع به تغییر و  ها کالوس(. در این محیط

جهت  ها کالوس. یک هفته بعد کنند مینمو 

سازی آماده بودند. آگار مورد استفاده برای تهیه  تراریخت

ی ها کالوسداری و نگه ها پرچممحیط تشکیل کالوس از 

-Sigmaاز کمپانی  Phytagelپیش جنینی، آگار 

Aldrich 8  بود که نقش مهمی در موفقیت این فرایند

  .(Iocco et al., 2001) دارد

 
 توسط اگروباکتری زا جنینی ها کالوستراریختی 

 زا جنینی ها کالوسبه  pART27انتقال ناقل 

نها با آ 3کشت توامجنینی( از طریق  ی پیشها کالوس)

( با 2002) .Torregrosa et alبر اساس روشاگروباکتری 

ی ها پلیتاز هر یک از انجام شد.  برخی تغییرات

کننده،  ی خاموشها سازهی اگروباکتری حاوی ها کلونی

 MG/Lلیتر محیط  میلی 9یک تک کلونی برداشته وارد 

(Garfinkel & Nester, 1980( حاوی اسپکتومایسین )9 

به مدت یک  C ͦ 98 د و در شیکر انکوباتورمیکرولیتر( ش

 1شبانه روز نگهداری شد. بعد از گذشت یک شبانه روز، 

لیتر  میلی 91های حاوی  ارلنمیکرولیتر از هر کشت در 

MG/L  میکرولیتر اسپکتومایسین ریخته و  91به اضافه

 قرار گرفت.  C  ͦ98  یک شبانه روز در شیکر انکوباتور

گیری  ی با اسپکتروفتومتر اندازهروز بعد غلظت باکتر

)رشد  رسید 1تا  8/1ها به  کشت OD600که  شد. زمانی

در  1111دقیقه، با دور 8مناسب باکتری(، به مدت 

دور  11دقیقه در دمای اتاق سانتریفوژ شدند و روشناور

                                                                                  
8. Sigma Chemical Co. USA 

9. Co-culture 

10. Supernatant 
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 modLCMمیلی لیتر محلول  91ریخته شد. در ادامه 

پلت  ( اضافه و پس از حل شدن کامل1)محیط القا

 ساعت در شیکر انکوباتور  9باکتری، مجددا به مدت 

C ͦ 98  ،ی کشت ها کالوسنگهداری شدند. پس از آن

را با احتیاط از روی محیط  GS1CAشده بر روی محیط 

میلی لیتر از  6تا  9برداشته، در یک پلیت خالی ریخته، 

دقیقه  11محلول باکتری روی آنها ریخته شد و به مدت 

 ها کالوسق رها شدند. سپس محلول اطراف در دمای اتا

های کوچک با فواصل یک  دسته صورت بهحذف و 

ی نامگذاری ها پلیتدر  GS1CAمتر، روی محیط  سانتی

 CSIROشده قرار گرفتند )با برخی تغییرات بر اساس 

unpublished و در دمای )C ͦ 99  ساعت  68به مدت

بی آنکه نگهداری شدند )دمایی که اگروباکتری در آن 

 رشد چندانی داشته باشد توانایی آلوده سازی دارد(. 

 LCMبا محلول  زا جنینی ها کالوسدر ادامه،  

شستشو  9لیتر تایمنتین میکروگرم در میلی 1111حاوی 

داده شدند. محلول اضافی توسط کاغذ صافی گرفته شد 

 11حاوی  GS1CA.Tروی محیط  زا جنینی ها کالوسو 

میکرومولار سایتوکنین  1( و NOA)میکرومولار اکسین 

(BAP و )لیتر تایمنتین کشت  میکروگرم در میلی 1111

9روز بعد از تلقیح 11تا  3شدند و به مدت 
  در دمای 

C ͦ 98  در تاریکی قرار گرفتند. چند روز بعد از کشت در

مجددا بررسی شدند زیرا در صورت  ها کالوساین محیط، 

مرحله شستشو تکرار مشاهده رشد اگروباکتری باید 

روز پس از تلقیح، از نظر  1، زا جنینی ها کالوسگردد. 

