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  چكيده

 خوبي به تجاري لحاظ از آفريقايي بنفشه. در صنعت گل و گياهان زينتي است يهدف اصل ديجد يهابا رنگ ينتيارقام ز ديتول
 و هاي بنفشه آفريقاييرنگ گلبرگ اين پژوهش با هدف تغيير .است موجود زرد گل جز به مختلفي هايرنگ در و شده شناخته

با  هااين ژن، بدين منظور. انجام شد CGT'4و  AS1ژنهاي ورزي ژنتيكي دستاز طريق  توليد مسير بيوسنتزي رنگدانه آئورون
 pCAMBIA1304ترتيب در ناقل بياني گلبرگ گل ميمون زرد جداسازي و ببا آغازگرهاي اختصاصي از  PCRاستفاده از 

هاي با استفاده از بررسي +AS1 pCAMBIA1304وpBI121+4'CGT  نوتركيبپلاسميدهاي . تصال گرديدا  pBI121و
Colony PCRسپس به روش . ها در بانك اطلاعاتي، مورد تاييد قرار گرفترديف سازي آنيابي و هم، هضم آنزيم، توالي
گياه بنفشه آفريقايي هاي گلبرگسيستم بيان موقت در  منتقل و با استفاده از LBA4404به آگروباكتريوم سويه الكتروپوريشن 

ها تزريق ژني با استفاده از سرنگ در پايه گلبرگ آگروباكتريوم حامل سازه سوسپانسيون سيستماين در . مورد بررسي قرار گرفت
و هيچ تغييري در  ادد نشان را رنگ كم زرد به سفيد هايگلبرگ رنگ تغيير وضوح به روز 3 از پس مورفولوژيكي نتايج .شد

. كردندرا تاييد  فنوتيپيتغييرات  ترتيب بيان ژن وبميكروسكوپ نوري  و مشاهده با  PCRآناليز. هاي شاهد مشاهده نشدگلبرگ
با . هاي تراريخت شناسايي شددر گلبرگ nMS-DAD-HPLCبا استفاده از  )AOG( يدگلوكز -او-6- آئوروسيدينهمچنين 

اين همچنين  .اددائم به گياهان زينتي انتقال د گيبراي تراريخت يشتريرا با اعتماد ب يژن سازهتوان يمبكارگيري اين سيستم 
 .هاي گياهان زينتي كه فاقد اين نوع رنگ هستند باز نمايددر گونه زرد رنگ ي ايجادمهندس يبرا تواند راهي رامي پژوهش

  مهندسي ژنتيك ،ينتيگياهان زرنگ گل، آنتوسيانين، آئورون،  :هاي كليديواژه

 l.fahmideh@gau.ac.ir: ، پست الكترونيكي 22516723170: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
خانواده  از )Saintpaulia ionantha( آفريقايي بنفشه

Gesneriaceae ،ترين گياهان زينتي تجارييكي از مهم 
). 25(رود بشمار مي بسيار در سراسر جهان ارقام با محبوب
باغباني به  پرورش اين گونه گياهي در حوزه علوم امروزه

 حدود 2017سال تا همچنين  .شكل صنعت در آمده است

گزارش شده  هاي متنوع گلرنگ بادر اين جنس  گونه 25
 هاي زرد رنگ و نارنجي هستندفاقد واريته كه )24(است 

هاي حاصل از بكارگيري مهندسي قيتاز جمله موف ).25(
هاي توان به ايجاد رنگژنتيك در اصلاح گياهان زينتي، مي

 نگدر ر عتنو ).17( هاي زينتي اشاره كردنوين در گل ويژه
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در  تغييرايجاد  رـب كـنتيژ مهندسياز  دهستفاا با گل
 ستا هشد متمركز نوئيدهاوفلا توليد متابوليكي يمسيرها

