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Introduction 

 Flower color is one of the most significant characteristics in ornamental plant breeding. New varieties of 
various plants in relation to their flower color have been obtained by monitoring the expression levels of genes 
involved or regulating the flavonoid and anthocyanin biosynthesis pathway. Flavonoids possess significant and 
diverse biological functions. They are the major pigments for flowers, fruits, seeds, and leaves. They are natural 
products that contain a C6-C3-C6 carbon framework and are synthesized by a branched pathway that yields both 
colored and colorless compounds. The gene encoding chalcone isomerase (CHI) is among the genes and 
enzymes identified in the flavonoid pathway. This enzyme catalyzes the isomerization of naringenin chalcone 
into the corresponding flavanone. CHI enzyme belongs to the family of isomerases, specifically the class of 
intramolecular lyases. Chalcone isomerase has a core 2-layer alpha/beta structure and has attracted much 
attention recently due to its role in stress response and pigment production. One of the most effective methods of 
genetic engineering is the reduction of flower pigments by suppression of required enzymes for their 
biosynthesis. RNA interference (RNAi) has provided the tool for the investigation of genes involved in the 
production of flower color. Silencing of any gene in the anthocyanin biosynthetic pathway can result in reduced 
or inhibited anthocyanin production. RNAi technology is an effective gene silencing method and a powerful tool 
for studying gene function and development of new traits by transformation of viral RNA or hairpin RNA 
(hpRNA) constructs into plants. The processing of dsRNA into 21-23-nt small interfering RNAs (siRNAs), and 
the mediators of RNAi, triggers cognate mRNA degradation. The hpRNAi methodology simply requires a 
transgene construct containing an inversely-repeated sequence of the target gene flanked with a promoter and 
terminator which effectively function in plants. 

 

Material and Methods 

 In this research, with the design and construction of chiRNAi, the transformation of the RNAi construct was 
carried out of Petunia plants. Potted plants of P. hybrida were grown under standard greenhouse conditions (16-
17°C night temperature and 21-24°C day temperature and photoperiod 16/8 (light/dark)). The RNAi construct 
including the 530 bp cds of the chalcone isomerase (chi) gene and 741 bp of pdk gene as intron between chi 
sense and antisense were used for transient RNAi-induced silencing. The pBI121-chi530 plasmids were 
introduced into A. tumefaciens strain LBA4404 by electroporation method. Colonies of A. tumefaciens carrying 
the desired plasmid were screened by PCR with specific primers for chi gene. RNAi construct co-cultured with 
petunia’s leave. Samples was kept in dark condition for 3 days and then transferred to branch induction media. 
Samples were investigated for phenotypical changes and chi gene expression by qRT-PCR. 
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Results and Discussion 

 Transgenic lines showed a reduced number of pigments and a faded flower color. So that, in purple petunia, 
was shown 5 phenotypical groups. These groups was indicated different levels of chi gene silencing. In pink 
petunia was seen two groups of phenotypical changes. In these plants, chi-RNAi construct was reduced pigment 
production and so, these plants had faded colors in petals. Also, the chi gene expression was reduced in all 
transgenic lines. Generally, the results of this research showed that RNAi can be used as an efficient method for 
gene silencing. The application of gene silencing can indicate the gene’s function in biosynthesis pathways of 
various components such as anthocyanins. In addition, the chalcone isomerase gene was identified as one of the 
effective genes in anthocyanin biosynthesis pathway in Petunia plants that could be involved in the production of 
color in these plants; hence, chi gene silencing resulted in clear phenotypic alterations in this plant.  

 

Conclusion 

 In general the concentration of the target mRNA in a particular tissue could be a factor that influences 
silencing efficiency. At very low levels of gene expression, small amounts of the silencing target, mRNA, could 
be completely degraded by the RNA-induced silencing complex (RISC), whereas the presence of higher amounts 
of the target mRNA may result in incomplete silencing, allowing some residual functional mRNA to be 
translated into the corresponding protein. This research demonstrated the hpRNA construct has been successfully 
established for floral tissues of P. hybrida. The hpRNA construct was developed for chi-RNAi silencing of one 
of the key genes in the anthocyanin biosynthetic pathway in Petunia flowers. The silencing of the chi gene is a 
prototype for the modification of the anthocyanin biosynthetic pathway in Petunia through gene suppression. 
This strategy could also be useful for rapid functional analysis of other genes involved in flower development. 
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 چکیده

های اخیر باا اساتفاده   کند. در سالرنگ گل یکی از مهمترین خصوصیات گیاهان زینتی است که نقش ویژه ای را در فروش این نوع گیاهان ایفا می
گال   یداخل یهاآن، کاهش مقدار رنگدانه یهاروش نیاز موثرتر یکیکه یک ارقام جدیدی وارد بازار شده است های نوین از قبیل مهندسی ژنتاز فناوری

 یامکان بررسیک فناوری نوین خاموشی ژن است که  RNAi. روش باشدیها مآن وسنتزیب یبرا ازیمورد ن یضرور یهامیآنز تیاز فعال انعتمم لهیبوس
از  یکا ی( به عنوان chi) زومرازینقش ژن چالکون ابا استفاده از این فناوری نوین، پژوهش،  نیرا فراهم کرده است. در ارنگ گل  دیدر تول لیدخ یهاژن
هاای باا رناگ    طراحی شد و به اطلسی chiژن  RNAiسازه  شیآزما نیدر ا مورد بررسی قرار گرفت. هانیانیآنتوس یوسنتزیب ریدر مس یدیکل یهاژن

