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 چکیده

ها در مسیر بیوسنتز فلاونوئیدها در  برهمکنش آن و F3´Hو  F3´5´Hهای  مطالعۀ عملکرد ژنمنظور  به

های تراریخت حاوی  ، لاینihpRNAکنندۀ  های مناسب ایجاد گور، از طریق طراحی و ساخت سازهان

ایجاد شدند. به این  F3´H و F3´5´Hکنندۀ هر دو ژن  سازۀ خاموش و F3´Hکنندۀ ژن  سازۀ خاموش

درج و با  pHANNIBALصورت تکرارهای معکوس در ناقل  قطعاتی از دو ژن انتخاب و به  منظور

و به  p27 mod GFP 4aشده وارد ناقل  های تهیه گیری از سیستم ناقل دوگانه، هر یک از سازه بهره

زای حاصل از کشت پرچم، توسط کشت توأم با اگروباکتری  های جنین اگروباکتری منتقل شد. کالوس

ه زا، پنج روز پس از تلقیح با میکروسکوپ مشاهد های جنین در کالوس GFPتراریخت شدند. بیان ژن 

سازۀ خاموشی  وF3′H زای دارای سازۀ خاموشی ژن  های جنین نهایت از کشت کالوس شد. در

، ای پلیمراز واکنش زنجیرهاساس  لاین باززایی شدند که بر 34و  42ترتیب  به F3′5′Hو  F3′H زمان هم

 ،F3′5′Hو  F3′H زمان لاین برای سازۀ خاموشی هم 27و  F3′Hلاین برای سازۀ خاموشی ژن  33

 شده بود. مثبت ارزیابی شدند که این نتیجه نشان از کارایی بالای روش باززایی و تراریختی استفاده

 

 .Vitis vinifera ،F3′H ،F3′5′Hسازی، سازۀ ژنی،  خاموش :های کلیدیواژه
 

 مقدمه 

های ساختاری در مسیر بیوسنتز فنیل پروپانوییدها  ژن

 -1´،9´و فلاونوئید -9´که کدکنندة فلاونوئید

( هستند، P450های سیتوکروم  هیدورکسیلازها )آنزیم

فلاونوئیدها را تعیین  Bالگوی هیدورکسیلاسیون حلقۀ 

های مبتنی بر  ترتیب در بیوسنتز آنتوسیانین کنند و به می

جمله  های مختلف )از سیانیدین و دلفینیدین، فلاونول

کوئرستین، میریستین( و همچنین پروسیانیدین و 

et  gJeonاند ) ـ ال( ها دخیل 9ـ  یدین )فلاوانپرودلفین

al., 2006  .) 

و  HF3´های  ژن mRNAمطالعۀ توالی، میزان ابراز 

´H5´F3 های  همچنین ترکیب فلاونوئیدها در اندام و

ها و تعیین  منظور درک نقش این ژن به مختلف انگور،

 et alCastellarin ,. )ها انجام شده است  ارتباط بین آن

., 2006et al Jeong2006; ) بررسی بیوسنتز فلاونوئیدها در .

 های گل، ساقه، پیچک و بذر که سطح بالاتری از اندام

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

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

نسبت  F3´5´Hژن  mRNAهایی که سطح بالاتری از  اندام

های مبتنی  داشتند، دارای میزان بالای آنتوسیانین F3´Hبه 

حال  این با دین و همچنین پرودلفینیدین بودند.بر دلفینی

های فلاونوئیدها تغییراتی منطبق با میزان  تمام گروه
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mRNA های  ژنF3´H  وF3´5´H  نشان ندادند. بر این

های دیگری ممکن است در  اساس پیشنهاد شد که سازوکار

های فلاونوئیدی دخیل باشد  بیوسنتز هر یک از گروه

(Jeong et al., 2006) . 

تا کنون نحوة تنظیم بیوسنتز فلاونوئیدها و عملکرد 

های بین  در سرشاخه H5´F3´و  HF3´های  ژن

ها کاملاً مشخص نشده  ها و تانن ها، آنتوسیانین فلاونول

 به همین دلیل انجام مطالعاتی که بتواند عملکرد،است. 

هر یک از  بودن یا ترجیح سوبسترایی برای اختصاصی

طور مستقل و در ارتباط  را به H5´F3´و  HF3´های  ژن

استفاده از . با یکدیگر بررسی کند، ضروری است

تواند  ها می سازی ژن جمله خاموش های مولکولی از روش

ها داشته باشد.  نقش مؤثری در شناسایی عملکرد ژن

RNAi (RNA ابزاری مؤثر برای  مداخله )گر

در  1(PTGSها ) سازی پس از رونویسی ژن خاموش

 & Wangجمله گیاهان است ) دات مختلف ازموجو

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

های تراریخت که  براساس یک مکانیزم داخلی در لاین

ای خود مکمل )سنجاق  رشته ای یا تک رشته دو RNAتولید 

ای از طریق برش با  رشته دو RNAکنند،  می 9سری(

ای  رشته ه قطعات کوچک دوب 9نام دایسر اندونوکلئازهایی به

si RNAsنوکلئوتیدی ) 99تا  91
شوند.  ( تبدیل می6

پروتئینه  قبل از ورود به کمپلکس چند si RNAهای  پیچ

باز شده  ATPبا صرف  RNA (RISC)1کنندة خاموشی  القا

ای شده، سپس به  رشته تک si RNAو در این کمپلکس 

RNA منزلۀ  همکمل خود )مربوط به ژن هدف( چسبیده و ب

اندوژن  mRNAراهنما برای برش اندونوکلئازی رشتۀ 

 شود استفاده می RISC توسط اندونوکلئاز موجود در

(Scherer & Rossi, 2003 .) 

RNAi ای متعدد مرتبط در ه شامل مکانیزم

سازی ژن است که اساس مشترکی دارند. روش  خاموش

hpRNAکنندة  ایجاد گیاهان تراریخت بیان
جمله کاربرد  از 4

(. Wang & Waterhouse, 2000هاست ) این مکانیزم

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 

 RNAاند تا  قرار گرفته 2صورت دو تکرار معکوس که به

ای تشکیل دهند. زمانی که اینترون به سازة  رشته دو

hpRNA یابد.  سازی افزایش می اضافه شود، کارایی خاموش

خود مکمل دارای  RNAوسیلۀ تشکیل  سازی به خاموش

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

های مرسوم روشی بسیار مؤثرتر است که به  سایر روش

درصد منجر  111خاموشی تا نزدیک درجات مختلف 

 & Wesley et al., 2001; Helliwellشود ) می

Waterhouse, 2003 کارایی بالاتر .)ihpRNA تواند به  می

 hpRNAاین علت باشد که فرایند ویرایش اینترون بازوهای 

ای را  رشته دو RNAدهد و تشکیل  روی هم قرار می را روبه

باید مکمل خود را  hpRNAنسبت به حالتی که بازوهای 

 Wesley etکند ) صورت تصادفی پیدا کنند، تسهیل می به

al., 2001 .) 

