
                                                                                   
 

 

  مجله بيوتكنولوژي كشاورزي

 ISCپژوهشي و - لميع

 RNA silencing به روش CLFكردن ژن  خاموش از طريق آرابيدوپسيس زودگلده انهگيا ايجاد

  
  3فاطمه محمودي ،2 ∗∗∗∗ندهمقصود پژوه، 1ندا ديدار
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    چكيده

ي است كه خود تحت كنترل فاكتورهاي مختلف هايكنترل زمان گلدهي نيازمند فعاليت متوالي ژن

نقش مهاركنندگي در آغاز  Curly Leaf (CLF)ها از قبيل برخي از اين ژن .باشندمحيطي و دروني مي

در . كرد را تسريعگياهان  درآغاز گلدهي  توانمي هاژن اين قبيلبا خاموش كردن بنابراين، . گلدهي دارند

بررسي در گياه آرابيدوپسيس جهت  CLFخاموش كردن ژن  براي  RNA Silencingاز تكنيك ،اين تحقيق

سنجاق سري  براي توليد ساختارابتدا، . استفاده شد هاي اين روش در توليد گياهان زودگلدهتقابلي

(Hairpin)ژن اي از ، قطعهCLF  به روشآرابيدوپسيس PCR  در دو جهت سنس و در دو مرحلهتكثير و ،

اكتريوم، آگروب روشبه حاصل وكتور بعد،  در مرحله. همسانه سازي شد pFGC5941سنس در وكتور آنتي

 ،بدست آمده گياهان تراريختهدر رفت، گلدهي همانطور كه انتظار مي. يافتبه گياه آرابيدوپسيس انتقال 

نشان داد كه در  RT-qPCR در تاييد نتايج بدست آمده، آزمايش. گرفت صورت طبيعيگياهان  زودتر از

 يك ژن كه FTبيان ژن  برعكس، گياهان تراريخته كاهش و در CLFبيان ژن  مقايسه با گياهان طبيعي،

توان به مي، RNA Silencing از دهد كهنتايج اين تحقيق نشان مي. ه استمحرك گلدهي است، افزايش يافت

 .كرداستفاده به منظور ايجاد گياهان زودگلده و سريع   يك روش جديدعنوان 

   RNA Silencingگلده،زود گياه تراريخته، CLF، يگلده، Arabidopsis thaliana: كلمات كليدي
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  همقدم

زندگي خود از  گياهان گلدار طي چرخه

زني، رشد  نموي مانند جوانه چندين مرحله

رويشي، گلدهي، لقاح، نمو جنيني و بلوغ دانه 

كه در ) Weidong et al., 2000(كنند عبور مي

فاز رويشي به  انتقال از(اين ميان، آغاز گلدهي 

-حياتي براي گياه مي مهم و مرحله) فاز زايشي

تحقيقات ژنتيك ). Kim et al., 2003(باشد 

منجر به  مولكولي در گياه مدل آرابيدوپسيس

ها شد كه در پاسخ به كشف تعداد زيادي از ژن

عوامل محيطي و دروني باعث تنظيم زمان گلدهي 

اي را تنظيمي پيچيده ها شبكهاين ژن. شوندمي

وابسته به عوامل دهند كه با دو مسير تشكيل مي

تقل و مس) 2كردنو بهاره  1ي نوريدوره(محيطي 

وابسته به و  3خودمختار(از عوامل محيطي 

كنند زمان گلدهي را كنترل مي) يبرلينج

)Blazquez et al., 2001 .(هايژن ي ازيك 

باشد كه يك مي 4FLC ،كليدي در اين شبكه

اين . مي كندرا كد  MADS-boxفاكتور رونويسي 

5به لوكوس  تور مستقيماًفاك
FT ) ژني مهم در

نوري كه در پاسخ به افزايش طول  مسير دوره

 Kardailsky et( )شودروز باعث آغاز گلدهي مي

al., 1999(ّصل شده و از طريق ممانعت از ، مت

                                                          

