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با استفاده   (Petunia hybridaگیاه اطلسی ) بر محتوای فلاونوئیدیخاموشی ژن چالکون ایزومراز  ریتأث

 RNAi فناوریاز 

 1و مسعود فخرفشانی 3، نسرین مشتاقی2، عبدالرضا باقری،*1فاطمه کیخا آخر

 استادیار، گروه ژنتیک و تولید گیاهی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه جهرم، جهرم  -1

 استاد، گروه بیوتکنولوژی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه فردوسی مشهد، مشهد  -2

 دانشیار، گروه بیوتکنولوژی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه فردوسی مشهد، مشهد  -3

 (20/06/1401 :تاریخ پذیرش - 12/04/1401 )تاریخ دریافت:

 چکیده 

با    افته ی رییبا رنگ گل تغ  یدیارقام جد  راًیاست. اخ  یباغبان  دیدگاه از    یاهی گ   نژادگرانبه  یاهداف برا  ترینمهماز    یکیرنگ گل  

  ی هادانهرنگآن، کاهش مقدار    یها روش  نیثرترؤ از م  یکیاند که  حاصل شده  کیژنت  ی مهندس  لی از قب  نینو   یهایاستفاده از فناور

  ی امکان بررس   RNAi. روش  باشدیها مآن  وسنتزیب  یبرا  ازیمورد ن  یضرور  یهامیآنز  ت یاز فعال  انعت مم  لهیوسهگل ب  یداخل

 ی هااز ژن  یکی  عنوانبه(  chi)  زومرازیپژوهش، نقش ژن چالکون ا  نیرنگ گل را فراهم کرده است. در ا  دیدر تول  لیدخ  یهاژن

  RNAiو ساخت سازه    یبا طراح  ،شیآزما  نیشد. در ا  یبررس  RNAi  شبا استفاده از رو  هانیانی آنتوس  یوسنتزی ب  ریدر مس  یدیکل

  ی مورد بررس  اهان یاز گ   کی هر    ن یانیآنتوس  یقرار گرفت. محتوا  ی مورد بررس  ی اطلس  اهیبه گ   یسازه خاموش   داری، انتقال پاchiژن  

برابر نسبت به شاهد کاهش نشان    5/ 6مشاهده شد که    1بیشترین کاهش بیان ژن در فنوتیپ نوع  شد.    ی ریگ استخراج و اندازه   زین

 پژوهش  نیا  جینتا   ،یطور کلبهدرصدی را نسبت به شاهد نشان داد.    24های تراریخت کاهش  نارنجنین نیز در لاین  داد. مقدار

  های اطلسی گل  دانهرنگهای مرتبط با مسیر تولید  ژن  یروش کارآمد در خاموش  کی   عنوانبه  تواندیم  RNAiنشان داد که روش  

نقش   ن،یبر ا برد. علاوه  یها پنیان یمختلف از جمله آنتوس  باتیترک   ی وسنتزی ب  ریدر مس  هابه نقش آن ژن قیطر  نیعمل کند و از ا

در   تواندیشد که م مشخص یاطلس اهی در گ  ها نیانیآنتوس یوسنتز ی ب ر یدر مس مؤثر یهااز ژن ی کی  عنوانبه زومرازیژن چالکون ا

 نقش داشته باشد. اهیگ  نیرنگ در ا دیتول

 RNAiخاموشی ژن، آنتوسیانین، اطلسی، چالکون ایزومراز،    :گان کلیدیواژ
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 مقدمه

  ، ها پرورش آن و تولید ارقام جدید گیاهان زینتی و تکثیر و  نژادی  به 

 Datta, 2020; Ahn)   عتی رو به رشد و در حال گسترش است صن 

et al., 2020; Bhattarai and Van Huylenbroeck, 2022  .)  تداوم

ارائه ارقام جدید  وابسته به تولید در صنعت گل و گیاهان زینتی، 

کلی، تنوع یک اصل    طور به باشد.  با رنگ و شکل متفاوت می 

نباتات بر ایجاد  است و امروزه اصلاح نژادی  به اساسی در هر برنامه  

ارزیابی و تکثیر ژنوتیپ  انتخاب،  های مطلوب تکیه دارد  تنوع، 

 (Ahloowalia and Maluszynski, 2001 ) . 

با فراهم کردن شرایط لازم برای مهندسی  زیستی    های فناوری 

و   متابولیکی  ایجاد خصوصیات جدید در    تبع به مسیرهای  آن 

کارایی   بهبود  به  شایانی  کمک  است  توانسته  زینتی  گیاهان 

  منظور به و کوتاه کردن این فرآیندها نماید.  نژادی  به های  برنامه 

ز  خاص، باید ترکیبات خاصی ا   رایحه ایجاد یک گیاه با رنگ و  

 (. Dixon, 2005طریق تغییر در مسیر متابولیکی تجمع یابند ) 