در گياهان عالي، در چهار گروه بزرگ  هارنگدانه ).16(
 و) هاآنتوسيانين(ها، كاروتنوئيدها، فلاونوئيدها كلروفيل
  .)23، 6( ها قرار دارندبتالائين

 مسيرنشان داده شده است،  1مچنان كه در شكل ه
مسيرهاي  ترينگسترده از يكي فلاونوئيدها بيوسنتزي

 نيلف مسير از متابوليسم گياهي است كه در تحقيق
 شوندمي ساخته آلانين از اسيدآمينه فنيل و پروپانوئيدي

 تركيب توليد فلاونوئيدها، ساخت در مرحله اولين). 5(

 چالكون نام تتراهيدروكسي به مهم، ايواسطه
)Tetrahydroxy chalcone( (THC) چالكون آنزيم توسط 

تترا . باشدمي  Chalcone synthase((CHS)( سنتاز
 ايزومراز چالكون وسيله آنزيم به ونچالك هيدروكسي

)Chalcone isomerase( (CHI) نارينجنين به 
)Naringenin( شودمي تبديل )زيادي تعداد با وجود ).14 
 اصلي كلاس شش تنها گل، رنگ تنوع و هاآنتوسيانين از

 پونيدين، سيانيدين، پلارگونيدين،: دارد وجود آنتوسيانيدين
 از ايگسترده طيف داراي .لويدينما و پتونيدين دلفينيدين،

به  هايگل). 26(هستند  آبي تا كم رنگ زرد از ها،رنگ
 دلفينيدين بر مبتني هايآنتوسيانين بنفش حاوي/رنگ آبي

 هايآنتوسيانين حاوي قرمز/قرمز هايگل ،يدگلوكوز- 3
 قرمز/ نارنجي هايگل و يدزگلوكو-3سيانيدين  از غني

- 3پلارگونيدين  بر مبتني ايهآنتوسيانين حاوي آجري
  ).29( هستند يدگلوكوز

كمياب  فلاونوئيدهاي از كلاس يك ،)Aurone( آئورون
ها را نسبت به چالكون تريروشن زرد هايگل باشد كهمي
گل شاه  مانند هاگونه از محدودي تعداد در دهد ومي

گُل ، )Cosmos bipinnatus( ستاره يا اشرفي
 Antirrhinum(ي گل ميمونو ) وميمونيل( عروسان شَصت

majus (شود مي يافت)آئوريسيدين و  تشكيل. )23
ترتيب از تترا هيدروكسيلاز چالكون و پنتا براكتياتين ب

مشتق شده است كه يك فرايند تك  هيدروكسيلاز چالكون
آنزيمي كاتاليز شده توسط همان آنزيم آئوريسيدين سنتاز را 

 AS1 (Aureusidin synthase) ).18( دهدنشان مي
ژنهاي   CGT (Chalcone 4'-O-glucosyltransferase)'4و

ها از گياه گل ميمون درگير در مسير بيوسنتزي رنگدانه مهم
وسنتزي زرد رنگ است كه در فرايند بالا براي بيان مسير بي

  .)1شكل (آئورون ضروري است 

ر و باز آنجا كه انتقال ژن و باززايي بيشتر گياهان عالي زمان
در  بيگانه يهاژن موقت نبياپرهزينه است، بنابراين 

 گياهي ژيبيوتكنولودر  شمندارز شيرو ،گياهي يبافتها
روش  هكوتا نماژن در ز دعملكر ناليزآ ايبرو  ستا
 ده،سا ،پذيرفنعطاا ،سريعروش  ينا. ميباشد يمدرآكا

 اجرا قابل يافته تمايز يبافتهاو در  كشتبافت به زبينيا
 يهانموآز ).7(نيست  محيط تأثير تحت مچنينهو  دهبو
 يك بعنوان) ينفيلتريشنواگراسيستم (ژن  موقت نبيا
 ارپايد يختيارتر ضعيتو بينيپيش ايبر مناسب رهكارا
 هااز ژن برخي دعملكرو  نبيا سيربر نمكارود و امي ربكا