آن را  ihpRNAوسیلۀ  سازی ژن به های خاموش ویژگی

کند و  برای کاربرد در ژنومیکس کارکردی جذاب می

ها در فرایند رشد و نمو  اطلاعات مفیدی در مورد نقش ژن

از نظر ژنتیکی  ihpRNAگذارد. سازة  گیاه در اختیار می

ها بدون نیاز به ایجاد  غالب است و بنابراین، فنوتیپ

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

که اساس این  آنجا قابل غربالگری و مطالعه هستند. از

سازی بر پایۀ توالی ساختاری است، استفاده از  خاموش

اص و البته امکان های هدف خ فرد ژن های منحصر به توالی

دادن  شده برای هدف قرار های حفاظت استفاده از توالی

 Helliwellکند ) پذیر می های ژنی مختلف را امکان خانواده

& Waterhouse, 2003هایی که  (. همچنین با کاربرد سازه

توان موجب  دهند، می دو ژن متفاوت را هدف قرار می

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

  (.Helliwell et al., 2002کرد )

 و F3´Hو  F3´5´Hهای  مطالعۀ عملکرد ژنمنظور  به
ها در انگور،  ها در مسیر بیوسنتز فلاونوئید برهمکنش آن

در این پژوهش تلاش شده است از طریق طراحی و 

، ihpRNAکنندة  های مناسب ایجاد ساخت سازه

 F3´Hکنندة ژن  های تراریخت حاوی سازة خاموش لاین
 F3´H و F3´5´Hکنندة هر دو ژن  سازة خاموش و

 ها( ایجاد شود. زمان آن منظور خاموشی هم )به
                                                                                  
7. Inverted repeats 

8. intron-spliced hairpin RNA 
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 ها مواد و روش
 های ژنی طراحی سازه

 انتخاب قطعۀ مناسب در دو ژن

شمارة   )به NCBIاز  F3′Hو  F3′5′Hهای  نخست توالی ژن

( استخراج GenBank: AB213605, AB213606دسترسی 

ها برای در اختیار داشتن نواحی  ند. سپس حذف اینترونشد

دلیل شباهت بالای این  ها صورت گرفت. به شوندة ژن کد

 Vectorافزارهای  کنندة دو ژن توسط نرم ها، ناحیۀ کد ژن

NTI Advanced 11 ،Gene doc  وClustalW  مقایسه و

 111هایی با کمترین شباهت با طول حدود  بخش

شدند. سپس هر کدام از این قطعات با  نوکلئوتید انتخاب

ها  مقایسه و از بین آن 1پایگاه اطلاعاتی مربوط به ژنوم انگور

 9های انگور تطابق کدام از دیگر ژن قطعاتی که با هیچ

نوکلئوتید نداشتند، انتخاب شدند. در ادامه  91بالای

شده در  های استفاده های برشی آنزیم وجودنداشتن سایت

بررسی شد.  Vector NTIافزار  وسط نرماین آزمایش، ت

و  F3′5′Hهای  نهایت قطعاتی با بهترین شرایط از ژن در

F3′H  انتخاب شدند. توالی منتخب ژنF3′H  شامل بازهای

 113)بخشی از اگزون سوم ژن( به طول  9111تا  1362

شامل بازهای  F3′5′Hشده از ژن  توالی گزینش جفت باز و

جفت  119زون اول ژن( به طول )بخشی از اگ 113تا  948

(. در ادامه، ساخت سازة ژنی با استفاده از 1باز بود )شکل

و مخالف  9جهت صورت هم تکرار معکوس این قطعات به

 درون ناقل انجام شد. 6جهت
 

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

 دهند. های مشکی محدودة قطعات را نشان می فلش
 

 

1. Grape genome NCBI blast 

 

2. Identity  
3. Sense 
4. Antisense 

 

 الف
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 طراحی آغازگر حاوی سایت برشی مناسب 

شده برای تکثیر قطعات و همچنین  آغازگرهای طراحی

نوکلئوتید  91ترتیب شامل حدود  ها به ناقل، به اتصال آن

شده، سایت برشی آنزیم  بتدای قطعۀ انتخاباز انتها یا ا

گرفتن قطعه در ناقل را مشخص  )جهت و محل قرار

حسب نوع آنزیم برشی برای  کند( و یک یا دو باز بر می

بیشترین کارایی آنزیم بود. همچنین عدم ایجاد 

هایی که موجب متیلاسیون سایت تشخیص  توالی

نظر  شوند در می CGو  Damهای برشی از نوع  آنزیم

 (.9 گرفته شد )شکل

 

 
 و  pHANNIBAL. ناقل 9  شکل

 های برشی روی آن موقعیت سایت

 

کننده از ناقل  برای تهیۀ سازة خاموش

pHANNIBAL ( استفاده شدGenBank: 

AJ311872.1سازی ژن  (. سازة ژنی برای خاموشF3′H 
منظور اتصال قطعۀ  نیاز به دو جفت آغازگر داشت. به

جهت در ناقل  صورت هم به F3′Hمربوط به ژن 

pHANNIBAL های  های برشی آنزیم سایتXhoI (  در

)در آغازگر پسرو( استفاده  EcoRIآغازگر پیشرو( و 

 (VvF3′HsiF1)شدند. آغازگر پیشرو 

(5′CCCTCGAGCAGCAGGTTCCTACCAGGA

GG3′)  و آغازگر پسرو(VvF3′HsiR1) 

(5′CGGAATTCTTGAACGCATGAACAAGCG

TCG3′)  استفاده شد. جهت اتصال قطعۀطراحی و 

صورت مخالف جهت در ناقل  بهF3′H  مربوط به ژن

pHANNIBALهای  های برشی آنزیم ، سایتXbaI  در(

 )در آغازگر پسرو( استفاده BamHIآغازگر پیشرو( و 

با توالی  (VvF3′HsiF2)شدند. آغازگر پیشرو 
5′GCTCTAGACAGCAGGTTCCTACCAGGAG

G3′  و آغازگر پسرو(VvF3′HsiR2)  با توالی
5′CGGGATCCTTGAACGCATGAACAAGCGT

CG3′  طراحی و استفاده شد )زیر توالی سایت برشی

 ها خط کشیده شده است(.  آنزیم

و  F3′Hزمان  سازی هم تهیۀ سازة ژنی برای خاموش

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

فت و دو ج F3′Hبرای تکثیر قطعات مربوط به ژن 

(. برای افزودن F3′5′H آغازگر برای تکثیر قطعات ژن 

جهت در سازة  صورت هم به F3′5′Hقطعۀ مربوط به ژن 

)که در مرحلۀ قبل تهیه شده  F3′Hکنندة  ژنی خاموش

در آغازگر  ) EcoRIهای  های برشی آنزیم است( سایت

)در آغازگر پسرو( استفاده شدند. به  Asp718پیشرو( و 

 (VvF3′5′HsiF1)زگر پیشرو این منظور آغا

(5′CGGAATTCCACTCTTGGCCTATCATGCC

C3′) و آغازگر پسرو(VvF3′5′HsiR1) 