                                                           

 
1
. Photoperiod  

2
. Vernalization  

3
. Autonomous  

4
. Flowering Locus C  

5
. Flowering Locus T 

 Sheldon( اندازدبيان آن گلدهي را به تأخير مي

et al., 1999( .بيان ژن FLC خود  نيز به نوبه

دي دهاي متعها و مهار كنندهكنندهفعال ط توس

 هايمسيربراي مثال، فعال شدن . شودكنترل مي

 عثبا، در پاسخ به سرما كردن خودمختار و بهاره

گلدهي  و در نتيجه شروع، FLC ژن مهار بيان

در غياب ). Michaels et al., 2001(شود مي

كمپلكس مهم ديگري بنام نيز  كردنمسير بهاره 

CLF-PRC2  بيانFLC  و همچنينFT  را مهار

 پيچيده در اين شبكه). He, 2009(كند مي

شناخته  E(z)يك همولوگ گياهي  CLF تنظيمي،

 كمپلكسباشد كه در مي Drosophilaشده در 

PRC2 تون متيل نقش كليدي داشته و يك هيس

و  FTعملكرد خود، بيان  ترانسفراز است كه با

FLC كار را به روش اپي نمايد و اينرا مهار مي-

گروه متيل بر روي ليزين  سه انتقالژنتيك و با 

در كروماتين ، )H3 )H3K27me3هيستون  27

  ). Czermin et al., 2002(دهد آنها انجام مي

 محققان با بررسي گياهان جهش يافته

اند عملكرد دقيق برخي از آرابيدوپسيس توانسته

. ن كنندهاي درگير در مسير گلدهي را تعييژن

 ،clf جهش يافته انگياه تحقيقات انجام شده روي

و  FTهاي ژنبيان نشان داد كه در غياب اين ژن، 

FLC يابدايش يافته و گلدهي گياه تسريع ميافز. 

-CLFدهد كه كمپلكس اين فنوتيپ نشان مي

PRC2 تري روي بيان اثر مهار كنندگي قويFT 

 ته در گياهتوانس FTبنابراين . دارد FLCنسبت به 

با بيان قوي خود باعث تسريع  clf جهش يافته
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 ;Jiang et al., 2008(گلدهي شود 

Pazhouhandeh et al., 2011 .(،ژن  بنابراين

CLF  و از گلدهي دارد آغاز در  كليدينقش يك

و در نتيجه، طريق دستكاري بيان اين ژن 

 توان اهداف مختلفميدستكاري زمان گلدهي، 

 . را دنبال كرد تصادياق و تحقيقاتي

و گياهان  اكثر محصولات مهم كشاورزي

-به نحوي وابسته به گلدهي مي دارويي و زينتي

اوليه اي كه گلدهي يا هدف باشند، به گونه

مستلزم محصول است و يا توليد يك محصول 

، با داشتن شرايط آب راينبناب. باشدمي گلدهي آن

ي ياهانن گدر چنيتسريع گلدهي  ،مناسبو هوايي 

تا به  .ي داشته باشدبسيار مطلوب تواند نتيجهمي

از حال كارهاي زيادي در كنترل زمان گلدهي 

كارگيري يا بو محيطي مهندسي شرايط طريق 

از آنجا كه . استانجام شده هاي رشد تنظيم كننده

هاي توليد شده و ث افزايش هزينهاين ابزار باع

محدود شده تركيبات شيميايي  همچنين استفاده از

هاي جايگزين براي مهندسي است، لذا روش

كه  اندآغاز شده) شامل بيوتكنولوژي(گلدهي 

هاي مولكولي وابسته به آن فهم مكانيسم مستلزم

اين تحقيق، امكان  در .(Nocker, 2001) باشدمي

توليد گياهان زودگلده از طريق خاموش كردن ژن 

CLF ز ، با استفاده ادر گياه آرابيدوپسيس

 RNA Interferenceيا   RNA Silencingتكنيك

  .گرفته استمورد بررسي قرار 

  