  ). 28(نمايد مي همافرروز  چندرا در 

 سيربر ايبرروش  نياز ا نهمچنا وزهمرا كه چند هر
 دميشو يگيرهبهر وسيرو تحريك باژن  خاموشي ممكانيز

در حالت بيان پايدار ژن و تراريخت كردن با  ).31(
هاي مورد نظر با حامل ژن يا ژن T-DNAآگروباكتريوم، 

در حالي كه در بيان موقت، . شودژنگان ميزبان تلفيق مي
هاي تهتلفيق نشده در هسته ياخ T-DNAهايي از نسخه

مرتبه بيشتر از حالت  1000توانند ميزبان وارد شده و مي
توان با اين روش ميزان همچنين مي ).11( پايدار بيان شوند

ها را در يك زمان كوتاه بدون نياز به باززايي بيان ژن
از طرف ديگر اين روش . دهاي تراريخت، ارزيابي كرياخته

هم مناسب ) kb 2ز بزرگتر ا(هاي نسبتا بزرگ براي بيان ژن
در پژوهشي با استفاده از سيستم بيان موقت ). 11(است 

- 5ʹ،3ʹفلاونوئيداگرواينفيلتريشن و با انتقال دو سازه ژني 
هاي از زنبق در گلبرگ DFRهيدروكسيلاز از گل اطلسي و 
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). 10(هاي گرده ايجاد شد ژاله، رنگ آبي در كلاله و دانه
ز سيستم بيان موقت و با در پژوهشي ديگر با استفاده ا

--5ʹ،3ʹفلاونوئيد كننده ژنحمل(هاي تك ژني انتقال سازه
 كننده ژنحمل(و دو ژني ) هيدروكسيلاز از گل بنفشه

از  DFRهيدروكسيلاز از گل بنفشه و ژن  - 5ʹ،3ʹفلاونوئيد
 لفينيديند له توليدژا گل يهاگگلبربه ) زنبق هلندي
  ).15(مشاهده شد 

  
  ).18( از اسيد آمينه فنيل آلانين براي ايجاد رنگ گل در گياهان زينتي) آئورون(مسير زيست ساخت فلاونوئيدها   -1 شكل

بنفشه  هايموجود در ميان گونه يا وجود پالت بزرگ رنگب
 در هنوز ژنتيك مهندسي توسط گل رنگ تغييرآفريقايي، 

 غني در منابع چه اگر .است نشده گزارش بنفشه آفريقايي
 وجود متنوع هايرنگ زينتي بنفشه آفريقايي با گياه ارقام

 به توجه بابنابراين  .فاقد واريته زرد رنگ است دارد ولي

 زينتي، هايگل ميان در آفريقايي زينتي بنفشه گياه محبوبيت

هايي با رنگ نوين گلبرگ به دستيابي و صورت موفقيت در
 ارزش با سيارب تجاري لحاظ نظر از مورد زينتي گياه زرد،

اهميت قابل توجهي در بازار تواند داراي خواهد شد و مي
بنفشه تغيير رنگ گل ي  به مطالعه لذا اين پژوهش .باشد

با استفاده  مسير بيوسنتزي رنگدانه آئورون و توليد آفريقايي
اهداف اين پژوهش . پردازداز سيستم اگرواينفيلتريشن مي

ر مسير بيوسنتزي هاي درگير دجداسازي ژن: عبارتند
 هاي ژنيساخت سازه، آئورون در گل ميمون

pBI121+4'CGTو pCAMBIA1304+AS1   و انتقال دو
تغيير  ،LBA4404 هيسو وميآگروباكترسازه ژني با هم به 