(5′GGGGTACCAAGCATGTGGCCTAGCTCA

AC3′)  طراحی و استفاده شدند. جهت اتصال قطعۀ

صورت مخالف جهت در سازة  به F3′5′Hمربوط به ژن 

های  های برشی آنزیم ، سایتF3′Hکنندة  ژنی خاموش

BamHI  در آغازگر پیشرو( و(ClaI  )در آغازگر پسرو(

( با توالی VvF3′5′HsiF2استفاده شدند. آغازگر پیشرو )
5′CGGGATCCCACTCTTGGCCTATCATGCC

C3′ ( و آغازگر پسروVvF3′5′HsiR2با توالی ) 
5′CCATCGATAAGCATGTGGCCTAGCTCAA

C3′  طراحی و استفاده شد )زیر توالی سایت برشی

یده شده است(. آغازگرها توسط شرکت ها خط کش آنزیم

GeneWorks
 سنتز شدند. 1 

 

 های ژنی ساخت سازه

 ای پلیمراز برای تکثیر قطعات واکنش زنجیره

DNA اساس روش  های تازة رقم شیراز بر ژنومی از برگ
Thomas et al. (1993 استخراج شد. برای تکثیر )

 و F3′Hهای  جهت و مخالف جهت ژن قطعات هم
F3′5′H ای پلیمراز انجام شد. هر مخلوط  کنش زنجیرهوا

میکرولیتر شامل یک  91واکنش با حجم نهایی 
نانومول در  11ژنومی با غلظت  DNAمیکرولیتر از 

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

 11با غلظت  MgSO4ر میکرولیت 21/1مولار،  میلی 91
 11میکرولیتر مخلوط آغازگر با غلظت  1/1مولار،  میلی

                                                                                  
1. www.geneworks.com.au 
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 Taq DNAمیکرولیتر آنزیم  1/1مولار،  میکرو

Polymerase 1  مقطر استریل  میکرولیتر آب 3/13و
ای پلیمراز در دستگاه  نانوپیور بود. واکنش زنجیره

ای در  دقیقه 9با شرایط دمایی یک سیکل  9ترموسایکلر
و  9سازی منظور واسرشته گراد به درجۀ سانتی 31دمای
ثانیه  91سیکل شامل 91شدن آنزیم و به دنبال آن  فعال

 91سازی(،  گراد )واسرشته درجۀ سانتی 36در دمای 
ثانیه  41گراد )اتصال(،  درجۀ سانتی 11ثانیه در دمای 

گراد )گسترش( و یک سیکل  درجۀ سانتی 29در دمای 
گراد انجام شد. محصول  جۀ سانتیدر 29ای در  دقیقه 11

درصد  1/1ای پلیمراز بر روی ژل آگارز  واکنش زنجیره
(TAE بارگذاری و الکتروفورز شد. باندهای )DNA 

سازی و  خالص 6از ژل DNAتوسط کیت استخراج 
وسیلۀ دستگاه نانودراپ کمیت و کیفیت آن ارزیابی  به

 های برشی با سایت DNAنتیجه چهار قطعۀ   شد. در
 (. 9مناسب در دو انتها به دست آمد )شکل

 

 pDriveدر ناقل  DNA سازی قطعات کلون

 ای پلیمراز واکنش زنجیره برای هر یک از قطعات، محصول

 pDrive (Geneسازی  شده از ژل آگارز در ناقل کلون خالص

Bank: DQ996013.11سازی (، با استفاده از کیت کلون 

مخلوط واکنش  شد. 4طبق دستورالعمل سازنده درج

نانوگرم محصول  pDrive ،11نانوگرم ناقل  11شامل 2اتصال

( و x9) 8، مخلوط مادر اتصالای پلیمراز واکنش زنجیره

 11مقدار متناسب آب نانوپیور استریل، با حجم نهایی

درجۀ  14دقیقه در دمای  91مدت میکرولیتر تهیه شد و به

یگاز( قرار گراد )دمای مناسب برای فعالیت آنزیم ل سانتی

سازی  گرفت. پس از انجام مرحلۀ اتصال، برای غیرفعال 

درجۀ  21دقیقه در دمای  11ها  آنزیم لیگاز، تیوپ

گراد قرار گرفتند. انتقال ناقل حاوی قطعۀ مورد نظر  سانتی

E. coliهای مستعد باکتری  به سلول
3

به  XL1-blueسویه  

 Gene pulserروش الکتروپوریشن با استفاده از دستگاه 
11 

                                                                                  
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) 

میکرولیتر از مخلوط  1انجام گرفت. به این ترتیب که 

های  میکرولیتر از سوسپانسیون سلول 61واکنش اتصال با 

باکتری مستعد که بر روی یخ قرار داشتند، مخلوط شد و 

الکتروپوریشن سرد انتقال یافت.  11آرامی به کووت به

 FDµکیلوولت،  8/1دستگاه الکتروپوریشن با مشخصات 

اهم تنظیم شده بود. پس از برقراری جریان  911و  191

به کووت  SOCمیکرولیتر محلول  211سرعت  الکتریکی، به

کردن، محتوای کووت به  اضافه و پس از چند بار پیپت

منظور تحریک بیان  گذاری شده منتقل شد. به های نام تیوپ

های باکتری  بیوتیک، سلول های مقاومت به آنتی ژن

گراد  درجۀ سانتی 92دت یک ساعت در دمای م تراریخت به

نگهداری شدند. سپس کشت باکتریایی در دو تکرار )غلیظ 

سیلین،  آگار حاوی آمپی LBهای  و رقیق( بر روی پلیت

IPTG  وX-gal  درجۀ  92کشت و طی شب در دمای

اساس  ها، بر گراد قرار گرفتند. پس از ظهور کلونی سانتی

فعال شدن  دلیل غیر ، به19یدهای آبی از سف تشخیص کلونی

های سفید  کلونی های تراریخت، تک در باکتری ′lacZژن 

سیلین منتقل  مایع حاوی آمپی LBانتخاب و به محیط 

گراد با  درجۀ سانتی 92شدند. سپس در شیکر انکوباتور 

مدت یک شب قرار گرفتند.  دور در دقیقه به 911سرعت 

طبق  19پرپ مینیناقل با استفاده از کیت  DNAاستخراج 

دستورالعمل سازنده انجام و کمیت و کیفیت آن با دستگاه 

نانودراپ ارزیابی شد. برای اطمینان از درستی انجام 

هضم  EcoRIوسیلۀ آنزیم  پلاسمیدی به DNAسازی،  کلون

( TAEدرصد ) 1/1شده روی ژل آگارز  شد و محصول هضم

مینان ها انتخاب و برای اط بارگذاری شد. بهترین نمونه

کامل از صحت کار، برای هر قطعه چهار تکرار با آغازگر 

SP6 5′CATTTAGGTGACACTATAG3′ 16  توسط

AGRFشرکت 
نهایت چهار ناقل  یابی شد. در توالی 11 

pDrive  هر یک حاوی یکی از چهار قطعهDNA  هدف، به

شده در این پژوهش از  های استفاده دست آمد. آنزیم

 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 . قطعات هم9 شکل 

 