های فناوتییی متفااوتی تقسایم شادند. ایان      گل نشان دادند و به گروه در رنگغییرات متنوعی را ت خته،یترار یهانیلاقال یافت. گل بنفش و صورتی انت
 مشاهده شد. زیژن ن نیا انیب داریکاهش معن ،chi. با بررسی بیان ژن ها بودها و کمرنگ شدن گلبه صورت کاهش مقدار تجمع رنگدانه شتریب تغییرات
به طاوری کاه باا     روش مناسبی برای کاهش بیان ژن باشد تواندیم RNAi خاموشی ژن با استفاده از فناورینشان داد که  قیتحق نیا جینتا یبطور کل

 ماراز زویژن چالکون ا ن،یبرد. علاوه بر ا یها پنیانیاز جمله آنتوس باتیترک یوسنتزیب هایریدر مس های مختلفبه نقش ژن انوتاستفاده از این روش می
 نقش داشته باشد. اهیگ نیرنگ در ا دیدر تول تواندیشناخته شد که م یاطلس اهیدر گ هانیانیآنتوس یوسنتزیب ریموثر در مس یهااز ژن یکیبه عنوان 

 

  RNAiخاموشی ژن، چالکون ایزومراز،  اطلسی، ،آنتوسیانین :یکلید یهاواژه
 

   1 مقدمه

ن زینتای گساترش زیاادی    های اخیر، صنعت تولید گیاهادر سال
باشاد  یافته است که یکی از دلایل آن، تولید و اصلاح ارقام جدید مای 

(Chandler and Sanchez, 2012 ؛Nishihara and Nakatsuka, 

گساترش  (. یکی از الزامات مورد نیاز برای تداوم این صانعت و  2010
آن، ایجاد تنوع در این نوع گیاهان است تا قادر باشد نیاز بازار را تامین 

 . (Ahloowalia and Maluszynski, 2001) نماید
توانسته  یکیمتابول یرهایمس یدستورز قیاز طر کیژنت یمهندس
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 دیا نما فاا یا ینتا یز اهانیرا در صنعت گل و گ یاست نقش قابل توجه
 هاای ژن انیا ب شیبا  ایو  یخاموش های¬با استفاده از روش کهیبطور

 ی( گاال سیاساا.Rosa sp) رزاز  یدیااارقااام جد دیااماارتب ، بااه تول
(Gentian sp.م )خااک ی (Dianthus sp.تورن ) ایاا (Torenia 

fournieri  ی( با رنگ متفااوت، اطلسا (Petunia hybridaم )خاک ی 
(Dianthus sp. باا را )انیو ... کماک شااا  شاتر یب یرو ماناادگا حاه ی 

 ,.Voorhuijzen et al؛ Dixone, 2005داشاته اسات )   یتاوجه 

2020.) 
هاای  رناگ گال یکای از مهمتارین صافاتی اسات کاه در روش       

 To andای شاده اسات )  اصلاحی گیاهان زینتی به آن توجاه ویاژه  

Wang, 2006 ؛Nishihara and Nakatsuka, 2011تارین  (. مهم
باشاند  هاا مای  عامل تعیین کننده رنگ گل، اجازای ساازنده رنگداناه   

(Tanaka and Chandler, 2009؛ Keykha et al., 2016a .)
فلاونوئیدها یکی از مهمترین مسیرهای بیوسانتزی رناگ در گیاهاان    
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های اصلاحی به ویژه باشند. بگونه ای که بسیاری از روشمختلف می
هاای دخیال در مسایر بیوسانتزی     مهندسی ژنتیک باه شناساایی ژن  

فلاونوئیدها و نقش کارکردی هر یک از آنها در تولیاد رناگ پرداختاه    
هایی تولیاد ارقاام جدیادی از گیاهاان     رزیاست. ماحصل چنین دستو

باشد. برای مثال در گیاهانی از قبیل اطلسای، رز، میخاک و ژربارا    می
 ؛Potera, 2007ای شناساایی شاده اسات )   های دستورزی شدهنمونه

Voorhuijzen et al., 2020   مقادار محتاوای   ( کاه تغییراتای را در
آنتوسیانین )گروهی از فلاونوئیدها که ترکیباات قرماز، بانفش و آبای     
تولید می کنند( و کاروتنوئید )گروهی از ایزوپرنوئیادها کاه رناگ زرد،    

؛ Potera, 2007)دهناد  نارنجی و قرمز تولیاد مای کنناد( نشاان مای     
Voorhuijzen et al., 2020) . 

کربنی باوده و محلاول در    15فلاونوئیدها ترکیبات دارای اسکلت 
 Delgado-Vargas etیابند )ها تجمع میباشند که در واکوئلآب می

al., 2000؛ Tanaka and Ohmiya, 2008ترین راهکار برای (. ساده
هاای داخلای گال از جملاه     ییر رنگ گال، کااهش مقادار رنگداناه    تغ

های ضروری ممانعت کارده و از  فلاونوئیدها است که از بیوسنتز آنزیم
تاوان باه نقاش آن ژن در تولیاد رناگ دسات یافات        این طریق مای 

(Nishihara and Nakatsuka, 2011 ؛Wang et al., 2018 .)
RNAi       یک فناوری قدرتمند است کاه باا اساتفاده از چناد مولکاول
RNA دو رشته ( ای کوچاکdsRNA)     سابب خاموشای بیاان ژن در

شود و به عنوان روشی آسان و سریع بارای تعیاین عملکارد    سلول می
 ,Kim and Rossi؛ Thakur, 2003ژن در نظر گرفته شده اسات ) 

2008). 
( یکای از  Petunia hybridaدر باین گیاهاان زینتای، اطلسای )    

ترین گیاهان گلدانی است که پتانسیل خوبی را برای صاادرات  محبوب
به عنوان یک گیاه گلدانی و یا گیاه زینتی مورد استفاده در فضای سبز 

؛ Tsuda et al., 2004باشاد ) شهری در بسیاری از کشاورها دارا مای  
Chen et al., 2017)     از آنجایی که این گیاه باه عناوان گیااه مادل .