مسير بيوسنتزي به سمت آئورون براي ايجاد رنگ زرد در 

 هاي ژنيانتقال سازه هاي گياه بنفشه آفريقايي سفيد،گلبرگ
 اهانيگ يمولكول از طريق روش انتقال بيان موقت و ارزيابي

با روش بيان موقت از طريق  ييقايبنفشه آفر ختهيترار
  .ميكروسكوپ نوريو  PCRهاي هاي آزمونروش

  مواد و روشها
 در:  CGT'4 و AS1  هاي ژنيسازهساخت  طراحي و

كه در پژوهشكده ژنتيك و زيست فناوري  پژوهش نيا
جام شد از دو سازه ژني براي ايجاد تغيير رنگ طبرستان ان

گل به رنگ زرد و توليد مسير بيوسنتزي رنگدانه آئورون 
 BLASTو NCBI با استفاده از بانك اطلاعاتي. استفاده شد

 AS1و  CGT'4هاي نژ ايآمينه توالي نوكلئوتيدي و اسيد ،
-بترتيب با شماره دسترسي گياه زينتي گل ميمونيدر 

AB198665  وAB044884  ها همراه ساير ويژگيبه
 mRNAجمله طول هاي مورد بررسي ازهاي تواليويژگي(

،cDNA ، طول پروتئين و شماره  ،تعداد اگزون و اينترون
از دريافت  پس. مورد بررسي قرار گرفت )هادسترسي توالي
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هاي تكراري حذف و در نهايت تائيد ها، تواليتمام توالي
 هاي شناسايي شده با استفاده از پايگاهليتوادر  هاژنوجود 
با  AS1پرايمرهاي اختصاصي ژن . انجام گرديد  CDDداده

 BstEو  Nco Iهاي هاي برشي آنزيمتوجه به توالي جايگاه

II  در ناقلpCAMBIA1304  4و ژن'CGT  با توالي
در  BamH Iو  Sac Iهاي هاي برشي آنزيمجايگاه
. طراحي شدند Oligo 7افزار نرمبا استفاده از   pBI121ناقل

از  هاي برشيمنظور افزايش كارايي هضم توسط آنزيمه ب
 Cleavage Close to the End of DNA Fragmentsجدول 

هاي اوليگونوكلئوتيدي استفاده شده رشته. استفاده شد
 .اندآورده شده 1بعنوان آغازگر در اين پژوهش در جدول 

د بررسي به ترتيب بصورت هاي مورهاي تكثير ژنواكنش
برنامه با و جداگانه با آغازگرهاي اختصاصي مربوطه 

، گراددرجه سانتي 95دقيقه در  5واسرشتگي اوليه دمايي، 
گراد، اتصال درجه سانتي 95در دماي  دقيقه 1 واسرشتگي

 72دقيقه در  4گسترش  ،گراددرجه سانتي 60در  دقيقه 1
درجه  72دقيقه در  10و گسترش نهايي  گراددرجه سانتي
-از PCR در واكنش .چرخه انجام شد 35طي  سانتي گراد

cDNA  پس از بررسي نتايج . بعنوان الگو استفاده شد
روي ژل آگاروز يك درصد و تأييد اندازه،  PCR واكنش

قطعات تكثيري با استفاده از كيت استخراج از ژل شركت 
طبق دستورالعمل شركت سازنده جداسازي و خالص 

پس از خالص سازي قطعات، واكنش اتصال  .سازي شدند
 توسط آنزيمهاي مورد نظر بين اين قطعات و پلاسميد

DNA ليگاز T4 پلاسميدهاي نوتركيب  در ادامه .انجام شد
 به باكتري مستعد شوك حرارتيحاصل با استفاده از روش 

E. coli سويه DH5α 4 ژنبدين ترتيب، . منتقل شدند'CGT 

در  pCAMBIA1304 ناقلدر  AS1و ژن  pBI121 ناقلدر 
دست ه ب نوتركيبپلاسميدهاي و  شد كلون 3´و  5´سمت 
 pCAMBIA1304-AS1و  pBI121-4'CGT ترتيبب آمده