)قهوه ای نشدن( و عدم رشد اگروباکتری،  ها کالوسرنگ 

با میکروسکوپ معمولی و جهت تشخیص رنگ سبز 

 6با میکروسکوپ فلورسنت GFPناشی از بیان ژن نشانگر 

یی که در مجاورت اگرو باکتری ها کالوسبررسی شدند. 

 قرار نگرفته بودند به عنوان کنترل در نظر گرفته شدند.

 

 باززایی و تولید گیاه کامل 

ی ها پلیتبه  ها کالوسروز از تلقیح،  11پس از گذشت 

(، NOAمیکرومولار اکسین ) 11 حاوی GS1CAمحیط 

 (، غلظت مناسبBAPمیکرومولار سایتوکنین ) 1

                                                                                  
1. Induction medium 
2. Timentin 

3. Inoculation 

4. Leica DM/RXA ultra-violet microscope 

گرم میکرو 1111( و CSIRO unpublishedکانامایسین )

لیتر تایمنتین منتقل شده و مجددا در تاریکی و  در میلی

در محیط  ها کالوسنگهداری شدند )پرآوری  C ͦ98 دمای

هفته پس از تلقیح،  6کشت انتخابی حاوی کانامایسین(. 

حاوی  NN.T.Kی حاوی محیط ها پلیتبه  ها کالوس

منتقل شدند. در این محیط نیز  کانامایسین و تایمنتین

نگهداری شدند.  C ͦ 98 در تاریکی و دمای ها کالوس

ی حاوی ها پلیتسپس هر چهار هفته واکشت بر روی 

جوانه  ها نینادامه یافت تا زمانی که ج NN.T.Kمحیط 

های بعدی به تدریج غلظت کانامایسین  بزنند )در واکشت

که هیچ هورمونی به این محیط  کاهش یافت(. از آنجایی

(NN.T.Kاضافه نشده، به ج )دهد تا جوانه  نین اجازه می

شروع به  ها نینج هفته پس از تلقیح، 19بزند. از 

GFPزده که بیان ژن  ی جوانهها نینزدن کردند. ج جوانه
 

محور زیر لپه در حدود  را نشان دادند انتخاب و از محل 1

به محیط  4ها نمونهها قطع و این ریز متر پایین لپه میلی 1

MS/2 (Murashige & Skoog, 1962 حاوی )1تا  9 

BAPمیکرومولار هورمون 
منتقل شدند )این محیط  

بیوتیک بوده و حاوی سایتوکنین  اولین محیط بدون آنتی

BAP از این کند میدهی را تحریک  است که شاخه .)

 زده تحت روشنایی و دمای ی جوانهها نینزمان به بعد ج

C ͦ 98  که  ی(. زمان8: 14قرار گرفتند )نور کم و فتوپریود

ظاهر شدند، انتهای محور زیر لپه هرس و  ها شاخهاولین 

بدون هورمون انجام  MS/2انتقال به محیط کشت 

ها بریده  گرفت. پس از رشد ساقه در این محیط، ساقه

 1/1زایی که حاوی اکسین ) شده و در محیط ریشه

زایی و  ( بود کشت شدند. پس از ریشهNAAمولار  میلی

های کوچک از بالای ساقه  ، برگ2باززایی گیاهان کامل

پلیمراز مورد  ای زنجیرهبرداشت و جهت آزمایش واکنش 

، به pART27ناقل  DNAاستفاده قرار گرفتند. همچنین 

عنوان الگو جهت کنترل درستی کار در نظر گرفته شد. 

 LH35SFآغازگرهای پیشرو 

(5′GCAAGTGGATTGATGTGACA3′ و پسرو )

OCS (5′GGCGGTAAGGATCTGAGCTA3′ برای )

ی ژنی در ژنوم ها سازهبررسی وجود یا عدم وجود 

ی باززایی شده مورد استفاده قرار گرفتند. ها لاین

                                                                                  
5. GFP positive 

6. Cotyledonary explant 
7. Plantlet  
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 1پلیمراز بر روی ژل آگارز  ای زنجیرهمحصول واکنش 

  ( بارگذاری و الکتروفورز شد. TBEدرصد )

 