هاای  استفاده می شود، توجه بسیاری بر روی این گیاه و شناسایی ژن
موثر در مسیرهای متابولیکی مختلف شده است. خصوصیات ظااهری  

جذاب و همچنین مادت   هایی با رنگله شکل زیبا، گلاین گیاه از جم
ای را برای آن فراهم کرده اسات،  زمان طولانی گلدهی، موقعیت ویژه

 Park andکه در لیست گیاهان گلدانی برتر جهان قارار دارد ) بطوری

Chen, 2006 ؛Keykha et al., 2016b).  
در  RNAiلذا با توجه به مطالب ذکر شده از جملاه قابلیات روش   

تعیین عملکرد یاک ژن از طریاق کااهش بیاان آن و اهمیات آنازیم       
چالکون ایزومراز در مسیر بیوسنتزی فلاونوئیدها، این تحقیق با هاد   

در تولید رنگدانه در گیاهان اطلسی بنفش رناگ   chiبررسی نقش ژن 
 انجام شده است. RNAiتکنیک و صورتی با استفاده از 

 

 هامواد و روش
 تهیه مواد گیاهی

بذرگیاهان اطلسی هلندی از شرکت بذر شکوفه اصفهان خریداری 
 17-16های پلاستیکی در گلخانه باا شارای  دماایی    شده و در گلدان
گاراد دماای روز و   درجه سانتی 21-24گراد دمای شب و درجه سانتی
اعت تااریکی رشاد یافتناد. گیاهاان در     س 8ساعت نور و  16فتوپریود 
 برگی در این آزمایش مورد استفاده قرار گرفتند.  6-8مرحله 
 

  chiطراحی سازه خاموشی حاوی ژن 

تااوالی  cdsجفاات باااز ناحیااه  530حاااوی قطعااه  RNAiسااازه 
mRNA ( ژن چااالکون ایزوماارازchi ( گیاااه اطلساای )نوکلئوتیاادهای
جفات بااز از    741و قطعه  (X14589با شماره دسترسی 1960-1430

( به عنوان اینترون )که باین ناحیاه   pdkژن پیروات دهیدروژناز کیناز )
قرار گرفته است(، طراحی و سیس ساازه   chiسنس و آنتی سنس ژن 
کلون گردیاد )شارکت باایونیر، کاره      pBI121طراحی شده در وکتور 

 (.1شکل جنوبی( )

انتقاال باه    یبارا خاموشی طراحی شده ه از سازه به منظور استفاد
سانتز  ی ژنا  یتوال یحاو یدپلاسم یربه تکث یازدر مرحله نخست ن یاه،گ

با این  است. A. tumefaciensی آن به باکتر یزشترار یقشده از طر
بااا اسااتفاده از روش  chiحاااوی ژن  pBI121هااد  پلاساامیدهای 

منتقل  LBA4404 هیسو A. tumefaciensالکتروپوریشن به باکتری 
هایی از باکتری کاه حااوی پلاسامیدهای    (. کلنیLin, 1995شدند )

و با برنامه  chiمورد نظر بودند با استفاده از آغازگرهای اختصاصی ژن 
PCR  58دقیقاه، دماای    1گراد به مدت درجه سانتی 94شامل دمای 

گاراد باه   درجاه ساانتی   72ای دقیقه و دم 1گراد به مدت درجه سانتی
سیکل تکثیر و جداسازی شدند. طراحی آغازگرهاا   35دقیقه با  1مدت 
و بخشی  35Sای انجام شد که یک جفت آغازگر ناحیه پیشبر به گونه

( و جفات  sense primerکناد ) را تکثیار مای   chiاز قطعه سنس ژن 
تور و ناحیاه ترمیناا   chiسانس ژن  آغازگر دوم، بخشی از قطعاه آنتای  

(. تاوالی  antisense primerکناد ) را تکثیار مای   pBI121پلاسامید  
 آورده شده است.   1جدول آغازگرها در 

 

 به گیاه اطلسی  chiانتقال سازه خاموشی حاوی ژن 

با  کشتیجهت تراریختی گیاه اطلسی از روش دیسک برگی و هم
 600ODکشت باکتری و هنگامی که اگروباکتریوم استفاده شد. پس از 

دقیقاه   10رسید، سوسیانسیون باکتری به مادت   4/0-5/0باکتری به 
گاراد(.  درجاه ساانتی   4دور در دقیقه سانتریفیوژ شد )دماای   4500در 

مایع رویی حذ  شده و به پلت باکتریایی موجود در انتهاای فاالکون،   
شات تلقایح   لیتر از محی  کشت تلقیح اضافه شاد )محای  ک  میلی 50

 100درصااد ساااکارز و  5مااایع حاااوی  MSشااامل محاای  کشاات  
 میکرومولار استوسرینگون(.
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 pBI121های برشی تعبیه شده در آن در وکتور همراه با آنزیم chiژن  RNAiسازه طراحی شده  -1 شکل

( به عنوان pdkجفت باز از ژن پیروات دهیدروژناز کیناز ) 741( و قطعه chiژن چالکون ایزومراز ) mRNAجفت باز از قطعه سنس و آنتی سنس توالی  530این سازه حاوی  
، gusژن گزارشگر  یسین،ژن مقاومت به کاناماکلون شد که حاوی  pBI121قرار گرفته است. این سازه در پلاسمید  chiاینترون است که بین ناحیه سنس و آنتی سنس ژن 

 .است CaMV 35S یشبرو پ NOS یناتورترم
Figure 1- Designed RNAi construct for chi gene with restriction enzyme in pBI121 vector 

 chi-RNAi construct containing 530 kb sense and antisense of chi’s mRNA and 741 kb of pdk as intron that it replaced between sense 
and antisense of chi gene. This construct was cloned in pBI121 plasmid including kanamycin resistant gene, gus gene, NOS 

terminator and CaMV35S promoter.  