با پلاسميدهاي نوتركيب حاصل . ندشد دهينام) 2شكل (
الگوي هضم آنزيمي ، PCRهاي كلوني استفاده از روش

مورد يابي ناقل و توالي هربراي هاي ذكر شده توسط آنزيم
  . سازي قرار گرفتبررسي صحت همسانه

براي انتقال ژن به گياه  LBA4404اگروباكتريوم سويه  از
هاي مستعد از اگروباكتريوم، پس از تهيه سلول. استفاده شد

انتقال پلاسميدهاي نوتركيب بطور همزمان با همديگر و با 
با استفاده از ) ng/µl 100(ميزان مناسب از هر دو ناقل 

بر روي محيط  و روش الكتروپوريشن انتقال داده شد
هاي مناسب آگار حاوي آنتي بيوتيك LBانتخابي 
كشت شدند  mgl-150  و كانامايسين mgl-150  ريفامپيسين

شبانه روز در تاريكي  3گراد به مدت درجه سانتي 28و در 
سپس مجدد درستي تراريخته بودن . انكوبه گرديدند

هاي نوتركيب كه بر روي محيط انتخابي رشد كرده يكلون
  .به تاييد رسيد  PCRبودند با آزمون كلوني

انتقال سازه ژني با سيستم بيان زودگذر 
جهت : در گلبرگ بنفشه آفريقايي) اگرواينفيلتريشن(

سازي محلول اگرواينفيلتريشن براي تزريق، ابتدا آماده
كشت جامد يطحاوي سازه ژني روي مح آگروباكتريوم

  هاي ريفامپيسينبيوتيكداراي آنتي) LB(برتاني - لوريا

mgl-150 و كانامايسين  mgl-150  روز در تاريكي  3به مدت
  . گراد كشت شددرجه سانتي 28و در دماي 

  يابيو تواليPCRپرايمرهاي مورد استفاده براي-1جدول
No5(توالي   پرايمر رفت'-Sequence-3'( توالي    رگشتپرايمر ب)5'-Sequence-3'(  
1 BamH I -

4'CGT-FW 
ATGGGAGAAGAATAGGATCCGG

CAAGAAA  
  

Sac I - 4'CGT  
-RV  

TTAACGAGTGACGAGCTCGG
CGAGTTGAT  

2 Nco I - AS1  
-FW  

ATGTTCAAAAATCCTCCATGGGG
AATATC  

  

BstE II - AS1  
-RV  

TTAGCCATCAAGGGTTACCGG
CTCAATCTT  
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 Sacو BamH I برشيهاي ، محل)KanR(اين سازه داراي ژن مقاومت به كانامايسين  pBI121-4'CGT: )الف(. هاي ژنيطرح شماتيك سازه -2 شكل

I  پيشبرنده ،CaM35Sبرداري دهنده نسخه، توالي خاتمه)NOS( توالي افزايش دهنده بياني ،)Kozak sequence(هاي مرزي چپ ، توالي)LB ( و
 Nco Iهاي برشي ، محل)hpt II(اين سازه داراي ژن مقاومت به هيگرومايسين  pCAMBIA1304-AS1 : )ب( .شدبامي) CGT'4(و ژن ) RB(راست 

هاي مرزي چپ ، توالي)Kozak sequence(، توالي افزايش دهنده بياني )NOS(برداري دهنده نسخه، توالي خاتمهCaM35S، پيشبرنده  BstE IIو 
)LB ( و راست)RB ( و ژن)AS1 (اشدبمي.  