  

  

  هامواد و روش

در  CLF ژن اي ازقطعههمسانه سازي 

ساخت وكتور  جهت : pFGC5941وكتور 

يك قطعه از حاوي ساختار سنجاق سري، ابتدا 

cDNA  ژنCLF  به طول آرابيدوپسيس تاليانا

 آغازگريك جفت با استفاده از  جفت باز 400

 ).A-3و  A1-شكل(اختصاصي تكثير گرديد 

براي همسانه سازي اين قطعه در دو جهت، به 

-BamHIو  XbaΙ-XhoIبرشي  هايجايگاهترتيب 

NcoI  توالي آغازگر . تعبيه شد هاآغازگردر

 Forward: AAT CTA GAC TCG( ستقيمم

AGA TGG CGT CAG AAG CTT CGC C (

 Reverse: AAC CAT( معكوسآغازگر و 

GGG GAT CCT AGG ACG TAA GGA 

AAT TTT GAC( واكنش  . بودPCR  30با 

به مدت  C 50°ثانيه،  20به مدت  C 92°چرخه 

. ثانيه انجام شد 30به مدت  C 74°ثانيه و  20

 و NcoIهاي با آنزيمبرش از پس  PCRمحصول 

XhoI با استفاده از ژل آگارز با  خالص سازي و

 NcoI برشي هايجايگاهدر بين  دماي ذوب پايين،

. همسانه سازي شد pFGC5941وكتور  XhoIو 

ژن مقاومت به كانامايسين  اين وكتور كه حاوي

در باكتري و ژن مقاومت به  انتخابگربه عنوان 

-ميدر گياه  انتخابگربه عنوان  Basta علف كش

 MCS (Multiple Cloning Site) داراي دو باشد،

 CHS )Chalcone كه توسط اينترون است

Synthase (انداز هم جدا شده ) 2شكل( .

در  تكثير شده بنابراين، در اين مرحله، قطعه

-و پايين CHSدر بالادست اينترون  ،جهت سنس
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-شكل( قرار گرفت 35S  CaMVردست پروموت