بسیار    دارگلاز صفات مهمی که در مهندسی ژنتیک گیاهان  

می  است  گرفته  قرار  توجه  اشاره  مورد  گل  رنگ  به  توان 

 To and Wang, 2006; Nishihara and)داشت  

Nakatsuka, 2011  .)رنگ گل،    کننده یینتععامل    ترینمهم

 ;Tanaka et al., 2009باشند )می  ها دانهرنگاجزای سازنده  

Keykha et al., 2016a.)   این  موفقیت از  استفاده  با  هایی 

داوودی،   اطلسی،  ژربرا،  رز،  قبیل  از  گیاهانی  در  روش 

هایی در  دستورزینتیجه  میخک، تورنیا و ... ایجاد شده که  

ف از  )گروهی  آنتوسیانین  محتوای  که  مقدار  لاونوئیدها 

کنند( و کاروتنوئیدها  ترکیبات قرمز، بنفش و آبی تولید می

قرمز   و  نارنجی  زرد،  رنگ  که  ایزوپرنوئیدها  از  )گروهی 

 (.Potera, 2007) باشدمیکنند( در این گیاهان تولید می

رایج نوع  فلاونوئیدها  ساختار    هادانهرنگترین  با  گیاه  در 

باشند که بیشترین کربنی و محلول در آب می  15شیمیائی  

آن  واکوئلتجمع  در  میها  مشاهده  -Delgado)گردد  ها 

Vargas et al., 2000; Tanaka and Ohmiya, 2008  .)

مقدار ساده کاهش  گل،  رنگ  تغییر  برای  راهکار  ترین 

ب  یهادانهرنگ گل  ممانعت  هداخلی  های  آنزیموسیله 

آن بیوسنتز  برای  نیاز  مورد  این ها میضروری  از  که  باشد 

می رنگ  طریق  تولید  در  ژن  آن  نقش  به  برد توان    پی 

(Nishihara and Nakatsuka, 2011  روش  .)RNAi  

  دو   RNAفقط از چند مولکول    ،ابزار قدرتمندعنوان یک  به

برای خاموشی بیان ژن در سلول   (dsRNAای کوچک ) رشته 

روشی آسان و سریع برای تعیین   عنوان به کند و  استفاده می 

است ع  شده  گرفته  نظر  در  ژن  نتایج  ملکرد  های پژوهش . 

های انجام شده نشان داده است که این روش در شناسایی ژن 

نیز   ها دانه رنگ دخیل در مسیر بیوسنتزی   و تغییر رنگ گل 

 ( Sannikova, 2020; Khan et al., 2022)  است   مؤثر 

( محبوبPetunia hybridaاطلسی  از  یکی  گیاهان (  ترین 

خانواده   از  گلدانی  آمریکای    Solanaceaeزینتی  بومی  و 

یک   عنوانبهجنوبی است که پتانسیل خوبی برای صادرات 

گلدانی بهدارد  گیاه  وسیعی  به  علاوه،  سبز طور  فضای  در 

از کشورها   بسیاری  در  قرار  شهری  استفاده    گیرد یممورد 

(Tsuda et al., 2004این گیاه دارای گل .)های  هایی با رنگ

مختلف و متنوع از قبیل بنفش، ارغوانی، زرشکی، صورتی،  

جایگاه  در رنگ،  این تنوع    دلیلبهباشد که  قرمز و سفید می

اختصاص داده است    در صنعت تولید گل به خود  ایویژه

(Keykha et al., 2016b)  با توجه به مطالب ذکر    ،بنابراین؛

در تعیین عملکرد یک    RNAiشده از جمله قابلیت روش  

ژن از طریق کاهش بیان آن و اهمیت آنزیم چالکون ایزومراز  

در مسیر بیوسنتزی فلاونوئیدها، این تحقیق با هدف بررسی  

در گیاه اطلسی با استفاده از    دانهرنگدر تولید    chiنقش ژن  

 . انجام شده است  RNAi فن

 ها واد و روشم

های اطلسی هلندی در گلدان   یاهانبذر گ :  تهیه مواد گیاهی

گلخانه در  مشهد  پلاستیکی  فردوسی  شرایط    دانشگاه  با 

درجه    21-24گراد دمای شب و  درجه سانتی  16-17دمایی  

و  سانتی روز  دمای  نوریگراد  و    16  دوره  نور    8ساعت 

برگی   6-8در این آزمایش، از  .  کشت شدندساعت تاریکی  

 . شداستفاده 

ژن   حاوی  خاموشی  سازه    RNAiسازه  :  chiطراحی 

توالی    CDSناحیه    بازجفت   530طراحی شده حاوی قطعه  

mRNA  ( ایزومراز  چالکون  اطلسی  chiژن  گیاه   )
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( و  X14589  با شماره دسترسی   1430- 1960)نوکلئوتیدهای  

(  pdkدهیدروژنازکیناز ) پیروات از ژن    ی باز جفت   741قطعه  
  chiسنس ژن  اینترون بود که بین ناحیه سنس و آنتی   عنوان به 