 
 PCRاستفاده شده جهت آزمون  chiتوالی آغازگرهای اختصاصی وکتور خاموشی حاوی ژن  -1 جدول

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

Synthesized fragment 

length 
 (5'→3')Reverse primer   (5'→3')Forward primer  Primer name 

607 
 
 

CAGCATTCGCAGTGCCAGTT CTATCCTTCGCAAGACCC sense 

568 GCGGGACTCTAATCATAAAA AAACTTCTCAATGGCACGAC  antisense 
2100 GAACTGCTTGCTGTCGGC GCGGTGAGACAATAGGCG' vir 

676 GTAAAGCACGAGGAAGCGGT ATTCGGCTATGACTGGGCAC kan 

 
بارای از باین    هاا ها، ابتدا تمامی نموناه به منظور ضدعفونی برگ

 1های سطحی با آب شستشو شدند. سایس باا محلاول    بردن آلودگی
دقیقاه و پاس از آن باا محلاول      10درصد هییوکلریت سدیم به مدت 

دقیقه، تیمار شدند. شستشوی نهایی  10در هزار به مدت  1کاربندازیم 
مرتبه با استفاده از آب مقطر استریل در زیار هاود لامیناار     3ها، نمونه
متر بارش داده  سانتی 5/0 × 5/0ها به قطعات کوچک م شد. برگانجا

هاای برگای آمااده    شده و به عنوان ریزنمونه استفاده شدند. ریزنموناه 

هاا  دقیقه با محی  کشت تلقیح تیمار شدند. ریزنمونه 10شده به مدت 
گارم در  میلای  2حاوی  MSکشتی )محی  کشت به محی  کشت هم

بیوتیاک و حااوی   فاقد آنتای  NAAر لیتر گرم دمیلی 5/0و  BAلیتر 
سااعت در   48میکرومولار استوسرینگون( انتقال یافته و به مدت  100
گراد اتاق رشد و در تاریکی قرار داده شدند. پس درجه سانتی 25دمای 

ها به محی  کشت القای شاخه انتقال داده کشتی، ریزنمونهاز انجام هم
گرم در لیتر ساکارز،  MS ،30های محی  کشت شدند که شامل نمک
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 NAA ،500گاارم در لیتاار میلاای BAP ،5/0گاارم در لیتاار میلاای 2
بیوتیاک  گارم در لیتار آنتای   میلای  35گرم در لیتر سفوتاکسیم و میلی

ها هر دو هفته یک باار روی محای    کانامایسین بود. واکشت ریزنمونه
هاای  کشت القاء شاخساره حااوی کانامایساین بارای گازینش لایان     

بیوتیک سفوتاکسیم برای از باین باردن اگروبااکتریوم    تراریخته و آنتی
های تراریخته برای سازگاری به خاك منتقل شدند. انجام شد. گیاهچه

( باوده و جهات   1:1محی  کشت گیاهچه شامل پیت ماس و پرلیات ) 
تامین رطوبت به اندازه کافی آبیاری شد. پاس از اساتقرار و ساازگاری    

وصیات مورفولوژیک در گیاهان تراریختاه و شااهد   کامل گیاهان، خص
 مورد بررسی قرار گرفت.

 
 در گیاهان تراریخته chiحاوی ژن  RNAiشناسایی وکتور 

باه گیاهاان    chiبه منظور تایید انتقال سازه خاموشی حااوی ژن  
های گیاهان تراریختاه و شااهد باا    از برگ DNAتراریخته، استخراج 

-S#شرکت دنا زیست آسایا )  DNAراج استفاده از کیت ستونی استخ

1030, Iran انجام شد. واکنش )PCR     و تایید گیاهاان تراریختاه باا
استفاده از دو جفت آغازگر سنتز شده برای وکتور خاموشی حااوی ژن  

chi    انجام شد. همچنین برای تایید عدم آلودگی گیاهاان تراریختاه و

ورود وکتاور باه   و باه منظاور تاییاد     vir شاهد، یک جفت آغازگر ژن 
( طراحای و  kanگیاهان تراریخته، یک جفت آغازگر ژن کانامایساین ) 

 (. 1جدول سنتز شد )

 
 cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

های گیاهان تراریختاه و  از گلبرگ RNAدر این مرحله، استخراج 
سیا شرکت دنازیست آ RNAشاهد با استفاده از کیت ستونی استخراج 

(#S-1020, Iran انجام شد و )RNA    استخراج شده به منظور حاذ
گاراد باه   درجه ساانتی  37در دمای  DNase Iهای احتمالی با آلودگی
 Thermo Scientific DNase)دقیقااه تیمااار شااد   30ماادت 

I#EN0525, USA)  . 
 

 qRT-PCR آزمون

وی در گیاهان تراریخته حا chiدر این مرحله از پژوهش، بیان ژن 
-qRTوکتور خاموشی این ژن و گیاهاان شااهد، باا اساتفاده از روش     

PCR  مورد بررسی قرار گرفت و از ژنef1A   به عنوان مرجع اساتفاده
 (.  2جدول شد )

 
 گیاه اطلسی qRT-PCRاستفاده شده در  ef1Aو  chiهای ژن توالی آغازگر -2ل جدو

Table 2- chi and ef1A primer sequences used in petunia qRT-PCR 

Synthesized fragment 

length 
 (5'→3')Reverse primer   (5'→3')Forward primer  Primer name 

137 ACAAACTTCCCTTCTATCTCCAG  TCTCCTCCAGTGTCCGTTAC  chi 
180 GAAGTTTCCTGCTGCGATGG CGGCGTCAACACCTACACC  ef1A 

 