 pHANNIBALدرج قطعات در ناقل 

( در ناقل F3′Hجهت  منظور درج قطعۀ اول )قطعۀ هم به

pHANNIBAL ناقل (، ابتدا 9 )شکلpDrive  دارای

 pHANNIBALجهت و همین طور ناقل  قطعۀ هم

برش داده شدند.  EcoRIو  XhoIهای  وسیلۀ آنزیم به

ز  درصد آگار 1/1شده بر روی ژل  برش داده DNAسپس 

(TAEبارگذاری شد و خالص )  سازی باند با استفاده از

از ژل انجام گرفت. پس از  DNAکیت استخراج 

با استفاده از نانودراپ  DNAو کمیت  گیری کیفیت اندازه

 Hyperو مقایسۀ باندهای حاصل با باندهای سایز مارکر 

ladder 1 درصد، واکنش اتصال با  1/1ز  روی ژل آگار

)ناقل  1( به F3′H)قطعۀ  9نسبت غلظت 

pHANNIBAL و استفاده از آنزیم )T4 انجام شد.  لیگاز

درج  pHANNIBALجهت در ناقل  نهایت قطعۀ هم در

شد. همچنین دو مخلوط واکنش کنترل، یکی شامل 

 T4هضم آنزیمی شده و آنزیم  pHANNIBALناقل 

و دیگری شامل فقط ناقل  DNAبدون قطعۀ لیگاز 

pHANNIBAL  هضم آنزیمی شده برای اطمینان از

درستی روند آزمایش اتصال، تهیه شدند. انتقال 

pHANNIBAL ها به  جهت و کنترل حاوی قطعۀ هم

توسط  XL1-blueسویه  E. coliهای مستعد  کتریبا

های  کلونی الکتروپوریشن انجام گرفت. بعد از برداشت تک

پلاسمیدی استخراج و  DNAشده،  های کشت باکتری

گیری شد. صحت  دراپ اندازه کمیت و کیفیت آن با نانو

و  EcoRIو  XhoIهای  کار توسط برش آنزیمی با آنزیم

 ل آگاروز تأیید شد.کردن قطعات بر روی ژ چک

( F3′Hسپس درج قطعۀ دوم )قطعۀ مخالف جهت  

حاوی قطعۀ اول انجام شد به  pHANNIBALدر ناقل 

دارای قطعۀ مخالف جهت و  pDriveاین صورت که ناقل 

                                                                                  
1. www.bioline.com 

حاوی قطعۀ اول  pHANNIBALطور ناقل  همین

برش داده شدند.  BamHIو  XbaIهای  وسیلۀ آنزیم به

 ۀ مخالف جهت در ناقلسایر مراحل تا درج قطع

pHANNIBAL طور مشابه با مرحلۀ  حاوی قطعۀ اول به

پلاسمیدی  DNAقبل انجام شد. در پایان، برش آنزیمی 

کردن قطعات بر  و چک BamHIو  XbaIهای  با آنزیم

یابی برای اطمینان از  روی ژل آگاروز و همچنین توالی

دة کنن درستی کار انجام شد. به این ترتیب سازة خاموش

ناقل  در F3′Hسازی ژن  مناسب برای خاموش

pHANNIBAL (.6 )شکل تهیه شد 

های  کنندة ژن برای ساخت سازة ژنی خاموش

F3′5′H  وF3′H ،جهت و مخالف جهت  درج قطعات هم

F3′5′H  طی دو مرحله در ناقلpHANNIBAL  حاوی

، به نحوی که F3′Hجهت و مخالف جهت  قطعات هم

گفته شد، انجام شد. برای  برای افزودن قطعات قبلی

ترتیب  ، بهF3′5′Hجهت و مخالف جهت  افزودن قطعۀ هم

و ClaIهای  و آنزیم Asp718و  EcoRIهای  از آنزیم

BamHI  استفاده شد. هضم آنزیمی برای بررسی صحت

کنندة  کار صورت گرفت. به این صورت سازة خاموش

نیز  pHANNIBALناقل  در F3′Hو  F3′5′Hهای  ژن

 (.1 شد )شکلایجاد 
 

  pART27شده در ناقل  های ژنی ایجاد درج سازه

 F3′Hهای  و ژن F3′Hکنندة ژن  های خاموش درج سازه

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

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

جهت و  هم حاوی همۀ قطعاتpHANNIBALناقل 

 pART27سازی، ناقل  شمخالف جهت لازم برای خامو

استفاده  9عنوان ناقل مقصد برای انتقال به اگروباکتری به

                                                                                  
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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 pART27و  pHANNIBALهای  شد. به این منظور ناقل

برش داده شدند و محصول هضم  NotIتوسط آنزیم 

( بارگذاری شد. TAEدرصد آگارز ) 2/1آنزیمی روی ژل 

تر و در دو سمت پرومو NotIکه سایت برشی آنزیم  آنجا از

شده قرار دارد، حاصل  کنندة وارد ترمینیتور سازة خاموش

دو باند  NotIتوسط آنزیم  pHANNIBALبرش ناقل 

جفت باز،  9846سیلین  ایجاد کرد. قطعۀ حاوی آمپی

 F3′Hجهت و مخالف جهت  قطعۀ حاوی قطعات هم

جهت و  جفت باز و قطعۀ حاوی قطعات هم 9911

فت باز بودند. به ج F3′5′H 9464و  F3′Hمخالف جهت 

منزلۀ باند هدف از ژل جدا و  این دلیل باند بالایی به

ناقل  1′حذف گروه فسفات از انتهای  سازی شد. خالص

توسط  قبل از درج سازة ژنی، pART27سازی  کلون

1آنتارکتیک فسفاتاز
انجام شد. به این منظور مخلوط  

 Uمیکرولیتر آنزیم آنتارکتیک فسفاتاز ) 1واکنش شامل 

 1و  میکرولیتر( 61)حجم  DNAنانوگرم  611(،1

9میکرولیتر بافر آنتارکتیک فسفاتاز
 (x11) مدت  تهیه و به

 گراد نگهداری شد. درجۀ سانتی 92دقیقه در دمای  91

را حذف و از اتصال مجدد دو  1′این آنزیم فسفر انتهایی 

فعال  کند. برای غیر شدة ناقل جلوگیری می انتهای بریده

درجۀ  41دقیقه در دمای  1یم، مخلوط واکنش سازی آنز

گراد قرار داده شد. بعد از غیرفعال کردن آنزیم  سانتی

 pART27آنتارکتیک فسفاتاز، عمل اتصال سازه به ناقل 

دادن در دمای  دقیقه قرار 91ولیگاز  T4وسیلۀ آنزیم  به

در واکنش اتصال،  گراد انجام گرفت. درجۀ سانتی 14

( در مخلوط واکنش 1:1ا نسبت برابر )سازة ژنی و ناقل ب

منزلۀ کنترل یک واکنش شامل  اتصال شرکت داشتند. به

لیگاز  T4هضم آنزیمی شده و آنزیم  pART27ناقل 

 بدون سازة ژنی در نظر گرفته شد.