  pBI121  ناقل طراحی شده در  RNAiقرار گرفت. سپس سازه 

 (. 1)شرکت بایونیر، کره جنوبی( )شکل    کلون گردید 

به    chiژن    RNAiانتقال پلاسمید نوترکیب حاوی سازه  

Agrobacterium tumefaciens  :استفاده از سازه    منظوربه

شده گ   یبرا   سنتز  به  ن  یاه،انتقال  نخست  مرحله  به    یازدر 

طری  ژن  یتوال  یحاو  یدپلاسم  یرتکث از  شده   یقسنتز 

 ،با این هدف  .بود  A. tumefaciensی  آن به باکتر  یزشترار

 با استفاده از روش   chiحاوی ژن    pBI121پلاسمیدهای  

الکتریکی    باکتری  شوک  منتقل شدند    A. tumefaciensبه 

(Lin, 1995کلنی .)  هایی از باکتری که حاوی پلاسمیدهای

و با    chiمورد نظر بودند با استفاده از آغازگرهای اختصاصی ژن  

دقیقه،    1  مدت به گراد  درجه سانتی   94شامل دمای  PCRروش  

درجه    72دقیقه و دمای    1  مدت به   گراد سانتی درجه    58دمای  

تکثیر جداسازی شدند.  چرخه    35دقیقه با    1  مدت به   گراد سانتی 

گونه  به  آغازگرها  که یک طراحی  انجام شد  آغازگر  ای  جفت 

کند  را تکثیر می   chiو بخشی از قطعه سنس ژن    35Sناحیه پیشبر  

و ناحیه    chiسنس ژن  و جفت آغازگر دوم، بخشی از قطعه آنتی 

کند. توالی آغازگرها در  را تکثیر می   pBI121ترمیناتور پلاسمید  

 . آورده شده است   1جدول  
 

 
  530. این سازه حاوی  pBI121  ناقل های برشی تعبیه شده در آن در  همراه با آنزیم   chiژن    RNAiسازه طراحی شده    - 1  شکل 

دهیدروژنازکیناز  از ژن پیروات   باز جفت   741( و قطعه  chiژن چالکون ایزومراز )   mRNAتوالی    سنس آنتی از قطعه سنس و    باز جفت 

 (pdk  ) ژن    سنس آنتی اینترون است که بین ناحیه سنس و    عنوان بهchi    قرار گرفته است. این سازه در پلاسمیدpBI121    کلون شد که

 . است   CaMV 35S  یشبر و پ   NOS  یناتور ترم   یسین، ژن مقاومت به کاناما حاوی  
Figure 1. Schematic representation of the RNAi construct used for chi knockdown. chi-RNAi construct 

containing a 530 kb sense and antisense of chi’s mRNA and 741 kb of pdk gene as a spacer intron between sense 

and antisense of chi gene. This construct was cloned in pBI121 plasmid including kanamycin resistant gene, 

NOS terminator and CaMV35S promoter. 
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 PCRاستفاده شده جهت آزمون   chiخاموشی حاوی ژن  ناقلتوالی آغازگرهای اختصاصی  -1 جدول

Table 1. Sequence of specific primers for silencing vector containing chi gene for PCR 

 باز()جفت  PCR محصولطول 
PCR size (bp) 

 آغازگر پسرو 
(5'→3')Reverse primer  

 آغازگر پیشرو 
(5'→3')Forward primer  

 آغازگر
Primer 

607 CAGCATTCGCAGTGCCAGTT CTATCCTTCGCAAGACCC ناحیه ابتدایی 
Promoter 

568 GCGGGACTCTAATCATAAAA AAACTTCTCAATGGCACGAC   ناحیه انتهایی 
Terminator 

2100 GAACTGCTTGCTGTCGGC GCGGTGAGACAATAGGCG'  توالی ویر 
Vir 

 

جهت  :  به گیاه اطلسی   chiنتقال سازه خاموشی حاوی ژن  ا 

اطلسی  تراریخت  گیاه  هم ی  و  برگی  دیسک  روش  با   کشتی از 

استفاده شد.   باکتری و  اگروباکتریوم  از کشت    که ی هنگام پس 

600OD    مدت به رسید، سوسپانسیون باکتری    0/ 4- 0/ 5باکتری به  

درجه    4دور در دقیقه سانتریفیوژ شد )دمای    4500دقیقه در    10

باکتریایی موجود  رسوب  مایع رویی حذف شد و به    گراد(. سانتی 

کشت تلقیح اضافه شد  لیتر از محیط میلی   50در انتهای فالکون،  

تلقیح شامل محیط   محیط )    5مایع حاوی    MSکشت    کشت 

  منظور به  (. بود  میکرومولار استوسرینگون   100 درصد ساکارز و 

برگ  نمونه ضدعفونی  تمامی  ابتدا  بردن  ها،  بین  از  برای  ها 

  1های سطحی با آب شستشو شدند. سپس با محلول  آلودگی 

دقیقه و پس از آن با محلول    10  مدت به درصد هیپوکلریت سدیم  

دقیقه تیمار شدند. شستشوی    10  مدت به   ، در هزار   1کاربندازیم  

استفاده از آب مقطر استریل    آبشویی با   مرتبه   3  با   ها نهایی نمونه 

  ×   0/ 5ها به قطعات کوچک  انجام شد. برگ   ، در زیر هود لامینار 

  فاده شدند. ریزنمونه است   عنوان به متر برش داده شده و  سانتی   0/ 5

دقیقه با محیط کشت    10  مدت به های برگی آماده شده  ریزنمونه 

  محیط کشتی ) هم   کشت   محیط ها به  ریزنمونه شدند.  تلقیح تیمار  

گرم در  میلی   0/ 5و    BAگرم در لیتر  میلی   2حاوی    MS  کشت 

آنتی   NAAلیتر   حاوی  فاقد  و  میکرومولار    100بیوتیک 

  25ساعت در دمای    48  مدت به استوسرینگون( انتقال یافته و  

پس    و در تاریکی قرار داده شدند.   گراد اتاق رشد درجه سانتی 

لقای شاخه انتقال  ا   کشت محیط ها به  کشتی، ریزنمونه از انجام هم 

گرم در    MS  ،30های محیط کشت  شامل نمک داده شدند که  

لیتر  میلی   2لیتر ساکارز،   لیتر  میلی   BAP  ،5 /0گرم در  گرم در 

NAA  ،500   گرم در لیتر  میلی   35گرم در لیتر سفوتاکسیم و  میلی

ریزنمونه آنتی  واکشت  بود.  کانامایسین  هفته  بیوتیک  دو  هر  ها 

سین برای  کشت القاء شاخساره حاوی کانامای روی محیط   ، بار یک 

بیوتیک سفوتاکسیم برای از  و آنتی   یخت ترار های  گزینش لاین 

شد  انجام  اگروباکتریوم  بردن  به  شاخه   . بین  مقاوم  های 

گرم در لیتر  میلی   1زایی حاوی  کشت ریشه   بیوتیک به محیط آنتی 

IBA   .های تراریخت برای سازگاری به خاک  گیاهچه   منتقل شدند

(  1:1کشت گیاهچه شامل پیت ماس و پرلیت ) بستر  منتقل شدند.  