 های آماریتجزیه و تحلیل

پژوهش حاضر در قالب طرح کاملاً تصادفی با ساه تکارار انجاام    
مورد تجزیاه   SPSS v.16افزار  های حاصل با استفاده از نرمشد. داده

در سطح  tها به روش آزمون و تحلیل آماری قرار گرفتند. مقایسه داده
95% =α هاا و خطاوط انحارا     انجام شد و اشکال مربوط به میانگین
 رسم گردید. Excelافزار مربوط به هر میانگین نیز توس  نرم معیار

 

 نتایج و بحث

 های تراریختهبررسی درج ترانسژن در لاین

گیاهااان سااازگار شااده از نظاار درصااد تراریختاای و تغییاارات     
هاای  لاین مورد بررسی در گل 38مورفولوژیکی ارزیابی شدند. از بین 

مرباوط باه هار یاک از      bp 568و  bp 607لایان، باناد    22صورتی، 
را نشاان دادناد )رانادمان     PCRآغازگرهای استفاده شده در واکانش  

لاین دیگر هیچ بانادی   16که در درصد(، در حالی 89/57تراریختگی 
 100(.  در گیاهان با گال بانفش نیاز    الف و ب 2شکل مشاهده نشد )

 84راریختی در این گیاهاان   نمونه مورد بررسی قرار گرفت و درصد ت
 18: 2نمونه، گاروه   20نمونه از  20: 1درصد در نظر گرفته شد )گروه 

نموناه   18: 4نمونه، گاروه   20نمونه از  15: 3نمونه، گروه  20نمونه از 
(. الاف و ب  2شاکل  نموناه( )  20نموناه از   13: 5نمونه و گروه  20از 

های اطلسای باا رناگ گال     تراریختی هر یک از گلتفاوت در درصد 
تواند ناشی از تفااوت رقام در دریافات بااکتری باشاد. باه       مختلف می

عبارت دیگر کارایی انتقال ژن در ارقام مختلف، متفاوت اسات کاه در   
نتیجه منجر به تفااوت در درصاد تراریختای در هار یاک از گیاهاان       

به منظور بررسی عادم  اطلسی مورد بررسی در این تحقیق شده است. 
 virهاای  باا اساتفاده از ژن   PCRهای تراریخته، آزمون آلودگی نمونه

هاای تراریختاه و شااهد )غیار     انجام شاد کاه در هیچیاک از نموناه    
کااه در پلاساامید خااال  تراریخاات( باناادی مشاااهده نشااد در حااالی

pBI121  ( هج-2شکل حضور این ژن تایید شد .)   مچنین باه منظاور
 kanتایید ورود وکتور به گیاهان تراریخت، حضور یا عادم حضاور ژن   

( pBI121)ژن مقاومت به آنتی بیوتیک کانامایسین موجود در وکتاور  
مورد بررسی قرار گرفت. نتایج نشان داد که این ژن در تمامی گیاهان 
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تی اند حضور دارد در صاور تراریخت که سازه خاموشی را دریافت کرده
-2شاکل  که در گیاهان شاهد )غیر تراریخت( این ژن حضور نداشت )

بااا آغازگرهااای  PCRباه منظااور تاییااد حضااور ساازه در وکتااور،   (. د
promoter  وterminator  آورده شده است  1جدول که توالی آنها در

جفت  568و  607ترکیب، حضور قطعات انجام شد که در وکتورهای نو
کاه در پلاسامید   باز مربوط به هر یک از آغازگرها تایید شاد در حاالی  

 (. د-2شکل باندی مشاهده نشد ) pBI121خال  )غیر نوترکیب( 

 

 
 جهت تایید ورود سازه به ژنوم گیاه اطلسی PCRآنالیز  -2 شکل

؛ الف و ب( چاهک chiسنس ژن تکثیر شده با آغازگرهای ترمیناتور و ناحیه آنتی bp 568؛ ب( قطعه chiثیر شده با آغازگرهای پیشبر و ناحیه سنس ژن تک bp 607الف( قطعه  
)غیر نوترکیب(؛ چاهک  pBI121: پلاسمید خال  2؛ چاهک bp 100: سایز مارکر 1؛ چاهک virژن  kb 2: گیاهان تراریخته؛ ج( قطعه 2-20؛ چاهک bp 100: سایز مارکر 1
نوترکیب و عدم تکثیر در  pBI121: گیاه اطلسی شاهد؛ د( تایید حضور سازه خاموشی در پلاسمید 8؛ چاهک chiژن  RNAiهای تراریخته اطلسی حاوی سازه : لاین7-3

: پلاسمید نوترکیب تکثیر شده با آغازگر 2؛ چاهک bp 100: سایز مارکر 1در گیاهان تراریخته و عدم حضور در گیاه شاهد؛ چاهک  kanپلاسمید غیرنوترکیب؛ تایید حضور ژن 
antisense پلاسمید نوترکیب تکثیر شده با آغازگر 3؛ چاهک :sense ژن  حاوی: گیاهان تراریخته 5-9: پلاسمید غیر نوترکیب؛ چاهک 4؛ چاهکkan گیاه شاهد. 10؛ چاهک : 

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: 100 bp size marker; lane 2-20: transgenic plants; C) vir gene with 2 kb length; lane 1: 100 
bp 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: 100 bp 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. 