B1( .در مرحله م، پس از تاييد همسانه سازي دو

 اين قطعه در جهت سنس با استفاده از واكنش

PCR  آغازگرجفت با )pFGC-F-2587: 5′-

AAT CCC ACT ATC CTT CGC AAG 

ACC-3′ وpFGC-R-2917: 5′-CTT TCT 

ACC TTC CCA CAA TTC GTC G-3′ ،

استفاده از با جفت بازي  400 قطعه، )B-3شكل 

 MCSدر جايگاه  ،BamHIو  XbaIهاي آنزيم

م وكتور حاصل از مرحلهدو ل، همسانه سازي او

- در جهت آنتي مذكور قطعهبا اين عمل، . شد

 وارد شده در مرحله خلاف جهت قطعه(سنس 

دست اينترون در پايينو ) لاوCHS  دگرديوارد 

م نيز به دو همسانه سازي مرحله. )C1-شكل(

 آغازگريك جفت استفاده از با و  PCR روش

بالا دست و نواحي وكتور در به متصل شونده 

-pFGC-F(نه سازي همساپايين دست محل 

3505: 5′-CAG ACA GAT GTT TCC CAG 

CGA G-3′ وpFGC-R-4291: 5′-AAA CCG 

GCG GTA AGG ATC TGA G-3′ شكل ،C-

انتقال وكتور طراّحي شده به  .تاييد گرديد) 3

  نوتركيبوكتور  :گياه آرابيدوپسيس

pFGC5941  حاصل كه حاوي ساختار سنجاق

 CLFژن  cDNAجفت بازي از  400 سري قطعه

باشد، به روش شوك الكتريكي به مي

، استرين  Agrobacterium tumefaciensباكتري

LBA4404هاي بدست آمده، كلني. ، منتقل شد

، براي انتقال ساختار PCRپس از تاييد به روش 

سنجاق سري به گياهان آرابيدوپسيس به روش 

Floral dip (Bent, 2006)   شكل (شدند استفاده

D-1 .(هاي آگروباكتريوم اين كار، تك كلني براي

 LBليتر محيط ميلي 3حاوي وكتور نوتركيب در 

 mg/l(هاي كانامايسين بيوتيكمايع حاوي آنتي

كشت و به مدت ) mg/l 100(و ريفامپيسين ) 30

 rpmيك شب در انكوباتور شيكردار با سرعت 

оو دماي  200
C 28 100سپس، . رشد داده شدند 

ليتر از ميلي 25ها به شت باكتريميكروليتر از ك

ها انتقال بيوتيكمايع حاوي همان آنتي LBمحيط 

يافت و به مدت يك شب در شرايط قبلي رشد 

هاي بعد، كشت در مرحله. داده شدند

 rpmدقيقه و با سرعت  10آگروباكتريوم به مدت 

هاي باكتري سانتريفيوژ شد و رسوب سلول 4000

كشت مايع دوباره غوطه حيط ليتر از مميلي 25در 

هاي باكتري با در نهايت، از غلظت. ور شد

OD600  براي ترانسفورماسيون  4/0- 5/0برابر

بدين ترتيب . گياهان آرابيدوپسيس استفاده شد

در ) اكوتيپ كلمبيا(كه، گياهان آرابيدوپسيس 

گلخانه نگهداري شدند تا به فاز گلدهي وارد 

بيدوپسيس درون هاي گياه آراسپس، گل. شوند

محلول آگروباكتريوم حاوي وكتور نوتركيب يك 

دقيقه فرو برده شد و به مدت دو روز توسط 

بذرهاي . پلاستيكي تيره رنگ پوشانده شدند

گياهان آرابيدوپسيس ترانسفورم شده جمع آوري 

MS)و در محيط انتخابي 
1
+ Basta

2
 10 mg/l) 

                                                          

                                                           

 
1
. Murashige and Skoog 

2
 Phosphinothricin 
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دند ريخته انتخاب و گزينش شگياهان ترا و كشت

  ).B-4و  A-4شكل (

   

  

  

 
 

تكثير يك قطعه  CLF (A.و انتقال آن به گياه آرابيدوپسيس به منظور خاموشي ژن  RNAi مراحل ايجاد سازه -1شكل 

ه در همسانه سازي اين قطع B). هاي برشي آنزيميتوسط آغازگرهاي حاوي جايگاه CLFجفت بازي از ابتداي ژن  400

  D). سنسدر جهت آنتي pFGC-insertهمسانه سازي همين قطعه در وكتور  C). در جهت سنس pFGC5941وكتور 

  .نهايي به آرابيدوپسيس انتقال اين سازه

Figure 1- Steps of making RNAi construct and transformation to Arabidopsis in order to 

extinction of CLF gene. A) 400 bp fragment amplification from the beginning of CLF gene with 

primers containing enzyme cutting sites. B) Cloning of this fragment into pFGC5941 vector in 

sense direction. C) Cloning of this fragment into pFGC-insert in antisense direction. D) 

Transformation of final construction into Arabidopsis.  

D 

A 

C B 
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مناسب  RNAi كه براي ايجاد سازه MCSمابين دو  CHSAحاوي اينترون  pFGC5941ي وكتور نقشه -2شكل 

  .است

Figure 2- pFGC5941 vector map containing CHSA intron between two MCSs that is suitable for 

creation of RNAi construction.  