پس    . به اندازه کافی آبیاری شد   ، مین رطوبت أ جهت ت و گیاهان  بود  

ی  از استقرار و سازگاری کامل گیاهان، خصوصیات مورفولوژیک 

 خت و شاهد مورد بررسی قرار گرفت. گیاهان تراری 

:  در گیاهان تراریخت   chiحاوی ژن    RNAi  ناقل شناسایی  

به گیاهان    chiانتقال سازه خاموشی حاوی ژن    تأیید   منظور به 

استخراج   برگ   DNAتراریخت،  و  از  تراریخت  گیاهان  های 

از کیت ستونی استخراج   استفاده  با  شرکت دنا  )   DNAشاهد 

  PCRواکنش  انجام شد.  (  S-1030با شماره کاتالوگ    زیست آسیا 

گیاهان تراریخت با استفاده از دو جفت آغازگر سنتز    تأیید و  

انجام شد. همچنین برای    chiخاموشی حاوی ژن    ناقل شده برای  

عدم آلودگی گیاهان تراریخت و شاهد، یک جفت آغازگر    تأیید 

 (.  1سنتز شد )جدول  طراحی و    vir ژن  

سنتز    RNAاستخراج   استخراج  :  cDNAو  مرحله،  این  در 

RNA   گیاهان تراریخت و شاهد با استفاده از کیت  های  از گلبرگ

استخراج   دنا )   RNAستونی  آسیا    شرکت  شماره  زیست  با 

  منظور به استخراج شده    RNAانجام شد و  (  S-1020کاتالوگ  

 DNase I  (Thermo Scientificهای احتمالی با  حذف آلودگی 

DNase I#EN0525, USA )    دمای سانتی   37در  گراد  درجه 

 دقیقه تیمار شد.   30  مدت به 

ژن  :  qRT-PCRآزمون   تراریخت    chiبیان  گیاهان  در 

خاموشی و گیاهان شاهد، با استفاده از روش    ناقلحاوی  

qRT-PCR    روش از  استفاده  با  نسبی  بیان  تغییر  تعیین  و 

ΔΔCT    .ها نیز با استفاده از نمودار  دقت واکنشمحاسبه شد

تکثیرشده  ذوب رشته این واکنش  .دارزیابی شهای  از    در 

 .(2)جدول  مرجع استفاده شدژن  عنوانبه ef1 Aژن 
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 گیاه اطلسی  qRT-PCRاستفاده شده در  ef1 Aو  chiهای ژن توالی آغازگر -2ل جدو

Table 2. chi and ef1 A primer sequences used in petunia qRT-PCR 

 باز( )جفت  PCR  طول محصول
PCR size (bp) 

 آغازگر پس رو 
 (5'→3' )Reverse primer  

 آغازگر پیش رو 
 (5'→3' )Forward primer  

 نام آغازگر 
Primer name 

137 ACAAACTTCCCTTCTATCTCCAG  TCTCCTCCAGTGTCCGTTAC   ژن چالکون ایزومراز 
chi 

180 GAAGTTTCCTGCTGCGATGG CGGCGTCAACACCTACACC   ژن مرجع 
ef1 A 

 

از  اندازه  استفاده  با  چالکون  و  نارنجنین  مقدار  گیری 

در این مرحله، استخراج فلاونوئیدها  :  ی جذب   یف ط گیری  اندازه 

میزان  تکرار انجام شد و    3با    برای گیاهان تراریخت و شاهد 

نانومتر(، برای هر یک    290نانومتر( و نارنجنین )   369چالکون ) 

-Tm)   از گیاهان تراریخت و شاهد با استفاده از دستگاه نانودراپ 

2000, Thermo Co.  ) شد اندازه  Anderson and)   گیری 

Jordheim, 2006 ) گیری میزان چالکون )پیش ماده  . برای اندازه

ژن  chiژن   )فرآورده  نارنجنین  و   )chi  بر استاندارد  منحنی   ،)