 و بحث نتایج

 ihpRNAگیری از روش  در این تحقیق، به منظور بهره

ی ها سازه، F3′5′Hو  F3′H یها ژن سازی موشخاجهت 

طراحی، تهیه و از  pHANNIBALژنی مناسب در ناقل 

ه اگروباکتری منتقل شدند. سپس ب pART27طریق ناقل 

ی انگور، تراریخت زا جنینی ها کالوسروش اگرواینفکشن  به

 ی تراریخت با موفقیت باززایی شدند.ها لاین شده و نهایتاً

از انتخاب قطعات مناسب از  به این منظور، پس

و طراحی آغازگرهای  F3′5′H و F3′Hی ها ژن

قطعات منتخب تکثیر شده از  سازی کلوناختصاصی، 

در  pDriveپلیمراز، توسط ناقل  ای زنجیرهطریق واکنش 

با موفقیت انجام شد.  XL1-blueسویه  E. coliباکتری 

 DNAدرستی هر یک از مراحل انجام شده، توسط هضم 

و توالی یابی تایید شد.  EcoRIآنزیم  وسیله بهسمیدی پلا

، صحت درج pHANNIBALناقل  پس از ورود قطعات به

قطعات مورد نظر در این ناقل، توسط برش آنزیمی تایید 

 F3′H یها ژنو  F3′Hکننده ژن  ی خاموشها سازهشد و 
 6های  طورکه طراحی شده بودند )شکل همان F3′5′H و

نزیمی )شکل بر اساس نتایج هضم آ (، ایجاد شدند.1 و

ی ژنی تهیه ها سازه( 8و  2های  ( و توالی یابی )شکل4

 درج شدند. pART27شده به درستی در ناقل 

 

 
 F3′Hکنندة ژن  . سازة خاموش6  شکل

 

 
 F3′5′H و F3′Hهای  کنندة ژن . سازة خاموش1  شکل

 

 
  F3′Hکننده سازه ژنی خاموش حاوی الف( NotIنوترکیب با آنزیم  pART27هضم آنزیمی ناقل . 4شکل 

 F3′5′Hو  F3′Hکننده سازه ژنی خاموشب( 

XhoI XbaI NotI EcoRI BamHI NotI 

Pdk Intron CaMV 35S  F3′H OCS F3′H 

Pdk Intron F3′5′H F3′5′H 

XbaI NotI BamHI 

OCS F3′H 

Asp718 ClaI XhoI EcoRI 

CaMV 35S  F3′H 

NotI 
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 F3′Hسازی ژن  شده برای خاموش یابی سازة ژنی تهیه (، توالیF3′H si fr) F3′Hکنندة ژن  سازة خاموش سازی ردیف . الف( هم2  شکل

 pHANNIBAL(، اینترون ناقل FW Seq. si) LH35SFط آغازگر پیشرو توس

 

 
 F3′Hسازی ژن  شده برای خاموش یابی سازة ژنی تهیه (، توالیF3′H si rc) F3′Hکنندة ژن  سازة خاموش سازی ردیف . ب( هم2  شکل

 pHANNIBAL(، اینترون ناقل Rev Seq. rc) OCSتوسط آغازگر پسرو 
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یابی سازة ژنی توسط آغازگر  (، توالیF3′H si fr ،si F3′5′H) F3′5′Hو  F3′Hهای کنندة ژن سازة خاموش سازی یفرد . الف( هم8 شکل

 pHANNIBAL(، اینترون ناقل FW Seq. Dou) LH35SFپیشرو 

 

 
ة ژنی توسط آغازگر یابی ساز (، توالیF3′H si fr ،si F3′5′H) F3′5′Hو  F3′H های کنندة ژن سازی سازة خاموش ردیف . ب( هم8 شکل

 pHANNIBAL(، اینترون ناقل Rev Seq. Do) OCSپسرو 
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ی ها سازهپس از اطمینان از آرایش درست و کامل 

نوترکیب، این ناقل به اگروباکتری  pART27ژنی در ناقل 

 LBو  RBقرار گرفته در بین  DNAمنتقل شد. قطعه 

-Tعنوان  هب، توسط اگروباکتری 1در سیستم ناقل دوگانه

DNA  ی ها ژندر نظر گرفته شده و در نتیجه فعالیت

د شو می، به درون ژنوم میزبان فرستاده Virناحیه 

(Hooykaas & Schilperoort, 1992 ،در این تحقیق .)