اهان زمان گلدهي گي :بررسي گياهان تراريخته

آنها با گياهان شاهد  نسل دوم و مقايسه تراريخته

با تعيين تاريخ دقيق شروع گلدهي و تعداد برگ 

  ).C -5و  B -5شكل (در زمان گلدهي بررسي شد 

و تاييد حضور فيزيكي ساختار  DNAاستخراج 

 DNAبراي استخراج  :سنجاق سري در ژنوم

 ,Clarke)استفاده گرديد  CTABژنومي از روش 

 از گرم ميلي 200 براي اين منظور، حدود. (2009

 500 با همراه چيني هاون درون گياه هايبرگ

 در. شد ساييده خوبي به CTAB بافر از ميكروليتر

 5/1 استريل تيوب به هاون محتويات همه ادامه

 در دقيقه 20 مدت به و شده منتقل ليتريميلي

 از حجم يك سپس. گرفت قرار C65° دماي

 دقيقه 5 مدت به و اضافه هانمونه به كلروفورم

 دقيقه سانتريفيوژ 5 پس از. انجام گرفت ورتكس

 رويي فاز ،rpm 13000 سرعت با اتاق دماي در

 به روش DNA شده و منتقل جديد تيوب به

 از رسوب حاصل پس. شد داده رسوب اتانول

 30-50اي آزمايشگاه، در دمدر  شدن خشك

براي  .گرديد لح استريل مقطر آب ميكروليتر

ژن مورد نظر در گياهان تاييد حضور ترانس

 DNAآرابيدوپسيس، پس از استخراج  تراريخته

هاي گياهان گزينش شده،  واكنش ژنومي از بافت

PCR  با استفاده از جفت آغازگرهاي اختصاصي

به  C 92°چرخه  30متصل شونده به وكتور با 

 C 74°ثانيه و  20به مدت  C 50°ثانيه،  20مدت 

  .ثانيه،  انجام گرفت 30به مدت 
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 CLFجفت بازي از ابتداي ژن  400 تكثير قطعه) A%. 1بر روي ژل آگارز  PCRالكتروفورز محصولات  نتيجه -3شكل 

-pFGC-Fو  pFGC-R-2917(آغازگرهاي  به وسيلهدر جهت سنس  همسانه سازيتاييد  B). DNA، ماركر Mو ) 1(

جفت بازي از روي وكتورهاي  730 و قطعه) c(خالي  pFGCجفت بازي از روي وكتور  330 تكثير قطعه ):2587

جفت بازي در جهت  400 همسانه سازي موفّق قطعه نشان دهنده) 2و1(اول همسانه سازي  نوتركيب حاصل از مرحله

-pFGC-Rو  pFGC-F-3505(سنس به وسيله آغازگرهاي تاييد همسانه سازي در جهت آنتي C) .باشدسنس مي

جفت بازي از روي وكتورهاي  1186 و قطعه) c(خالي  pFGCجفت بازي از روي وكتور  786 تكثير قطعه): 4291

جفت بازي در جهت  400 همسانه سازي موفّق قطعه نشان دهنده) 2و1( ،دوم همسانه سازي نوتركيب حاصل از مرحله

  ..باشدسنس ميآنتي

Figure 3- Electrophoresis result of PCR production on 1% agarose gel. A) 400 bp fragment 

amplification from the beginning of CLF gene (1) DNA ladder (M). B) Confirmation of cloning 

in sense direction by pFGC-R-2917 and pFGC-F-2587 primers: Amplification of 330 bp and 730 

bp fragments respectively from pFGC-Ø (c) and recombination vectors have been obtained from 

first cloning (1and 2), illustrating successful cloning of 400 bp fragment in sense direction. C) 

Confirmation of cloning in antisense direction by pFGC-F-3505 and pFGC-R-4291 primers: 

Amplification of 786 bp and 1186 bp fragments respectively from pFGC-Ø (c) and 

recombination vectors have been obtained from second cloning (1and 2), illustrating successful 

cloning of 400 bp fragment in sense direction. 
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گياهان  T-DNA .((Aمقاومت روي ( MS+Bastaآرابيدوپسيس در محيط انتخابي  هان تراريختهگزينش گيا -4شكل 

لنسل او .(B ل گزينش گياهان تراريختهنسل او .(C لم بدست آمده از بذرهاي گياه منتخب نسل اوگياهان نسل دو.  