 pART27، ناقل لیگاز T4سازی آنزیم فعال پس از غیر 

 سازی و اطمینان از صحت کار، ابتدا نوترکیب برای خالص

با روش الکتروپوریشن  XL1-blueسویه  E.coliبه باکتری 

مدت یک ساعت برای بیان ژن مقاومت به  منتقل و به

گراد قرار داده شد  درجۀ سانتی 92اسپکتومایسین در دمای 

منزلۀ نشانگر  به pART27)ژن اسپکتومایسین بر روی ناقل 

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

                                                                                  
1. Antarctic Phosphatase 

2. Antarctic Phosphatase Reaction Buffer  

بیوتیک اسپکتومایسین صورت گرفت  محیط حاوی آنتی در

گراد نگهداری شد.  درجۀ سانتی 92و طی شب در دمای 

شده برداشت شدند. هر کلونی در  های تشکیل سپس کلونی

مایع و اسپکتومایسین کشت و در  LBتیوپ حاوی محیط 

دور در  911گراد با سرعت  درجۀ سانتی 92شیکر انکوباتور 

ک شب قرار گرفت. پس از آن استخراج مدت ی دقیقه به

پلاسمید انجام شد. کمیت و کیفیت پلاسمیدهای 

گیری شدند. سپس هضم  دراپ اندازه شده با نانو استخراج

و الکتروفورز روی ژل  NotIمقداری از پلاسمید با آنزیم 

باند با اندازة صحیح، صحت  9انجام گرفت. پس از مشاهدة 

 LH35SFجهت با آغازگر پیشرو یابی از دو  کار توسط توالی

(5′GCAAGTGGATTGATGTGACA3′ و آغازگر )

OCS (5′GGCGGTAAGGATCTGAGCTA3′ )پسرو 

 تأیید شد. 

 

 به اگروباکتری  pART27انتقال ناقل 

، یکی حاوی سازة pART27پس از تهیۀ دو ناقل 

و دیگری شامل سازة  F3′Hکنندة ژن  خاموش

ها به  انتقال آن ،F3′5′Hو  F3′Hکنندة دو ژن  خاموش

انجام شد. انتقال توسط  EHA105اگروباکتری سویۀ 

 E.coliطور مشابه با باکتری روش الکتروپوریشن به

های حاوی اگروباکتری  صورت گرفت. سپس تیوپ

گراد  درجۀ سانتی 98ساعت در دمای  9مدت  تراریخت به

برای بیان ژن مقاومت به اسپکتومایسین نگهداری شدند. 

جامد حاوی  LBهای محیط  کشت روی پلیتپس از آن 

 9ها  و اسپکتومایسین انجام گرفت و پلیت 9ریفامپیسین

ها  گراد برای رشد باکتری درجۀ سانتی 98روز در دمای 

ها برداشت شدند و در  کلونی قرارگرفتند. سپس تک

و اسپکتومایسین در  مایع، ریفامپیسین LBمحیط حاوی 

دت دو روز در شیکر م گراد به درجۀ سانتی 98دمای 

انکوباتور قرار گرفتند. به دلیل اینکه اگروباکتری تعداد 

کند و همچنین  های کمی از پلاسمید ایجاد می کپی

را  TDNAگرفته بر روی  گاهی توالی نوکلئوتیدی قرار

ها استخراج و به باکتری  کند، پلاسمید می 6بازچینی

E.coli  سویۀXL1-blue تقل با روش الکتروپوریشن من

جامد حاوی  LBهای محیط  شدند. کشت روی پلیت

                                                                                  
3. Rifampicin 
4. Rearrange 
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مدت یک شب  ها به اسپکتومایسین انجام گرفت و پلیت

گراد نگهداری شدند. سپس  درجۀ سانتی 92در انکوباتور 

و  مایع LBشده به محیط حاوی  های برداشت کلونی تک

درجۀ  92اسپکتومایسین منتقل و طی شب در دمای 

اتور قرار گرفتند. استخراج گراد در شیکر انکوب سانتی

پلاسمید انجام و کمیت و کیفیت پلاسمیدهای 

گیری شد. سپس هضم  دراپ اندازه شده با نانو استخراج

شده و پلاسمید اولیه که برای  آنزیمی پلاسمید استخراج

 NotIتراریختی اگروباکتری استفاده شده بود، با آنزیم 

فورز روی شده از طریق الکترو انجام شد و قطعات هضم

ژل آگاروز مقایسه شدند. پس از اطمینان از صحت 

، از DNAحضور قطعات و همچنین عدم بازچینی توالی 

در  1کلونی انتخاب کرده، واکشت های اولیه تک پلیت

جامد حاوی ریفامپیسین و  LBپلیت جدید با محیط 

اسپکتومایسین انجام گرفت. پس از رشد مناسب 

تفادة بعدی در یخچال ها برای اس ها پلیت باکتری

 بهکننده  خاموش زةسا لنتقانگهداری شدند. ا

 9ینفکشنواگراروش  به انگور 9زای های جنین کالوس

 . شد منجاا

 

 زا  های جنین تشکیل کالوس

 Torregrosaاساس روش  زا بر های جنین باززایی کالوس

زا از  های جنین برای تهیۀ کالوسانجام شد. ابتدا ( 1998)

هایی  صورت خوشه ای که هنوز به ها در مرحله پرچم، گل

و در  نشده فشرده بودند، انتخاب های باز با غنچه

ضد عفونی  Tween 20کلریت کلسیم و  آزمایشگاه با هیپو

 مرتبه با آب نانوپیور استریل آبشویی شدند. و سپس سه

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

PIV 1 (Franks et al, 1998)  .کشت شدندPIV  محیط

های اکسین  کامل غذایی حاوی مقادیر بالای هورمون

(2,4D )1/6 ( میکرومولار و سایتوکنینBAP
4 )3/8 

دادن پرچم روی محیط کشت  میکرومولار بود. نحوة قرار

در تماس با محیط  2به نحوی بود که سمت دور از محور

                                                                                  
1. Subculture 

2. Embryogenic callus 
3. Agroinfection 

4. Filament 

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

دمای ها در تاریکی و  کشت قرار گرفت. پس از کشت، پلیت

درکشت پرچم،  گراد نگهداری شدند. درجۀ سانتی 98

شود، میلۀ  زا ایجاد می واقع بخشی که از آن کالوس جنین در

 (. Newton & Goussard, 1990پرچم است )