با اگروباکتری حاوی ناقل  زا جنینی ها کالوسکشت توام 

pART27  نوترکیب به خوبی انجام شد. در بررسی

 وسیله به، پنج روز پس از تلقیح زا نجنیی ها کالوس

میکروسکوپ فلورسنت، رنگ سبز ناشی از بیان ژن 

(. این امر ثابت کرد 3مشاهده شد )شکل  GFPنشانگر 

ی انگور ها نینی ژنی با موفقیت وارد ژنوم جها سازهکه 

ی کنترل، ها کالوسرفت  طورکه انتظار می اند و همان شده

ندادند. از کشت را نشان  GFPرنگ سبز ناشی از 

 وF3′H ی دارای سازه خاموشی ژن زا جنینی ها کالوس
ترتیب تعداد  به F3′5′Hو  F3′H سازه خاموشی همزمان

واکنش لاین باززایی شدند که بر اساس  96و  69

 لاین برای سازه خاموشی ژن 94، پلیمراز ای زنجیره
F3′H (84  و ها لایندرصد از )لاین  92ی باززایی شده

 F3′5′H (23و  F3′H زه خاموشی همزمانبرای سا

مثبت ارزیابی شدند  ی باززایی شده(ها لایندرصد از 

ی باززایی شده ها لاین(. در این تحقیق تعداد 11)شکل 

ی تراریخت قابل ملاحظه بود و این نتیجه ها لاینو نیز 

کارایی بالای روش باززایی و همچنین روش  کننده بیان

سازی روش ایجاد  ست. بهینهتراریختی مورد استفاده ا

 مؤسسهدر  سازی تراریختو روش  زا جنینی ها کالوس

CSIRO  یی و کارایی زا جنیناسترالیا، موجب افزایش

 CSIROدر این مطالعه شد ) ی تراریختها نینتولید ج

unpublished .)  

 

   
 ج         ب              الف  

ی زا جنینی ها کالوس-کالوس کنترل ب-پنج روز پس از تلقیح با اگروباکتری. الف زا جنینی ها کالوسدر  GFPبیان ژن . 3شکل 

 F3′H ی دارای سازه خاموشی ژنزا جنینی ها کالوس -ج F3′5′Hو  F3′H یها ژندارای سازه خاموشی 

 

 
 ب    الف

شامل  DNAب( تکثیر قطعۀ  ؛D19تا  D1ی ها در لاین F3′5′Hو  F3′Hهای  کنندة ژن شامل سازة خاموش DNA. الف( تکثیر قطعۀ 11  شکل

 OCSو پسرو  LH35SFای پلیمراز و آغازگرهای پیشرو  توسط واکنش زنجیره، S19تا  S1های  در لاین F3′Hکنندة ژن  سازة خاموش

 
1. Binary vector 
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et al. Wesley (2001 با معرفی روش )سازی خاموش 

ihpRNA  مبتنی بر استفاده از ناقلpHANNIBAL ،

ی ها روش کارایی بالای این روش نسبت به سایر

و همچنین سادگی اجرای آن را گزارش  سازی خاموش

در تعداد زیادی از گیاهان، روشی  ihpRNAکردند. روش 

ی قبلی گزارش شده است. نسبت ها روشتر از مؤثربسیار 

ی مستقل خاموش و میزان بالای خاموشی ها لاینبالای 

 ,.Wesley et alد )باش میروش آنها از دیگر مزایای این 

2001; Helliwell & Waterhouse, 2003 در این .)

گیری  با بهره pHANNIBALتحقیق نیز استفاده از ناقل 

ی برشی، امکان تبدیل ها آنزیماز سایت شناسایی 

ی ها سازهبه را  پلیمراز ای زنجیرهواکنش محصول ساده 

به متصل  ی معکوسها توالیکننده از طریق  خاموش

و  به راحتی فراهم نمودژن هدف  (ihpRNAاینترون )

 تعداد قابل توجهی لاین تراریخت حاوی سازه ژنی ایجاد

 کرد. 