Figure 4- Selection of transgenic Arabidopsis plants by the selection medium MS+Basta 

(resistance on T-DNA). A) T1 plants. B) Selection of T1 transgenic plants. C) Obtained T2 plants 

from seeds of selected T1 plant.  

  

 PCRو  cDNA سنتز ،RNA استخراج

 مختلف هايبافت از كل RNA استخراج :كمي

 روش ابنسل دوم  تراريخته آرابيدوپسيس گياهان

 شد انجام) ، ميكروژنTrizol( تريزول

(Pazhouhandeh et al., 2011) .كار اين براي 

 و شده خرد مايع ازت در گياهي بافت گرم 2/0

 200 سپس،. شد ذوب تريزول ليترميلي يك در

 مخلوط از پس و شده اضافه كلروفورم ميكروليتر

  rpmسرعت با دقيقه 15 تمد به هانمونه شدن،

 انتقال از پس. شدند سانتريفيوژ C 4°در  15000
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 استفاده از با RNA ،به تيوب جديد رويي فاز

 كميت و كيفيت .شد داده رسوب ايزوپروپانول

 و%) 1( آگارز ژل الكتروفورز روش دو با هانمونه

با  cDNA سنتز. ندشد بررسي اسپكتروفوتومتر

 از شده استخراج RNAاز ميكروگرم 4 استفاده از

 آغازگر و dT آغازگر از استفاده با و هاگل

 براي شده ذكر روش اساس بر و هگزامر تصادفي

) Invitrogen شركت( RT Superscript III كيت

 هايبراي بررسي ميزان بيان ژنسپس  .شد ساخته

CLF، FT و FLC ،PCR ها و آغازگربا  كمي

و  Pazhouhandehط توس روش توصيف شده

  .)6شكل ( انجام گرفت )2011(همكاران 

  

  
 مقايسه B). (WT)و گياه تيپ وحشي  (Line1, Line2, Line3)آرابيدوپسيس نسل دوم  گياهان تراريخته A) -5شكل 

سن گياهان تراريخته و تيپ وحشي در زمان  مقايسه C). هاي گياهان تراريخته و تيپ وحشي در زمان گلدهيتعداد برگ

  .گلدهي

Figure 4- A) T2 transgenic Arabidopsis (Line1, Line2, Line3) and wild type plant (WT). B) The 

comparison of leaves number in transgenic and wild type plants at flowering time. C) The 

comparison of transgenic and wild type plants age at flowering time. 
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با  CLF hp بيان كننده گياهان تراريخته) C( FTو ) CLF )A( ،FLC )Bهاي mRNAسطوح  مقايسه -6شكل 

  .كمي RT-PCRبا استفاده از  و گياهان تيپ وحشي clfگياهان موتانت 

Figure 6- Comparison of CLF (A), FLC (B) and FT (C) mRNA levels in CLF hp transgenic 

plants with the clf mutant and wild type plants by the qRT-PCR technique. 

  

  نتايج و بحث

اين تحقيق به منظور بررسي امكان تسريع 

با  CLFگلدهي از طريق خاموش كردن بيان ژن 

. انجام گرفت RNA Silencingاستفاده از تكنيك 

به  CLFكوچكي از ژن  قطعهبراي اين كار، ابتدا 

 همسانه سازي pFGC5941در وكتور اي گونه

 يك ،گياه هدفهاي در سلولواند شد كه بت

RNA ايدو رشته )dsRNA( اين . توليد كند

همولوگ  CLFاز نظر توالي با ژن هدف  مولكول

 هاي كوچك حاصل از آنRNA و است

)siRNA( منجر به تجزيه توانندمي mRNA هاي

منظور قطعه  راي اينب. )1شكل ( شوند CLFژن 

گياه مدل  CLFاز ژن  جفت بازي 400

 )A-3شكل ( تكثير PCRيدوپسيس به كمك آراب

سنس درون وكتور و در دو جهت سنس و آنتي

pFGC5941 هاي برشي در به كمك جايگاه
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 همسانه سازي CaMV 35Sدست پروموتر پايين