هاي آگروباكتريوم گيري از كلونيروز، با بهره 3پس از 
- داراي آنتي LBكشت مايع ليتر محيطميلي 20رشد يافته، 

 mgl-150 و كانامايسين  mgl-150  هاي ريفامپيسينبيوتيك
-درجه سانتي 28مايه كوبي شده و يك شبانه روز در دماي 

شت يك با گذ .گراد و در شرايط تاريكي تكان داده شد
 3200، در LBليتر ميلي 20هاي رشد يافته در روز، باكتري

دقيقه سانتريفوژ شده و بخش  10دور در دقيقه به مدت 
شناور آن را دور ريخته و رسوب چسبيده به ته فالكون را 

گرم ميلي 240به همراه ) AB )22كشت در محيط
- ان(- 2گرم  7/14، )NaH2PO4(مونوفسفات سديم 

گرم در ليتر  MES( ،10(تان سولفونيك اسيد ا) مورفولينو
رشد ) pH 5/5(ميكرومول استوسيرينگون  100گلوكز و 

ساعت در دماي اتاق و در تاريكي  6تعليق كرده و به مدت 
سپس براي بار دوم اين سوسپانسيون . تكان داده شدند

دقيقه  10دور در دقيقه و به مدت  3200باكتري در 
چسبيده به ته فالكون در محيط سانتريفوژ گرديد و رسوب 

) ميكرومول استوسيرينگون 100و % 1گلوكز (اينفيلتريشن 
) OD(اي رقيق شد كه چگالي چشمي تعليق شده و به گونه

ليتر از ميلي 5/1تا  1در اين مرحله . رسيد 6/0تا  5/0آن به 
به مورد نظر  ODمحلول اگرواينفيلتريشن آماده شده با 

، شاهد تزريق شده با )ن تزريقبدو(هاي شاهد مونهن

محلول اگرواينفيلتريشن بدون سازه ژني و نمونه تزريق 
-در بخششده با محلول اگرواينفيلتريشن حاوي سازه ژني 

هاي سفيد بنفشه آفريقايي سرنگ بدون گلبرگ پايههاي 
روز از تزريق محلول  3پس از  .زريق شدسوزن ت

ها، ضعيت نمونهاگرواينفيلتريشن و مشاهده چشمي تغيير و
 دماي و درشدند هاي كه تزريق شده بودند جدا گلبرگ

  .نگهداري شدند  - 80
هاي شاهد و تراريخت گلبرگ: ميكروسكوپ نوريآناليز 

عرضي متر برش يليم 5×5به قطعات ) زرد رنگ(موقت 
نازك  يهابخش. شدند هتعبي آگارز %4داده شده و در 

 DTK-1000دهنده شبر كرويبا م) متريليم 100ضخامت (

(D.S.K.) تر سپس براي بررسي دقيق. ندبرش داده شد
نوري  كروسكوپيبا استفاده از مها تغيير رنگ گلبرگ

  .تقرار گرف يمورد بررس VH-Z75 (Keyence)مدل
هايي هاي شاهد و گلبرگگلبرگ: آناليزهاي مولكولي

 DNAاستخراج تراريخته احتمالي تغيير رنگ يافته پس از 
تاييد حضور بررسي دو قطعه ژني با آزمون براي ي ژنوم

و با استفاده از پرايمرهاي  مرازاي پليواكنش زنجيره
  . آناليز شدنداختصاصي طراحي شده 

با استفاده  )AOG( يدگلوكز -او- 6-آئوروسيدين آناليز
كه محصول نهايي  AOG ارزيابي:  HPLC-DAD-MSnاز 
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 HPLC-DAD-MSnاه دستگ با استفاده ازباشد آئورون مي
 نيبصورت آنلا HPLC ستميساين  .مورد آناليز قرار گرفت

 ,Bruker )Bremen يوني يسنج جرم فيط كيبا 

Germany ( همراه با منبعESI بدين منظور از گلبرگ .بود-

هاي بنفشه آفريقايي تراريخت تغيير يافته به رنگ زرد، 
زرد و گل ميموني ) غير تراريخت(بنفشه آفريقايي سفيد 