هفته واکشت  4تا  6ها، هر  منظور نگهداری کالوس به

 C1محیط  ( انجام شد.Torregrosa, 1998) C1روی محیط 

( 2,4Dهای اکسین ) یی حاوی هورموننیز محیط کامل غذا

میکرومولار بود. در  1( BAPمیکرومولار و سایتوکنین ) 1

 ,GS1CA (Franks et alها به محیط  ادامه، انتقال کالوس

میکرومولار  11( NOAهای اکسین ) حاوی هورمون (1998

میکرومولار، در زمان مناسب انجام  1( BAPو سایتوکنین )

ها  (. در این محیط کالوسCSIRO unpublishedگرفت )

ها  کنند. یک هفته بعد کالوس نمو می شروع به تغییر و

شده برای  سازی آماده بودند. آگار استفاده برای تراریخت

ها و نگهداری  تهیۀ محیط تشکیل کالوس از پرچم

از کمپانی  Phytagelجنینی، آگار  های پیش کالوس

Sigma-Aldrich 8 قیت این بود که نقش مهمی در موف

  .(Iocco et al., 2001) فرایند دارد

 

 زا توسط اگروباکتری های جنین تراریختی کالوس

های  زا )کالوس های جنین به کالوس pART27انتقال ناقل 

اگروباکتری  ها با آن 3کشت توأمجنینی( از طریق  پیش

( با برخی 2002و همکاران )  Torregrosaاساس روش بر

های  های کلونی هر یک از پلیتاز انجام شد.  تغییرات

کننده، یک  های خاموش اگروباکتری حاوی سازه

 MG/Lلیتر محیط  میلی 9کلونی برداشته و وارد  تک

(Garfinkel & Nester, 1980 حاوی اسپکتومایسین ) 

درجۀ  98میکرولیتر( شد و در شیکر انکوباتور  9)

روز نگهداری شد. بعد از  مدت یک شبانه گراد به سانتی

میکرولیتر از هر کشت در  1روز،  ذشت یک شبانهگ

 91به اضافۀ  MG/Lلیتر  میلی 91های حاوی  ارلن

روز در  میکرولیتر اسپکتومایسین ریخته شد و یک شبانه

 گراد قرار گرفت.  درجۀ سانتی 98شیکر انکوباتور 

گیری  روز بعد غلظت باکتری با اسپکتروفتومتر اندازه

)رشد  رسید 1تا  8/1ا به ه کشت OD600شد. زمانی که 

هزار در  1دقیقه، با دور 8مدت  مناسب باکتری(، به

                                                                                  
8. Sigma Chemical Co. USA 

9. Co-culture 
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 3 ... سازی های ژنی جهت خاموش طراحی، ساخت و انتقال سازه و همکاران: مهرپژمان 

دور  1دقیقه در دمای اتاق سانتریفوژ شدند و روشناور

 modLCMلیتر محلول  میلی 91ریخته شد. در ادامه 

شدن کامل پلت  ( اضافه و پس از حل9)محیط القا

 98ساعت در شیکر انکوباتور  9مدت  باکتری، دوباره به

های  گراد نگهداری شدند. سپس کالوس درجۀ سانتی

با احتیاط از روی  GS1CAشده بر روی محیط  کشت

تا  9محیط برداشته و در یک پلیت خالی ریخته، شد و 

ها ریخته شد و  میلی لیتر از محلول باکتری روی آن 6

دقیقه در دمای اتاق رها شدند. سپس محلول  11مدت  به

های کوچک  صورت دسته و به ها حذف شد اطراف کالوس

در  GS1CAمتر، روی محیط  با فواصل یک سانتی

شده قرار گرفتند )با برخی تغییرات  های نامگذاری پلیت

درجۀ  99( و در دمای CSIRO unpublishedاساس  بر

ساعت نگهداری شدند )دمایی که  68مدت  گراد به سانتی

د آنکه رشد چندانی داشته باش اگروباکتری در آن بی

 سازی دارد(.  توانایی آلوده

حاوی  LCMزا با محلول  های جنین سپس کالوس

وشو داده  شست 9لیتر تایمنتین هزار میکروگرم در میلی

شدند. محلول اضافی توسط کاغذ صافی گرفته شد و 

 11حاوی  GS1CA.Tزا روی محیط  های جنین کالوس

میکرومولار سایتوکنین  1( و NOAمیکرومولار اکسین )

(BAPو هزار میکروگرم در میلی )  لیتر تایمنتین کشت

6روز بعد از تلقیح 11تا  3مدت  شدند و به
 98در دمای  

گراد در تاریکی قرار گرفتند. چند روز بعد از  درجۀ سانتی

ها دوباره چک شدند، زیرا در  کشت در این محیط کالوس

وشو  صورت مشاهدة رشد اگروباکتری باید مرحلۀ شست

روز پس از تلقیح، از  1زا،  های جنین . کالوستکرار شود

نشدن و رشدنکردن اگروباکتری، با  ای نظر قهوه

میکروسکوپ معمولی و برای تشخیص رنگ سبز ناشی از 

بررسی  1با میکروسکوپ فلورسنت GFPبیان ژن نشانگر 

باکتریوم قرار  هایی که در مجاورت اگرو کالوسشدند. 

 در نظر گرفته شدند.منزلۀ کنترل  نگرفته بودند به

 

 

                                                                                  
1. Supernatant 

2. Induction medium 
3. Timentin 

4. Inoculation 

5. Leica DM/RXA ultra-violet microscope 

 باززایی و تولید گیاه کامل 

های  ها به پلیت روز از تلقیح، کالوس 11پس از گذشت 

(، NOAمیکرومولار اکسین ) 11حاوی GS1CAمحیط 

(، غلظت مناسب BAPمیکرومولار سایتوکنین ) 1

( و هزار میکروگرم CSIRO unpublishedکانامایسین )