و طبق منحنی  چالکون استاندارد رسم شد    اساس نارنجنین و 

بر   میکروگرم  برحسب  مواد  این  از  یک  هر  مقدار  استاندارد، 

 لیتر تعیین شد.  میلی 

و   آماری تحلیل تجزیه  آزمون برداری نمونه :  های  و  های  ها 

اندازه  و  ژن  بیان  میزان  ارزیابی  به    ی جذب   یف ط گیری  مربوط 

سه  شش تکرار )   پژوهش حاضر در قالب طرح کاملًا تصادفی با 

های حاصل با  . داده ند انجام شد   ( فنی زیستی و دو تکرار   تکرار 

نرم  از  تحلیل  مورد  (  16)نسخه    SPSSافزار  استفاده  و  تجزیه 

و آزمون    tها به روش آزمون  آماری قرار گرفتند. مقایسه داده 

انجام شد و اشکال مربوط به  (  P <0.05) ای دانکن  چند دامنه 

نیز  میانگین  میانگین  به هر  مربوط  انحراف معیار  ها و خطوط 

 رسم گردید.   Excelافزار  توسط نرم 

 نتایج و بحث

لاین  در  ترانسژن  درج  گیاهان :  یختترارهای  بررسی 

تغییرات   و  تراریختی  درصد  نظر  از  شده  سازگار 

اطلسی،   در جریان تراریختیارزیابی شدند.    یکیمورفولوژ 

آبی    120 گل  رنگ  با  آمدبهلاین  بررسی    منظوربه.  دست 

  صورت به  آمده  دست بهی  هانمونه  از بین کل  chiژن  درج  

  بندی شدنددستهدر پنج گروه    نمونه انتخاب و  100  تصادفی

  میانگین نمونه وجود داشت. سپس    20که داخل هر گروه  

  آزمایش   درصد تراریختی   عنوان به و  کل مورد بررسی    یختی ترار 

  یخت ترار های  ژنومی لاین   DNAدر نظر گرفته شد. بدین منظور،  

استخراج شده و با استفاده از دو آغازگر اختصاصی تحت آزمون  

PCR   گیاه مورد بررسی، میزان    100(. از بین  1)جدول    ند قرار گرفت

نمونه،    20نمونه از    16:  1دست آمد )گروه  ه درصد ب   72تراریختی  

نمونه،   20نمونه از    15:  3نمونه، گروه   20نمونه از    13:  2گروه  

نمونه(    20نمونه از    10:  5نمونه و گروه    20نمونه از    18:  4گروه  

متفاوت است که در نتیجه  کارایی انتقال ژن  (.  الف و ب - 2)شکل  

هر یک از گیاهان اطلسی  جر به تفاوت در درصد تراریختی در  من 

است.   تحقیق شده  این  در  بررسی  بررسی عدم    منظور به مورد 

های  با استفاده از ژن   PCRهای تراریخت، آزمون  آلودگی نمونه 

vir   های تراریخت باندی مشاهده  یک از نمونه انجام شد که در هیچ

 (. ج - 2شکل  ) نشد  

مورفولوژیک  خصوصیات  تراریخت لاین   ی بررسی  :  های 

گیاهان تراریخت،    یبررسی تغییرات مورفولوژیک  منظوربه

کامل    طوربهها  های آنای که گلها در مرحلهتمامی نمونه

باز شده بود، مورد بررسی قرار گرفتند. در گیاهان تراریخت  

شد.   مشاهده  گل  رنگ  در  متنوعی  تغییرات  آزمایش،  این 

در  یطوربه گیاهان  این  گرفتند.    5که  قرار  فنوتیپی  کلاس 

( رنگ بنفش را نشان دادند )شکل  B1)  1گیاهان فنوتیپ  

گیاهان شاهد تر از  الف و ب(. بعضی از گیاهان کمرنگ-3

گروه   در  و  )شکل  B2)   2بودند  گرفتند  قرار  در -3(  ج(. 

(  B3های سفید )رگه  رنگیآبتعدادی از گیاهان تراریخت  

(  B4د( و تعدادی نیز حالت شیمری ) -3مشاهده شد )شکل  

های آبی و که طیفی از رنگ  صورت  نیارا بروز دادند، به  

ه(. تعدادی  -3ها قابل مشاهده بود )شکل  بنفش در گلبرگ

هایی به رنگ بنفش داشتند که  ها نیز آبی بوده و لبهاز گل

   و(.-3( قرار گرفتند )شکل B5)  5در گروه فنوتیپی 
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تکثیر شده با آغازگرهای پیشبر و ناحیه سنس ژن    bp  607یید ورود سازه به ژنوم گیاه اطلسی. الف( قطعه  أ جهت ت   PCRآنالیز    - 2شکل 

chi  ؛ ب( قطعهbp  568   سنس ژن  تکثیر شده با آغازگرهای ترمیناتور و ناحیه آنتیchi  1  نشانگر :  1؛ الف و ب( چاهکkbp  20؛ چاهک -
:  3- 7)غیرنوترکیب(؛ چاهک    pBI121: پلاسمید خالص  2؛ چاهک  1kbp  نشانگر :  1؛ چاهک  virژن    kb  2؛ ج( قطعه  خت ی ترار : گیاهان  2

حضور سازه خاموشی در پلاسمید    تأیید : گیاه اطلسی شاهد؛ د(  8؛ چاهک  chiژن    RNAiاطلسی حاوی سازه    خت ی ترار های  لاین 
pBI121    حضور ژن    تأیید نوترکیب و عدم تکثیر در پلاسمید غیرنوترکیب؛kan    و عدم حضور در گیاه شاهد؛    خت ی ترار در گیاهان
: پلاسمید نوترکیب تکثیر شده با  3؛ چاهک  antisense: پلاسمید نوترکیب تکثیر شده با آغازگر  2چاهک  ؛  1kbp  نشانگر   : 1چاهک  