پس از تهيه عصاره غليظ . رنگ عصاره متانولي تهيه گرديد
در مسير بيوسنتزي  AOGجهت بررسي كمي و كيفي ميزان 

فاز  .تزريق شد ها به دستگاهآئورون، آنتوسيانيدين و فلاون
فاز  .باشدمي Bو  Aقسمت  2متحرك دستگاه شامل 

و فاز  TFA⁄water (eluent A)% 1/0شامل  Aمتحرك 
آب  ml100 استونيتريل و  ml 900نيز از  B متحرك

، 400هاي خاص ها در طول موجنمونه. تشكيل شده است
اي آئورون، هنانومتر بطور جداگانه براي پيك 520و   360

ها به ترتيب مورد بررسي قرار ها و آنتوسيانيدينفلاون
 .گيري و شناسايي شددقيقه اندازه 40گرفت و طي زمان 

با ) XDB-C18(گيري از يك ستون ا بهرهاجزاي محلول ب
هاي خاص، با طول موج UV، دتكتور mm6/4×150ابعاد 

، سوزن ml /min1، سرعت جريان Quaternaryپمپ 
ميكروليتر و  20، حجم تزريق µl2تزريق كننده هميلتون 

هاي نمونه .بررسي گرديد ChemStationنرم افزار 
اي پودري كه ماده ، نارينجنين و چالكون)AOG(استاندارد 

متانول حل نموديم  cc10گرم بود در ميلي 1است به ميزان 
براي بدست . و به جز چالكون بقيه در آب رقيق گرديد

ها نيز از هاي كاليبراسيون ديگر نمونهآوردن منحني
هاي مربوط به پيك. استفاده شد UVكاليبراسيون استاندارد 

AOGد مقايسه و مقادير ، نارينجنين و چالكون با استاندار
گرم در گرم هر يك براساس كروماتوگرام بر حسب ميلي

ها و پردازش داده يجمع آور .طيف استاندارد محاسبه شد
 يسنج جرم فيط. انجام شد Brukerبا استفاده از نرم افزار 

با دامنه اسكن از  MSnمثبت و خودكار  يونيدر حالت 
 .كندعمل مي mz/z 1000تا  100

 نتايج

  و  pBI121ناقل  در   AS1 و CGT'4 كلونينگ ژن بسا

pCAMBIA1304  :4قرار گرفتن دو كاست ژني'CGT و 
AS1 پلاسميد  در دوترتيب بpBI121  وpCAMBIA1304 

يابي و توالياي پليمراز واكنش زنجيره ،با هضم آنزيمي
 LBدر محيط كشت كه بدين صورت . ندتاييد شد

هاي مقاوم در محيط ياكثر كلون +CGT pBI121'4حاوي
، دارا بودند) جفت باز 1374(انتخابي، باند مربوطه با اندازه 

-  AS1حاوي LBدر حاليكه محيط كشت 

pCAMBIA1304+ هاي مقاوم در محيط تنها دو كلوني
را ايجاد ) جفت باز 1689(دازه مورد نظر انتخابي، باند با ان

قال نتايج بدست آمده مشخص نمود كه انت ).3شكل( كرد
- AS1و pBI121+4'CGT هاي نوتركيبهمزمان دو ناقل

pCAMBIA1304+ هاي مستعد اگروباكتريوم به سلول
هاي نوتركيب بر روي محيط موفقيت آميز بود و كلوني

تراريخته بودن و  PCRانتخابي مشاهده شدند، كه با آزمون 
هاي كلوني .وجود پلاسميدها در اگروباكتريوم اثبات شد

هاي بيوتيكحاوي آنتي LBسطح محيط كشت  نوتركيب در
انتخاب ) mgl-150  كانامايسين+ mgl-1 100 ريفامپيسين(

از و با استفاده  Colony PCRشده و سپس با روش 
 CGT'4(آغارگرهاي اختصاصي، حضور دو قطعه ژني 