دوباره در تاریکی و دمای  لیتر تایمنتین منتقل و در میلی

ها  گراد نگهداری شدند )پرآوری کالوس درجۀ سانتی 98

در محیط کشت انتخابی حاوی کانامایسین(. چهار هفته 

های حاوی محیط  ها به پلیت پس از تلقیح، کالوس

NN.T.K لیتر کانامایسین  میکروگرم در میلی 111حاوی

ل شدند. در منتق لیتر تایمنتین و هزار میکروگرم در میلی

درجۀ  98ها در تاریکی و دمای  این محیط نیز کالوس

گراد نگهداری شدند. سپس هر چهار هفته واکشت  سانتی

ادامه یافت تا  NN.T.Kهای حاوی محیط  بر روی پلیت

های بعدی  ها جوانه بزنند )در واکشت زمانی که جنین

میکروگرم در  111تدریج غلظت کانامایسین تا  به

که هیچ هورمونی به این  آنجا اهش یافت(. ازلیتر ک میلی

( اضافه نشده است، به جنین اجازة NN.T.Kمحیط )

ها  جنین هفته پس از تلقیح، 19دهد. از  می زدن  جوانه

زده که بیان  های جوانه زدن کردند، جنین شروع به جوانه

GFPژن 
محور زیر لپه  را نشان دادند انتخاب و از محل 4 

ها قطع، و این  تر پایین لپهم میلی 1در حدود 

 ,MS/2 (Murashige & Skoogبه محیط  2ها ریزنمونه

BAPمیکرومولار هورمون  1تا  9( حاوی 1962
منتقل  

بیوتیک و  شدند )این محیط اولین محیط بدون آنتی

دهی را تحریک  است که شاخه BAPحاوی سایتوکنین 

حت زده ت های جوانه کند(. از این زمان به بعد جنین می

گراد قرار گرفتند )نور  درجۀ سانتی 98روشنایی و دمای 

ها ظاهر  (. زمانی که اولین شاخه8: 14پریود  کم و فتو

شدند انتهای محور زیر لپه هرس و انتقال به محیط 

بدون هورمون انجام گرفت. پس از رشد  MS/2کشت 

زایی  ها بریده و در محیط ریشه ساقه در این محیط، ساقه

( بود کشت NAAمولار  میلی 1/1سین )که حاوی اک

، 8زایی و باززایی گیاهان کامل شدند. پس از ریشه

های کوچک از بالای ساقه برداشت و برای آزمایش  برگ

 DNAای پلیمراز استفاده شد. همچنین  واکنش زنجیره

                                                                                  
6. GFP positive 

7. Cotyledonary explant 
8. Plantlet  
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منزلۀ الگو برای کنترل درستی کار در  ، بهpART27ناقل 

 LH35SFنظر گرفته شد. آغازگرهای پیشرو 

(5′GCAAGTGGATTGATGTGACA3′ و پسرو )

OCS (5′GGCGGTAAGGATCTGAGCTA3′ برای )

های ژنی در ژنوم  بررسی وجودداشتن یا نداشتن سازه

شده استفاده شدند. محصول واکنش  های باززایی لاین

( TBEدرصد ) 1ای پلیمراز بر روی ژل آگارز  زنجیره

 بارگذاری و الکتروفورز شد. 

 

 و بحث نتایج

برای  ihpRNAگیری از روش  منظور بهره در این پژوهش به

های ژنی  سازه، F3′5′Hو   F3′Hهای  سازی ژن خاموش

طراحی، تهیه و از طریق  pHANNIBALمناسب در ناقل 

به اگروباکتری منتقل شدند. سپس به روش  pART27ناقل 

  زای انگور، تراریخت و در های جنین اگرواینفکشن کالوس

 

به این  های تراریخت با موفقیت باززایی شدند. ننهایت لای

 و F3′Hهای  منظور پس از انتخاب قطعات مناسب از ژن
F3′5′H سازی  و طراحی آغازگرهای اختصاصی، کلون

ای  شده از طریق واکنش زنجیره قطعات منتخب تکثیر

سویۀ  E. coliدر باکتری  pDriveپلیمراز، توسط ناقل 

XL1-blue شد. درستی هر یک از  با موفقیت انجام

وسیلۀ  پلاسمیدی به DNAشده توسط هضم  مراحل انجام

یابی تأیید شد. پس از ورود قطعات  و توالی EcoRIآنزیم 

، صحت درج قطعات مورد نظر pHANNIBALناقل  به

های  در این ناقل، توسط برش آنزیمی تأیید شد و سازه

 F3′5′H و F3′Hهای  و ژن F3′Hکنندة ژن  خاموش
(، 1و  6های  طور که طراحی شده بودند )شکل نهما

( و 4 اساس نتایج هضم آنزیمی )شکل ایجاد شدند. بر

شده  های ژنی تهیه ( سازه8و  2های  یابی )شکل توالی

 درج شدند. pART27درستی در ناقل  به
 

 

 

 

 

 

 
 F3′Hکنندة ژن  . سازة خاموش6  شکل

 

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

 

 
  ؛F3′Hکنندة  حاوی الف( سازة ژنی خاموش Not Iنوترکیب با آنزیم  pART27. هضم آنزیمی ناقل 4 شکل

 F3′5′Hو  F3′Hکنندة  ب( سازة ژنی خاموش

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 

Asp71

8 

Cla

I 
XhoI EcoR

I 

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 . الف( همردیف2  شکل

 pHANNIBAL(، اینترون ناقل FW Seq. si) LH35SFتوسط آغازگر پیشرو 

 

 
 F3′Hسازی ژن  شده برای خاموش یابی سازة ژنی تهیه (، توالیF3′H si rc) F3′Hکنندة ژن  سازة خاموش سازی . ب( همردیف2  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 . الف( همردیف8 شکل

 pHANNIBAL(، اینترون ناقل FW Seq. Dou) LH35SFپیشرو 

 

 
یابی سازة ژنی توسط آغازگر  (، توالیF3′H si fr ،si F3′5′H) F3′5′Hو  F3′Hایه کنندة ژن سازی سازة خاموش . ب( همردیف8 شکل

 pHANNIBAL(، اینترون ناقل Rev Seq. Do) OCSپسرو 
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های ژنی  پس از اطمینان از آرایش درست و کامل سازه

نوترکیب، این ناقل به اگروباکتری منتقل  pART27در ناقل 

در سیستم  LBو  RBدر بین  گرفته قرار DNAشد. قطعۀ 

در نظر  T-DNAمنزلۀ  ، توسط اگروباکتری به1ناقل دوگانه

، به درون ژنوم Virهای ناحیۀ  نتیجه فعالیت ژن گرفته و در

 ,Hooykaas & Schilperoortشود ) میزبان فرستاده می

زا با  های جنین (. در این پژوهش کشت توأم کالوس1992

خوبی انجام  نوترکیب به pART27اگروباکتری حاوی ناقل 

زا، پنج روز پس از تلقیح  های جنین شد. در بررسی کالوس

وسیلۀ میکروسکوپ فلورسنت، رنگ سبز ناشی از بیان ژن  به

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

اند  های انگور شده های ژنی با موفقیت وارد ژنوم جنین سازه

های کنترل، رنگ  رفت کالوس یطور که انتظار م و همان

 های را نشان ندادند. از کشت کالوس GFPسبز ناشی از 

 