 : گیاه شاهد 10؛ چاهک  kanحاوی ژن    خت ی ترار : گیاهان  5- 9یب؛ چاهک  : پلاسمید غیرنوترک 4؛ چاهک  senseآغازگر  
Figure 2. PCR analysis for conformation of construct introduction to petunia genome. A) Synthesized 607 bp fragment 

with promoter and sense strand of chi primers; B) Synthesized 568 bp fragment with terminator and antisense of chi 
primers; A and B) lane 1: 1kbp size marker; lane 2-20: Transgenic plants; C) vir gene with 2 kb length; lane 1: 1kbp size 

marker; lane 2: Pure pBI121 plasmid (non-recombinant); lane 3-7: Petunia transgenic lines containing chi-RNAi construct; 
lane 8: Control plant; D) Presence of construct in recombinant pBI121 and its absence in non-recombinant plasmid; 

presence of kan gene in transgenic plants and its absence in control plant; lane 1: 1kbp size marker; lane 2: Recombinant 
plasmid replicated with antisense primers (568 bp); lane 3: recombinant plasmid replicated with sense primers (607 bp); 

lane 4: Non-recombinant plasmid; lane 5-9: Transgenic plants containing kan gene; lane 10: Control plant 

 
در رنگ گل لاین  فنوتیپی مشاهده شده  تغییرات  های  تمامی 

مربوط به ژن    RNAiفعالیت سازه  نتیجه  تراریخت مورد بررسی  

chi    بود آنتوسیانینی    ی ها دانه رنگ و خاموشی نسبی مسیر تولید

تولید   کاهش  و    هادانهرنگکه  رنگ  کاهش  نتیجه  در  و 

دنبال  ههای تراریخت نسبت به شاهد را بکمرنگ شدن لاین

رنگ مشاهده سفیدهای  هایی که رگهدر فنوتیپ   داشته است.

اتفاق افتاده بود    ها بیشترشد، احتمالاً خاموشی در آن بخش

مطلق روی داده است(    صورتبهها خاموشی  )در این بخش

و تجمع   دانهرنگ متوقف شدن کامل مسیر تولید    منجر بهو  

که   است  سفیدرنگ   یهادانهرنگ  صورت بهچالکون شده 

 بروز کرده است.  

تو  و  تورنیا  گیاهان  ژن در  ژن   chiو    chsهای  تون،  های  که 

با   هستند،  فلاونوئیدها  تولید  بیوسنتزی  مسیر  در  ساختاری 

خاموش شدند که در گیاهان تراریخت    RNAiاستفاده از روش  

قابل  کاهش  بررسی شده،  گیاه  نوع  دو  از  در  حاصل  توجهی 

 Fukusaki et al., 2004; Nishiharaشدت رنگ مشاهده شد ) 

et al., 2005  .) دو    ی طور به توتون،  تراریخت  گیاهان  در  که 

گل  گل لاین،  لاین،  ده  و  سفید  رنگ  به  رنگ  هایی  به  هایی 

   صورتی روشن تولید کردند. 

های شیمر یا هیبرید نیز به احتمال زیاد نتیجه  حضور فنوتیپ 

های بافت گلبرگ )فعالیت  در برخی از سلول   RNAiعمل سازه  

تولید    chiکمتر ژن   در    دانه رنگ و  آن  فعالیت  کمتر( و عدم 
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های دیگر )عدم تغییر رنگ در این بخش از  بعضی از سلول 

بافت گلبرگ( است که منجر به بروز طیفی از رنگ در بافت  

 ( است  شده  گیاهان  از  نوع  این   ,.Nakamura et alگلبرگ 

2006; Nakatsuka et al., 2008  .) 

در گیاهان اطلسی تراریخت کاهش بیان  :  qRT-PCRآزمون  

که بیشترین کاهش بیان در فنوتیپ  ی طور به مشهود بود.    chiژن  

برابر کاهش نسبت به شاهد    5/ 6رنگ( با  های بنفش )گل   1نوع  

های آبی با  )گلبرگ   5و کمترین کاهش بیان در فنوتیپ نوع  

برابر نسبت به شاهد کاهش    1/ 2های بنفش( مشاهده شد که  لبه 

های  در گل .  دار نبود یافته بود، اما این کاهش از نظر آماری معنی 

رگه  با  بیان،  آبی  میزان  به شاهد    3/ 8های سفید،  نسبت  برابر 

های آبی کمرنگ و آبی  که در گل کاهش یافته بود، در حالی 

برابر نسبت به شاهد بود    1/ 7و    2/ 1ترتیب  شیمر، این کاهش به 

 (.  4  )شکل 

لاین  تمامی  فنوتیپ در  و  بررسی  مورد  تراریخت  های  های 

نسبت به گیاهان شاهد مشاهده    chiمشاهده شده، کاهش بیان ژن  

نشان  که  سازه  شد  کارایی  در    RNAiدهنده  شده  طراحی 

باشد که منجر به کاهش  ( می chiخاموشی ژن چالکون ایزومراز ) 

های جدید شده است. در پژوهش انجام  بیان ژن و ظهور فنوتیپ 

-نشان   chiشده، تفاوت در خصوصیات فنوتیپی و میزان بیان ژن  

 است.    RNAiهنده تفاوت در درجه خاموشی و کارایی سازه  د 

دهنده کارایی بیشتر خاموشی در    نتایج تحقیقات مختلف نشان 

آنتوسیانین ژن  تولید  بیوسنتزی  مسیر  بالادست  است  های  ها 

 (Nakatsuka et al., 2010  ،) بر  ی طور به که  تحقیقاتی  در  که 

جنتیانا   گیاه  در  (  Gentiana lutea) روی  است،  شده  انجام 

سازه   که حاوی  جنتیانا  تراریخت    f3´5´hژن    RNAiگیاهان 
بودند، فراوانی خاموشی نسبت به گیاهان جنتیانای حاوی سازه  

 ,.Nakatsuka et alکمتر بود )   ansو    chsهای  خاموشی ژن 

2008; Chen et al., 2017 عبارتی موقعیت ژن مورد نظر در  (. به

و توالی ژن هدف مورد استفاده    دانه رنگ چرخه بیوسنتزی تولید  

 Heilersigاست )   مؤثر نیز بر کارایی خاموشی    RNAiدر روش  

et al., 2006; Nakatsuka et al., 2010  .) 