 

 های تراریختهبررسی خصوصیات مورفولوژیک در لاین

های اطلسای ماورد بررسای در    در گیاهان تراریخته حاصل از گل
کاه  این آزمایش، تغییرات متنوعی در رنگ گل مشاهده شاد. بطاوری  

بیشترین تغییرات فنوتییی مشاهده شده و بارز در گیاهان با رنگ گال  
ر گیاهان بنفش، پنج فنوتیا   های تراریخته دبنفش بود. در بین نمونه

رنگ گل به صورت مجزا در نظر گرفته شد و با گیاهان اطلسی بنفش 
، V1(. فنوتیا   الاف -3شاکل  رنگ به عنوان شاهد مقایساه شادند )  

ها بطور کامال از بانفش باه سارخابی     گیاهانی بودند که رنگ گل آن

ها رنگ بنفش خاود  ، گلV2(. در فنوتی  ب-3شکل تغییر یافته بود )
ها قابل مشااهده باود   های سفید رنگی در گلبرگرا حفظ کرده اما رگه

، نسبت به شاهد کاملاً کمرنگ V3های فنوتی  (. گلبرگج-3شکل )
هایی را تشکیل دادند کاه عالاوه   ، گلV4(. فنوتی  د-3شکل بودند )

ها، حالت شیمری یا به عباارتی هیبریاد   بر کمرنگ شدن رنگ گلبرگ
ها به صورت لکاه داشتند. به اینصورت که بعضی از نقاط روی گلبرگ

(. تعاداد گیاهاان باا    ه-3شکل هایی با شدت رنگ بیشتر مشهود بود )
دو گیااه ایان فنوتیا  را نشاان داده و دو     کم بود و تنها V5 فنوتی  
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ها باه رناگ بانفش و نیمای از     رنگ بودند. به عبارتی نیمی از گلبرگ
 (.  و-3شکل ها سرخابی بودند )گلبرگ

علاوه بر تغییراتی که در رنگ گل گیاهان بنفش اطلسی مشااهده  
هایی با رنگی ی بساكگیاه دارا 123لاین تراریخته،  402شد، در بین 

متفاوت از سایرین بودند. در تماامی گیاهاان اطلسای طبیعای، رناگ      

لاین تراریخته بنفش، رنگ بساك  123که در بساك زرد بود. در حالی
(. این در حالی بود که در سایر 4شکل از زرد به بنفش تغییر یافته بود )
ها مشااهده  و تغییری از نظر رنگ در آنگیاهان رنگ بساك زرد بوده 

 نشد.

 

 
 های تراریخته اطلسی با رنگ گل بنفشتغییرات فنوتیپی مشاهده شده در لاین -3 شکل

: سرخابی V5نوتی  : بنفش شیمر یا هیبرید؛ و( فV4فنوتی  ه( : بنفش کمرنگ؛ V3های سفید؛ د( فنوتی  : بنفش با رگهV2: سرخابی؛ ج( فنوتی  V1الف( شاهد؛ ب( فنوتی   
 و بنفش )دو رنگ(.

Figure 3- Observed phenotypical changes in transgenic petunia with purple flowers 
 A) wild type; B) V1 phenotype: magenta; C) V2 phenotype: purple with white streaks; D) V3 phenotype: light purple; E) V4 

phenotype: chimera or hybrid purple; F) V5 phenotype: magenta and purple (two colors). 
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 های تراریخته بنفشتغییرات مشاهده شده در رنگ بساک لاین -4 شکل

 الف( گل و بساك گیاهان شاهد )حالت طبیعی(؛ ب( تغییر رنگ بساك در گیاهان تراریخته با رنگ گل بنفش.  
Figure 4- Observed changes in anther of transgenic purple petunia 

 A) flower and anther in wild type; B) color change in anther of transgenic purple flowers. 

 

 
 های تراریخته اطلسی با رنگ گل صورتیتغییرات فنوتیپی مشاهده شده در لاین -5 شکل

 های سفید.: صورتی با رگهP2تی  : صورتی کمرنگ؛ ج( فنوP1الف( شاهد؛ ب( فنوتی   

Figure 5- Observed phenotypical changes in of transgenic pink petunia 
 A) wild type; B) P1 phenotype: light pink; C) P2 phenotype: pink with white streaks. 

 
های تراریخته صورتی نیز تنها دو فنوتی  مشاهده در بررسی لاین

الاف و  -5شکل ( )P1انی که نسبت به شاهد کمرنگ بودند )شد. گیاه
ها مشخ  بود و ( در آنP2های سفید )( و گیاهان صورتی که رگهب

 (.ج-5شکل بندی شدند )در گروه فنوتییی دوم طبقه

هاای تراریختاه   تغییرات فنوتییی مشاهده شده در رنگ گل لایان 
اسات کاه سابب     chiمورد بررسی، نتیجه فعالیت سازه خاموشای ژن  

های آنتوسیانین شده است که تولید خاموشی نسبی مسیر تولید رنگدانه
های تراریخته نسبت باه شااهد را   ها و کمرنگ شدن لاینکم رنگدانه
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های سافید رناگ، احتماالاً    هایی با رگهبدنبال داشته است. در فنوتی 
های سفید با فعالیت بیشتری عمال کارده )در ایان    موشی در بخشخا

ها خاموشی به صورت مطلق روی داده است( و منجر به متوقف بخش
شاده اسات   چالکون  نینارنجنشدن کامل مسیر تولید رنگدانه و تجمع 

 باشد. های سفید و فنوتی  سفیدرنگ میکه ماحصل آن تولید رنگدانه
تاز و چاالکون ایزوماراز در گیاهاان    های چالکون سان خاموشی ژن

منجر به تولید گیاهانی شد  RNAiتورنیا و توتون با استفاده از فناوری 
؛ Fukusaki et al., 2004که کاهش شادید رناگ را نشاان دادناد )    

Nishihara et al., 2005ن تراریخته توتون، دو که در گیاها(. بطوری
هایی باه رناگ صاورتی    هایی به رنگ سفید و ده لاین، گللاین، گل

 روشن تولید کردند. 
های شیمر یا هیبرید نیز مشاهده شاد کاه   در این آزمایش فنوتی 
های بافت گلبارگ  در برخی از سلول RNAiاحتمالاً نتیجه عمل سازه 