سازة خاموشی  وF3′H زای دارای سازة خاموشی ژن  جنین

لاین باززایی  96و  69ترتیب  به F3′5′Hو  F3′H زمان هم

لاین برای  94، ای پلیمراز واکنش زنجیرهاساس  شدند که بر

های  درصد از لاین  F3′H (84 سازة خاموشی ژن

 F3′H زمان لاین برای سازة خاموشی هم 92شده( و  باززایی

مثبت  شده( های باززایی درصد از لاین  23) F3′5′Hو 

های  (. در این پژوهش تعداد لاین11 ارزیابی شدند )شکل

های تراریخت قابل ملاحظه بود و این  شده و نیز لاین باززایی

ش باززایی و همچنین روش نتیجه بیانگر کارایی بالای رو

سازی روش ایجاد  شده است. بهینه تراریختی استفاده

در مؤسسۀ  سازی تراریختزا و روش  های جنین کالوس

CSIRO زایی و کارایی تولید  استرالیا، موجب افزایش جنین

 CSIROدر این مطالعه شد ) های تراریخت جنین

unpublished .) 
 

 

 

 

   
 ج         ب              الف  

زای دارای  های جنین ب(کالوس روز پس از تلقیح با اگروباکتری: الف( کالوس کنترل؛ 4زا  های جنین در کالوس GFP. بیان ژن 3  شکل

 F3′H زای دارای سازة خاموشی ژن های جنین ج( کالوس ؛F3′5′Hو  F3′H سازة خاموشی ژن

 

 
 ب    الف

شامل  DNAب( تکثیر قطعۀ  ؛D19تا  D1های  در لاین F3′5′Hو  F3′Hهای  کنندة ژن ة خاموششامل ساز 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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Wesley et al. (2001 با معرفی روش )

مبتنی بر استفاده از ناقل  ihpRNAزی سا خاموش

pHANNIBAL کارایی بالای این روش نسبت به سایر ،

سازی و همچنین سادگی اجرای آن را  های خاموش روش

در تعداد زیادی از  ihpRNAگزارش کردند. روش 

های قبلی گزارش  گیاهان، روشی بسیار مؤثرتر از روش

و  های مستقل خاموش شده است. نسبت بالای لاین

ها از دیگر مزایای این روش  میزان بالای خاموشی آن

 & Wesley et al., 2001; Helliwellاست )

Waterhouse, 2003 در این پژوهش نیز استفاده از .)

گیری از سایت شناسایی  با بهره pHANNIBALناقل 

واکنش های برشی، امکان تبدیل محصول سادة  آنزیم

کننده از طریق  ی خاموشها به سازهرا  ای پلیمراز زنجیره

ژن  (ihpRNAمتصل به اینترون ) های معکوس توالی

و تعداد قابل توجهی لاین  راحتی فراهم کرد بههدف 

 کرد.  تراریخت حاوی سازة ژنی ایجاد

های ساختاری ناقل  در این مطالعه همچنین، ویژگی

pHANNIBALزمان دو ژن  دادن هم ، امکان هدف قرار

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

ها  زمان دو ژن امکان مطالعۀ نقش کلی آن دستکاری هم

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

هایی که فنوتیپ مشخصی ندارند از طریق  مورد ژن

ها با ژنی با فنوتیپ قابل زمان آن سازی هم خاموش

نشانگر، ردیابی  در قالب یک سازة ژنی، بیان ژنمشاهده 

پذیر کرده است و  راحتی امکان بیان ژن هدف را به

 Fitzgerald)دهندة میزان خاموشی باشد  تواند نشان می

et al., 2004.)  در این پژوهش از ناقلpART27  حاوی

برای انتقال سازة ژنی به اگروباکتری استفاده  GFPژن 

 CSIROاین ناقل در مؤسسۀ  به GFPشد. افزودن ژن 

را تنها پس از های مثبت  ، امکان ردیابی کالوس1سترالیاا

فراهم کرده است و به سازی  روز از تراریخت 1گذشت 

این ترتیب با ابزاری بسیار مطمئن، میزان موفقیت کار 

 در زمانی کوتاه بررسی شد. 

های  های مسیر بیوسنتز متابولیت سازی ژن خاموش

ها،  رک عمل ژنجمله فلاونوئیدها با اهداف د ثانویه از

                                                                                  
1. Commonwealth Scientific and Industrial Research 

Organization, Plant Industry, Australia 

ها در فرایندهای رشد و نمو و  نقش محصولات آن

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 برای .)

ها و  ها از مکانیسم کردن بیان ژن کاهش یا خاموش

ابزارهای مختلفی استفاده شده است که از مؤثرترین 

سازی و کاهش بیان  است. خاموش RNAiها کاربرد  آن

ابزاری سودمند برای مطالعۀ  RNAiژن با استفاده از 

 های کلیدی مسیر کنندة آنزیم های کد عملکرد ژن

و  CHS ،OMT ،GT1 ،DFRجمله  بیوسنتز فلاونوئیدها از

ANS ( 2011 ,.بوده استet alSchwab  روش .)

ihpRNA سازی  روشی با کارایی بالا برای اجرای خاموش

به  ihpRNAوسیلۀ  سازی به است. خاموش RNAiتوسط 

ها برای مطالعۀ عملکرد  همراه آنالیز طیف متابولیت

 د رشد و نمو بسیار مفید استهای ناشناخته در فراین ژن

(Hoffmann et al., 2006)جمله تا کنون برای   . از

 Medicago truncatulaدر  CHSسازی ژن  خاموش
(Wasson et al. 2006و توت ) ( فرنگیHoffmann et 

al., 2006های تراریخت  ( استفاده شده و لاین

 اند.  شده با کارایی بالا ایجاد شده خاموش

سازی توسط  مکانیسم خاموش و ihpRNAروش 

RNAi منزلۀ ابزاری قدرتمند برای  در این پژوهش به

و  F3′Hهای  آگاهی و شناخت بیشتر از عملکرد ژن

F3′5′H ها انتخاب و استفاده شد.  و برهمکنش آن

ها بر محتوای آنتوسیانین،  مطالعۀ تأثیر هر یک از این ژن

لاونوئیدها در ها و یا سایر ترکیبات مسیر ف فلاونول و تانن

انگور، بررسی وابستگی و یا استقلال عمل محصولات 

ها و همچنین آگاهی از مسیرهای احتمالی جایگزین،  آن

طور  ها به سازی و کاهش بیان این ژن نیازمند خاموش

استفاده از   زمان است. در این مطالعه جداگانه یا هم

 های کارا و مؤثر منجر به دستیابی به ها و تکنیک روش

توانند  های تراریخت شد که می توجهی لاین تعداد درخور

منزلۀ ابزارهایی سودمند برای اهداف یادشده استفاده  به

 شوند.
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