 

 
:  B2: بنفش؛ ج( فنوتیپ  B1های تراریخت اطلسی. الف( شاهد؛ ب( فنوتیپ  تغییرات فنوتیپی مشاهده شده در لاین -3شکل

 های بنفش: آبی با لبهB5: آبی شیمر؛ و( فنوتیپ  B4های سفید؛ ه( فنوتیپ  : آبی با رگهB3آبی کمرنگ؛ د( فنوتیپ  
Figure 3. Phenotypic changes in petunia transgenic lines. A) Control; B) B1 phenotype: violet; C) B2 phenotype: light 

blue; D) B3 phenotype: blue with white edges; E) B4 phenotype: chimeric blue; F) B5 phenotype: blue with violet edges 
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: آبی  B2: بنفش؛ B1شاهد؛ : BC نسبت به شاهد. های تراریخت اطلسیگروه فنوتیپی لاین 5در  chiتغییر بیان ژن  -4شکل

 های بنفش: آبی با لبهB5: آبی شیمر؛  B4های سفید؛ : آبی با رگهB3کمرنگ؛ 
Figure 4. chi gene expression profile in 5 phenotypic groups of petunia transgenic lines in comparison to the 

control. BC: Control; B1: Violet; B2: Light blue; B3: Blue with white edges; B4: Chimeric blue; B5: Blue with 

violet edges 

 

ژن گسترده   طور به   RNAiروش   بیان  کاهش  برای  های  ای 

کار گرفته شده است  ه ها ب در بیوسنتز آنتوسیانین   مؤثر ساختاری  

ها و تغییر رنگ گل در  که سبب ممانعت از تجمع آنتوسیانین 

 Fukusaki et al., 2004; Tsuda etشود ) گیاهان تراریخت می 

al., 2004; Nakamura et al., 2006 در گیاهان    ، (. برای مثال

  دلیل به جنتیانای تراریخت با رنگ گل یاسی، تغییر رنگ گل  

که در  ها نسبت داده شد، در حالی تغییر در ترکیب آنتوسیانین 

گیاهان تراریخت با رنگ گل آبی کمرنگ، کاهش در مقدار  

ها، دلیل اصلی تغییر رنگ در گیاهان مورد بررسی  آنتوسیانین 

 Nakatsuka et al., 2010; Nayeriدر نظر گرفته شده است ) 

and Baghban., 2022   .) 

لاین اندازه  در  نارنجنین  مقدار  و گیری  تراریخت  های 

گروه فنوتیپی گیاهان   5مقدار نارنجنین در تمامی  :  دشاه 

که مقدار ی طور به تراریخت با رنگ آبی نیز کاهش یافت.  

میکروگرم در  0/ 0749، رنگیآبنارنجنین در گیاهان شاهد 

حالیمیلی در  بود،  فنوتیپ لیتر  در  مورد  که  تراریخت  های 

،  0/ 0563،  0/ 0534ترتیب  ( مقدار آن بهB5تا    B1بررسی )

میلی  0/ 0585و    0/ 0591،  0/ 0557 بر  لیتر  میکروگرم 

میانگین نسبت به شاهد، کاهش    طوربهگیری شد که  اندازه

   (.3مقدار نارنجنین را نشان دادند )جدول درصد  24/ 4

فنوتیپ تمامی  در  نارنجنین  مقدار  کاهش  های دلیل 

انتقال سازه   به است که    chiژن    RNAiتراریخت،   منجر 

آنزیم چالکون  فعالیت  کاهش  و  ژن  این  نسبی  خاموشی 

 ( کاهش CHIایزومراز  یا  و  فعالیت  عدم  است.  شده   )

مستقیماً بر فرآورده حاصل از آن که   CHIفعالیت آنزیم  

بوده و به این دلیل کاهش مقدار   یرگذار تأث نارنجنین است،  

لاین تمامی  در  تراریخ نارنجنین  بررسی های  مورد  ت 

مشهود بود.  
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 های تراریخت اطلسیگروه فنوتیپی لاین  5لیتر( در )میکروگرم بر میلی مقدار نارنجنین و چالکون -3 جدول
Table 3. Values of naringenin and chalcone (µg/ml) in 5 phenotypic groups of petunia transgenic lines 

5 phenotypic groups in transgenic lines 
های تراریختگروه فنوتیپی در لاین 5  

Color 
 رنگ

های بنفشآبی با لبه  
Blue with violet 

edges (B5) 

 آبی شیمر 
Chimeric blue 

(B4) 

های سفید آبی با لبه  
Blue with white edges 

(B3) 

 آبی کمرنگ
Light blue 

(B2)  

 بنفش
Violet 

(B1) 