و عادم فعالیات آن در    و تولید رنگداناه کمتار(   chi)فعالیت کمتر ژن 
های دیگر )عدم تغییار رناگ در ایان بخاش از بافات      بعضی از سلول

گلبرگ( است که منجر به بروز طیفی از رنگ در بافت گلبرگ این نوع 
هاای تراریختاه   از گیاهان شده است، اما تولید رنگ سرخابی در لایان 

حاصل از گیاهان اطلسی بنفش رنگ، احتماالاً گویاای توقاف مسایر     
تز ترکیبات دلفینیدین و فعال شدن مسیر تولید ترکیبات سایانیدین  سن

 در این نوع گیاهان است. 
در تحقیقات انجام شده نیاز ایان موضاوع گازارش شاده اسات،       

که در گیاهان تراریخته تورنیا، اطلسی و جنتیانای آبی با کاهش بطوری
کاه یاک آنازیم کلیادی ماوثر در تولیاد ترکیباات          f3´5´hبیان ژن 

لفینیدین است، تنوعی از رنگ گل )آبی تا صورتی( از طریاق تجماع   د
 Nakamura؛Tsuda et al., 2004مشتقات سیانیدین مشاهده شد )

et al., 2006 ؛Nakatsuka et al., 2008.) 

 
 qRT-PCR آزمون
هاای تراریختاه   گروه فنوتییی لایان  5در  chiبررسی بیان ژن در 

( V1اطلسی با شاهد، بیشاترین کااهش بیاان در فنوتیا  سارخابی )     
برابر نسبت باه شااهد کااهش     6در آن  chiمشاهده شد که بیان ژن 

هاای تراریختاه بانفش باا     یافته بود. پس از آن کمترین بیان در لاین
( V3( و بانفش کمرناگ )  V4) (، بنفش شایمری V2های سفید )رگه

برابار نسابت باه شااهد      7/1و  9/1، 4/2مشاهده شد که باه ترتیاب   
( که دو رنگ باود،  V5کاهش یافته بود. در مورد گروه فنوتییی پنجم )

( V52( و ساارخابی )V51از هاار دو بخاش باانفش )  RNAاساتخراج  
انجام شد و آنالیز بیان برای هر بخش در ابتدا نسبت به شاهد و سیس 

کاهش  V51با مقایسه دو بخش با هم صورت گرفت. در مقایسه بین 
نسبت باه شااهد مشااهده شاد اماا ایان        4/1به میزان  chiبیان ژن 

که کاهش بیان (، در حالیp≤0.05دار نبود )کاهش از نظر آماری معنی
برابار باود. همچناین در     7/2( نسبت به شااهد  V52بخش سرخابی )

 chi(، بیاان ژن  V52و  V51نجام شاد ) ای که بین دو بخش امقایسه
برابر نسبت به بخش بنفش رنگ کاهش یافته  9/1در بخش سرخابی 

 (.  6شکل بود )

 
 های تراریخته اطلسی با رنگ گل بنفش نسبت به شاهدگروه فنوتیپی لاین 5در  chiتغییر بیان ژن  -6 شکل

Figure 6- chi gene expression in 5 phenotypical groups of purple transgenic lines rather than wild type  
 

های آزمایشی پاژوهش حاضار، بسااك   که در کل نمونهاز آنجایی
لاین تراریخته بنفش رنگ حضاور   123های تغییر رنگ یافته فق  در 

داشتند و در هیچیک از گیاهان شاهد و یاا گیاهاان تراریختاه دیگار،     
در ایان گیاهاان    chiرنگی در بساك گل مشاهده نشد، بیان ژن  تغییر
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از بسااك   RNAنیز مورد بررسی قرار گرفت. بدین منظاور اساتخراج   
تکاارار( انجاام شااد و پاس از ساااخت    3گیاهاان تراریختااه و شااهد )  

cDNA  بیان ژن مورد بررسی قرار گرفت. نتایج آزماون ،qRT-PCR 
که کاهش بود، بطوری chiژن  (p≤0.05دار )دهنده کاهش معنینشان
برابری بیان این ژن در بساك گیاهان تراریخته نسبت به بسااك   6/1

(. ژن چالکون ایزومراز در بساك و 7شکل گیاهان شاهد مشاهده شد )
دانه گرده گل نیز فعالیت دارد. پس کااهش بیاان ایان ژن در بسااك     

ن به اثر سازه خاموشی منتقل شده به ژناوم  تواگیاهان تراریخته را می
ها به رنگ بنفش، این گیاهان نسبت داد. اما در مورد تغییر رنگ پرچم
هاای تراریختاه گیااه    گزارش خاصی وجود ندارد. رنگ بساك در لاین

بااه زرد تغییاار کاارده بااود   chiتوتااون حاااوی سااازه خاموشاای ژن  
(Nishihara et al., 2005 ؛Wang et al., 2018انتظار می ،)  رفات

هاای تراریختاه اطلسای نیاز منجار باه       کاهش بیان این ژن در لاین
افزایش تجمع نارنجنین چالکون و افزایش شدت رناگ زرد در بسااك   
این گیاهان شود. ممکن است تجمع چالکون در بساك این گیاهان نیز 

ده باشد، اما عوامل دیگری در عدم باروز رناگ زرد و تولیاد    اتفاق افتا
های بنفش در بساك این گیاهان نقش داشته باشد. برای مثال رنگدانه
تواند سایر مسیرهای موجود در چرخه فلاونوئیدها در بساك فعاال  می

هاا )سیتوپلاسام،   شده باشد یا شرای  بیوفیزیکی محل تجمع رنگداناه 
و یاا فعاال شادن     pHئل( از قبیل تغییار در  سیتوسل و بالاخ  واکو