ح اين قطعه در دو همسانه سازي صحيه و شد

 PCRسنس، با استفاده از جهت سنس و آنتي

ر حاصل، وكتو). C -3و  B -3شكل(گرديد تاييد 

به  Floral dipبه روش  و به كمك آگروباكتريوم

ه و گياهان تراريخت يافتگياه آرابيدوپسيس انتقال 

گزينش شدند  Bastaحاوي  MSروي محيط 

پس  تراريختدر گياهان رود انتظار مي. )4شكل (

 هاي، مولكولانتقال يافته قطعه رونويسي از

 هايتوالياز طريق اتصال  dsRNA سنجاق سري

اين ساختار سنجاق  .شوندتوليد  تكرار معكوس

سري در گياه توسط اندونوكلئازهايي به نام 

Dicer  شناسايي و بهsiRNA يك . شكنندمي

كوچك، درون  ايهاي دو رشتهRNAرشته از اين 

 RISC )RNA Induced Silencingكمپلكس 

Complex( گيرد تا اينكه جاي ميmRNA 

را شناسايي كرده و با  CLFرونويسي شده از ژن 

 RNaseاين كمپلكس با خاصيت . شودجفت آن 

H  خرد شدنخود باعث mRNA  ژنCLF  در و

خاموشي آن در سطح پس از رونويسي نتيجه، 

. )D-1شكل ( )Tehseen et al., 2010(شود مي

وقوع اين پديده در گياهان تراريخت بطور غير 

اس بر اسكه مستقيم به اثبات رسيد، به طوري 

-سطوح رونوشت ،كمي RT-PCR نتايج آزمون 

در گياهان تراريخت حاصل بطور  CLFهاي ژن 

معني داري نسبت به گياهان تيپ وحشي كاهش 

رفت، همچنانكه انتظار مي). A-6شكل(يافته بود 

سريعتر از گياهان تيپ م نسل دو تهگياهان تراريخ

. )A-5شكل (گلدهي شدند  وحشي وارد مرحله

م نسل دو تعدادي از گياهان تراريختههمچنين، 

خاموش دليل ه تواند بقادر به رشد نبودند كه مي

به نظر . در اين گياهان باشد CLFژن  شديد نشد

بيان ژن ، گلده حاصلگياهان زوددر رسد مي

CLF  بطور نسبي كاهش يافته است و حتي

هاي مختلف حاصل ي لاينتفاوت در زمان گلده

 CLFتفاوت در ميزان خاموشي توان به را نيز مي

-RTاين موضوع با استفاده از آزمون . نسبت داد

PCR تاييد شد، بطوريكه بيان  كميCLF  در لاين

ها صورت لاين م كه گلدهي آن سريعتر از همهدو

ها كاهش بيشتري نشان لاين گرفت، نسبت به بقيه

اي در مكانيسم كاهش بيان اين ژن به اندازه .داد

هي نقش اساسي دارد كه مسيرهاي شروع گلد

در اين مكانيسم توان جبران كمبود ديگر موثر 

 رفت، همچنان كه انتظار مي .اين ژن را ندارندبيان 

RT-PCR نشان داد روي گياهان تراريخته  كمي

افزايش يافته شدت در اين گياهان به  FTكه بيان 

برطرف توان گفت كه مي). C -6شكل ( است

در اثر  FTيون از روي كروماتين شدن مهار متيلاس

) از استكه يك متيل ترانسفر( CLFكاهش بيان 

باعث  ،ساختار سنجاق سري ايجاد شده به وسيله

   .شده است FTافزايش بيان 

  