 شاهد
Control 

فلاونوئید نوع   
Flavonoid 

type 

0.0585* 0.0591* 0.0557* 0.0563* 0.0534* 0.0749 
Naringenin 

 نارنجنین

0.0563 ns 0.0550 ns 0.0587* 0.0560 ns 0.0550 ns 0.0561 
Chalcone 
 چالکون 

ns درصد  5دار در سطوح احتمال دار و معنیترتیب غیرمعنی: به*و 

significant and significant at 5% probability level, respectively-Non: * and ns 
 

: های تراریخت و شاهد گیری مقدار چالکون در لاین اندازه

افزایش معنیدر   تراریخت  دار مقدار ماده چالکون  گیاهان 

فنوتیپ  در  لاینتنها  از  که  هایی  تراریخت  دارای  های 

های سفید بودند، مشاهده شد هایی به رنگ آبی با رگهگل

( که نسبت به گیاهان شاهد افزایش یافته بود و  3  )جدول

داری از نظر مقدار این ماده  ها، تفاوت معنیدر سایر فنوتیپ 

 . (p≤0.05)دست نیامد هب

قطع،    طور به چالکون پیش ماده آنزیم چالکون ایزومراز است.  

، منجر به کاهش تولید نارنجنین و افزایش  chiخاموشی ژن  

 Wang et al., 2018, Hajiahmadi et)   شود مقدار چالکون می 

al., 2018 ) معنی تفاوت  عدم  دلیل  چالکون  .  میزان  در  دار 

توان به  می های تراریخت نسبت به شاهد را  موجود در لاین 

آن  از  داد.  نسبت  ژن  این  بیان  نسبی  در    جایی کاهش  که 

های بافت گلبرگ ارزیابی  ها، برآیندی از تمام سلول گیری اندازه 

شود و ممکن است سازه خاموشی انتقال یافته در بعضی از  می 

  منجر به ها سبب خاموشی مطلق ژن و در بعضی دیگر  سلول 

برخ  در  یا  و  فعالیت شود  نسبی  سلول کاهش  از  بدون  ی  ها 

این  از  باشد،  نداشته  را  خاصی  عملکرد  و  بوده  رو  فعالیت 

ارزیابی فعالیت سازه خاموشی نیز برآیندی از فعالیت تمامی  

  منجر به تواند  های موجود در بافت گلبرگ است که می سلول 

معنی  تفاوت  باشد عدم  شده  چالکون  ماده  مقدار  در    دار 

 (Voorhuijzen et al., 2020 )  همچنین آنزیم چالکون ایزومراز .

آنزیم حدواسط عمل می   عنوان به  هنگام  یک  به عبارتی  کند. 

  دانه رنگ عدم حضور این آنزیم نیز فعالیت چرخه بیوسنتزی  

  طور به خود بخودی ادامه دارد، اما میزان فعالیت چرخه    طور به 

تواند دلیل دیگری  آید که این امر نیز می چشمگیری پایین می 

آمده و عدم تفاوت در مقدار ماده چالکون در    دست به ایج  بر نت 

 .  ( Fujino et al., 2018)   گیاهان تراریخت و شاهد باشد 

های با ، افزایش مقدار این ماده در فنوتیپ توجهجالب نکته  

این اشاره شد،   طور همان های سفید است.  رگه  از  که پیش 

ها مورد نظر در تمامی سلول   RNAiچون میزان فعالیت سازه  

فنوتیپ   صورت به  در  نیست،  کارایی یکنواخت  که  هایی 

آن  در  ژن  عبارتی خاموشی  به  یا  و  است  بوده  بیشتر  ها 

سلول  از  برخی  در  مطلق  نوع خاموشی  این  بافت  های 

 های سفید که نشانها بروز کرده است )حضور رگه گلبرگ 

ها است(، دهنده توقف کامل مسیر بیوسنتزی تولید آنتوسیانین 

 افزایش تجمع مقدار ماده چالکون قابل مشاهده است.

واضحی نشان داد که ممانعت از   طور به نتایج این آزمایش  

ژن   از می   chiفعالیت  استفاده  با  اطلسی  گیاهان  در  تواند 

آید و تغییر در   دست به   RNAiخاموشی القا شده از طریق  

های این گیاهان مقدار ترکیبات فلاونوئیدی و رنگ در گلبرگ 

حضور و نقش   ید مؤ واقع شود. در حقیقت نتایج این آزمایش  

ها است که نقش کلیدی این ژن در مسیر بیوسنتزی آنتوسیانین 

 کند.اصلی را در واکنش تبدیل چالکون به فلاوانون ایفا می
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Abstract 
From horticulture viewpoint, flower color is one of the key targets for plant breeders. New varieties 

have been bred with altered flower color using genetic engineering approaches. One of the most effective 

applications is the reduction of flower pigments by suppression of involved enzymes in their 

biosynthesis pathways. RNA interference (RNAi) has provided an effective tool for the knock down of 

genes involved in the production of flower pigments. In this study, a chi-RNAi construct was designed 

for chalcone isomerase (chi) gene to transform Petunia plants. Transgenic lines in one phenotype showed 

5.6 fold reduction in chi expression in comparison to the control. Chalcone and naringenin were also 

extracted and quantified. A 24% reduction in naringenin content was obvious in all transgenic lines. 

Generally, the results of this research showed that RNAi technology can be used as an efficient method 

for silencing the flower pigments in petunia. In addition, the chalcone isomerase gene was identified as 

one of the effective genes in anthocyanin biosynthesis pathway in Petunia plants which is involved in 

the production of color in these plants; hence, chi gene silencing resulted in clear phenotypic alterations 

in this plant. 

Keywords: Anthocyanin, Petunia hybrida, Chalcone isomerase, Gene silencing, RNAi 
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