هایی که بر روی تولید و تجمع رنگدانه در ایان منااطق   عناصر یا یون
هاا شاده   های بنفش در این لایان نقش دارند، منجر به تجمع رنگدانه

باشد. حتی ممکن است برهمکنشی از تمامی موارد ذکار شاده، علات    
ر چناد تاییاد و تعیاین    بروز رنگ بنفش در بساك این گیاهان باشد. ه

هاای تکمیلای مای   دلیل یا دلایل قطعی این مشاهده نیازمند آزمایش

 باشد.  
براباری بیاان ژن    4و  6های تراریخته صورتی نیز کاهش در گل

چالکون ایزومراز نسبت به شاهد مشاهده شد که به ترتیب مرباوط باه   
ی هاا های صورتی دارای رگاه ( و لاینP1های صورتی کمرنگ )لاین
 (.  8شکل ( بود )P2سفید )

های مشاهده های تراریخته مورد بررسی و فنوتی در تمامی لاین
نسبت به گیاهان شاهد مشااهده شاد کاه     chiشده، کاهش بیان ژن 

طراحی شده در خاموشی ژن چالکون  RNAiدهنده کارایی سازه نشان
کاهش بیان ژن و ظهاور فنوتیا    باشد که منجر به( میchiایزومراز )

 های جدید شده است.
در پژوهش انجام شده، تفاوت در خصوصایات فناوتییی و میازان    

هاای تراریختاه،   های بررسای شاده در لایان   و سایر ژن chiبیان ژن 
ماورد   RNAiدهنده تفاوت در درجه خاموشای و کاارایی ساازه    نشان

کاه ایان تفااوت در    های مورد مطالعه است. بطوریارزیابی در اطلسی
بین گیاهان تراریخته موجود در یک رنگ نیز بوضاوح قابال مشااهده    

 است. 
های خاموشای مرباوط باه    در گیاهان تراریخته توتون حاوی سازه

)فلاونول سنتاز( نیز تفاوت در درجاه خاموشای در    flsو  f3´hهای ژن
؛ Nakatsuka et al., 2008باین گیاهاان تراریختاه مشااهده شاد )     

ّFujino et al., 2018    در گیاهان جنتیانای تراریخته باا رناگ گال .)
ها نسابت داده  یاسی، تغییر رنگ گل بدلیل تغییر در ترکیب آنتوسیانین

که در گیاهان تراریخته با رنگ گل آبی کمرنگ، کااهش  شد، در حالی
ها، دلیل اصلی تغییر رنگ در گیاهان مورد بررسی توسیانیندر مقدار آن

 (. Nakatsuka et al., 2010در نظر گرفته شده است )

 
 

 
 های تراریخته اطلسی با تغییر رنگ بساک نسبت به گیاهان شاهددر لاین chiتغییر بیان ژن  -7 شکل

Figure 7- chi gene expression in purple transgenic lines with color change in anther rather than wild type  



 1402، تابستان 2، شماره 37)علوم و صنایع كشاورزي(، جلد باغباني نشریه علوم     420

 
 های تراریخته اطلسی با رنگ گل صورتی نسبت به شاهدگروه فنوتیپی لاین 2در  chiتغییر بیان ژن  -8شکل 

Figure 8- chi gene expression in 2 phenotypical groups of pink transgenic lines rather than wild type  
 

دهناده کاارایی بیشاتر خاموشای در     نتایج تحقیقات مختلف نشان
که ها است، بطوریهای بالادست مسیر بیوسنتزی تولید آنتوسیانینژن

در تحقیقاتی که بر روی گیاه جنتیاناا انجاام شاده اسات، در گیاهاان      
فراوانای  بودناد،   f3´5´hژن  RNAiتراریخته جنتیانا که حاوی ساازه  

 chsهای خاموشی نسبت به گیاهان جنتیانای حاوی سازه خاموشی ژن
(. به عبارتی موقعیت ژن Nishihara et al., 2005کمتر بود ) ansو 

مورد نظر در چرخه بیوسنتزی تولید رنگدانه و تاوالی ژن هاد  ماورد    
خاموشی موثر است. همچناین   نیز بر کارایی RNAiاستفاده در روش 

طول توالی ژن هد  نیز در فراوانی خاموشی ژن در گیاهان تراریختاه  
بیشترین تاثیر را در  bp700-500که قطعات با طول تاثیر دارد. بطوری

خاموشی ژن خواهند داشت، با اینحال، بسته باه گوناه گیااهی، طاول     
متفاوت باشاد   bp1000-100تواند از قطعه انتخابی برای خاموشی می

(Heilersig et al., 2006 ؛Nakatsuka et al., 2010.) 
هااای ای باارای کاااهش بیااان ژن بطااور گسااترده RNAiروش 

ها بکار گرفتاه شاده اسات کاه     ساختاری موثر در بیوسنتز آنتوسیانین
هاا و تغییار رناگ گال در گیاهاان      نینسبب ممانعت از تجمع آنتوسیا

؛ Chen et al., 2017؛ Nakatsuka et al., 2010شود )تراریخته می
Fujino et al., 2018 .) 

 

 گیرینتیجه

عات از فعالیات   نتایج این آزمایش بطور واضحی نشان داد که ممان
تواند در گیاهان اطلسی با استفاده از خاموشی القاا شاده از   می chiژن 

بدست آید و تغییار در مقادار ترکیباات فلاونوئیادی و      RNAiطریق 
های این گیاهان واقاع شاود. در حقیقات نتاایج ایان      رنگ در گلبرگ

آزمایش موید حضاور و نقاش کلیادی ایان ژن در مسایر بیوسانتزی       
ناارنجنین  ها است که نقاش اصالی را در واکانش تبادیل     آنتوسیانین
 کند.به فلاوانون ایفا میچالکون 
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