های ساختاری ناقل  در این مطالعه همچنین، ویژگی

pHANNIBAL امکان هدف قرار دادن همزمان دو ژن ،

F3′H  وF3′5′H .قابلیت  را در یک سازه ژنی فراهم کرد

ان دو ژن امکان مطالعه نقش کلی آنها دستکاری همزم

به علاوه در  سازد. در یک مسیر بیوسنتزی را فراهم می

یی که فنوتیپ مشخصی ندارند از طریق ها ژنمورد 

همزمان آنها با ژنی با فنوتیپ قابل  سازی خاموش

در قالب یک سازه ژنی، بیان ژن نشانگر، ردیابی مشاهده 

د توان میذیر نموده و بیان ژن هدف را به راحتی امکان پ

 ,.Fitzgerald et al)دهنده میزان خاموشی باشد  نشان

حاوی ژن  pART27در این تحقیق از ناقل  (.2004

GFP  .جهت انتقال سازه ژنی به اگروباکتری استفاده شد

 CSIRO مؤسسهاین ناقل در  به GFPافزودن ژن 

 را تنها پس ازی مثبت ها کالوس، امکان ردیابی 1استرالیا

فراهم نموده است و به سازی  روز از تراریخت 1گذشت 

این ترتیب با ابزاری بسیار مطمئن، میزان موفقیت کار 

 در زمانی کوتاه بررسی شد. 

های  ی مسیر بیوسنتز متابولیتها ژن سازی خاموش

، ها ژنثانویه از جمله فلاونوئیدها با اهداف درک عمل 

نمو و نقش محصولات آنها در فرایندهای رشد و 
                                                                                  
1. Commonwealth Scientific and Industrial Research 

Organization, Plant Industry, Australia 

دستیابی به گیاهانی با طیف متفاوت ترکیبات 

فلاونوئیدی در مطالعات مختلف انجام شده است 

(Davies et al., 2003; Subramanian et al., 2005; 

Wasson et al., 2006; Nakatsuka et al., 2007;. 

Boase et al., 2010; Mahajan et al., 2011 جهت .)

ها و  از مکانیسم ها ژن کاهش و یا خاموش نمودن بیان

ترین آنها مؤثرابزارهای مختلفی استفاده شده است که از 

و کاهش بیان ژن  سازی خاموشد. باش می RNAiکاربرد 

ابزاری سودمند جهت مطالعه  RNAiبا استفاده از 

ی کلیدی مسیر ها آنزیمی کدکننده ها ژنعملکرد 

 CHS ،OMT ،GT1 ،DFRبیوسنتز فلاونوئیدها از جمله 

(. روش  2011et alSchwab ,.بوده است ) ANSو 

ihpRNA  روشی با کارایی بالا جهت اجرای

 سازی خاموشد. باش می RNAiتوسط  سازی خاموش

ها برای  به همراه آنالیز طیف متابولیت ihpRNA وسیله به

ی ناشناخته در فرایند رشد و نمو ها ژنمطالعه عملکرد 

 . از (Hoffmann et al., 2006) بسیار مفید است

در  CHSژن  سازی خاموشجمله تاکنون برای 

Medicago truncatula (Wasson et al., 2006 و )

( استفاده شده و Hoffmann et al., 2006فرنگی ) توت

وش شده با کارایی بالا ایجاد ی تراریخت خامها لاین

 اند.  شده

توسط  سازی خاموشو مکانیسم  ihpRNAروش 

RNAi ه عنوان ابزاری قدرتمند جهت در این تحقیق، ب

و  F3′H یها ژنآگاهی و شناخت بیشتر از عملکرد 

F3′5′H  و برهم کنش آنها انتخاب و مورد استفاده قرار

بر محتوای  ها ژنهر یک از این  تأثیرگرفت. مطالعه 

و یا سایر ترکیبات مسیر  ها تاننآنتوسیانین، فلاونول و 

ی و یا استقلال عمل فلاونوئیدها در انگور، بررسی وابستگ

محصولات آنها و همچنین آگاهی از مسیرهای احتمالی 

 ها ژنو کاهش بیان این  سازی خاموشجایگزین، نیازمند 

د. در این مطالعه، باش میبه طور جداگانه و یا همزمان 

منجر به  مؤثرهای کارا و  و تکنیک ها روشاستفاده از 

اریخت شد ی ترها لایندستیابی به تعداد قابل توجهی 

ند به عنوان ابزارهایی سودمند جهت اهداف توان میکه 

 ذکر شده مورد استفاده قرار گیرند.
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