گلدهي علاوه بر اينكه ايجاد صفت زود

نوبر با ارزش  تواند منجر به توليد ميوهمي

تواند مي اقتصادي بالاتر شود، در برخي مناطق نيز

به (براي انجام كشت دوم در يك فصل زراعي 

كاربرد داشته ) رشد گياه دليل كوتاه بودن دوره

 در FT ژن انتقال از استفاده با تحقيقاتي در. باشد
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 زودگلده گياهان اركيده و اطلسي آرابيدوپسيس،

و تحقيق  Huang et al., 2012( شده است ايجاد

 گياه در ديگر تحقيقي در). چاپ نشده نويسنده

 در miR159 كردن خاموش با Gloxinia زينتي

 آن زياد كردن بيان با و زودگلده فنوتيپ گياه اين

 ,.Li et al( آوردند بدست ديرگلدهي را صفت

 جو در نيز miR171 حد از بيش بيان. )2013

 ,.Curaba et al( شد گياه اين ديرگلدهي سبب

 در SOC1 ژن بيشتر بيان با همزمان). 2013

 Ding( شدند زودگلده گياهان توليد باعث اركيده

et al., 2013 .(ژن بيشتر بيان Long Vegetative 

Phase One (LOV1) نيز آرابيدوپسيس به متعلق 

 شد آن گلدهي در تاخير باعث اي لپه تك يك در

)Xu et al., 2012.(  خود  به نوبهحاضر پژوهش

اي هاي تحقيقاتي در راستپروژهلين اوجزو 

-در ايران مي RNA Silencingكاربردي كردن 

باشد و نتايج اين تحقيق روي گياه مدل 

براي زودگلده  توانآرابيدوپسيس نشان داد كه مي

كردن ديگر گياهان مهم از نظر اقتصادي و 

. داز اين تكنولوژي استفاده كركشاورزي 

توانند ريخت ايجاد شده، ميهمچنين، گياهان ترا

در گياه و بررسي  CLFف ديگر براي كشف وظاي

 هاي مختلف اين ژن مورد استفاده قرارجنبه

  .گيرند

  

  سپاسگزاري

با تشكر از آزمايشگاه گروه بيوتكنولوژي 

كشاورزي دانشگاه شهيد مدني آذربايجان 

خصوصا آقاي دكتر محمد احمدآبادي بخاطر 

مشاوره هاي ارزشمندشان و همچنين از همكاري 

لي و مولكولي گياهي انيستيو بيولوژي سلو

(IBMP) اين مقاله برگرفته . استراسبورگ فرانسه

-از پايان نامه كارشناسي ارشد خانم ندا ديدار مي

باشد كه توسط معاونت پژوهشي دانشگاه شهيد 

.مدني آذربايجان حمايت مالي شده است
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Abstract 

The control of flowering time requires activation of a cascade of successive genes 

which are affected by several internal and external factors. Some of these genes, such as Curly 

Leaf (CLF), have inhibitory effect on flowering. Thus, by silencing of these genes, initiation 

of flowering can be accelerated. In this research, the RNA Silencing technology is used to 

investigate the possibility of production of early-flowering plants via CLF silencing. First, in 

order to produce hairpin structure, a fragment of CLF gene of Arabidopsis thaliana was 

amplified by PCR and then cloned in two sense and antisense directions, into pFGC5941 

vector. The resulted recombinant vector was then transferred into Arabidopsis plants via 

Agrobacterium method. As expected, initiation of flowering was accelerated in transgenic 

plants in comparison with the wild-type plants. In agreement to the obtained results, RT-

qPCR analysis showed that CLF expression in transgenic plants was decreased in comparison 

with the wild-type plants. In contrast, FT (a gene which induces flowering) expression was 

increased in transgenic plants. These results show that RNA silencing as a novel and time-

saving biotechnological method could be applied to generate early-flowering plants. 

 

Key words: Arabidopsis thaliana, Flowering, CLF gene, Early flowering, RNA silencing. 
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