 1689و  1374هاي ترتيب با اندازهبا همديگر ب ) AS1و
  ).اندده نشدهها آورداده( جفت بازي تاييد شد

هاي بنفشه انتقال سازه ژني و بررسي فنوتيپي گلبرگ
-گياهان زينتي بنفشه آفريقايي: آفريقايي ترايخت

(Saintpaulia 'Jolly Diamond') سازي براي تراريخته
ها با ابتدا بررسي تغيير رنگ گلبرگ. موقت استفاده شدند

  .مشاهده چشمي مورد مطالعه قرار گرفتند
روز بواضح تغيير  3ي اين آزمايش پس از مشاهده چشم
ي زرد كم هاي سفيد بنفشه آفريقايي با هالهرنگ گلبرگ

 AS1و  CGT'4رنگ را در نمونه تزريق شده با سازه ژني 
هاي شاهد را نشان داد در حالي كه هيچ تغييري در گلبرگ

و تزريق با محلول اگروايفيلتريشن بدون سازه ژني مشاهده 
 نتايج و شد تكرار بار اين آزمايش دو). 4شكل (نشد 

  .)اندداده نشده نشان ها داده( آمد بدست مشابهي
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هضم آنزيمي ناقل با آغارگرهاي اختصاصي ژن و  Colony PCRهاي مثبت و تاييد ساب كلونينگ با استفاده از تكنيك انتخاب كلوني -3 شكل

 Colony PCR (نتايج حاصل از  : 6تا  1، شماره هاي )cDNAالگوي (نترل مثبت ك: +CK، )DNAبدون (كنترل منفي : -CK: )الف( .نوتركيب
ناقل : 2چاهك ، KB1نشانگر مولكولي تعيين اندازه : 1چاهك  :)ب( .bp 100  ماركر وزني: pBI121+4'CGT ،M)هاي ترانسفورم شده با كلوني

كنترل مثبت :  +DNA(،CKبدون (كنترل منفي : -CK:  )پ( .Sac Iو BamH Iهضم آنزيمي ناقل نوتركيب با دو آنزيم : 3چاهك  ، هضم نشده
ماركر : AS1 (pCAMBIA1304+ ،Mهاي ترانسفورم شده با كلوني Colony PCR(نتايج حاصل از : 11تا  1هاي ، شماره)cDNAالگوي (

هضم آنزيمي ناقل نوتركيب با دو آنزيم : 3چاهك   ،ناقل هضم نشده: 2چاهك ، KB1نشانگر مولكولي تعيين اندازه : 1چاهك  :)ت( .bp100   وزني
Nco I وBstE II.  

  
شيوه تزريق محلول اگرواينفيلتريشن : )الف(. آفريقايي هاي بنفشهنتايج حاصل از نفوذ آگروباكتريوم با سيستم بيان زود گذر در گلبرگ -4شكل 

نمونه شاهد تزريق شده با : ، فلش آبينمونه شاهد: فلش سبز(بدون سوزن  هاي سفيد بنفشه آفريقايي با سرنگآگروباكتريوم در بخش هاي گلبرگ
- بررسي فنوتيپي گلبرگ): ب(، )اگرواينفيلتريشن حاوي سازه ژنينمونه تزريق شده با محلول : محلول اگرواينفيلتريشن بدون سازه ژني و فلش نارنجي 

نمونه تزريق شده با محلول اگرواينفيلتريشن ): ت(لول اگرواينفيلتريشن بدون سازه ژني، نمونه تزريق شده با مح): پ(، )بدون تزريق(هاي سفيد شاهد 
  ).نشان داده شده است CGT +AS1'4هاي تزريق يافته حاوي سازه ژني هايي از گلبرگهاي زرد كم رنگ در بخشتغيير رنگ با لكه(حاوي سازه ژني
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ها بنفشه آفريقايي ترايخت با بررسي گلبرگ
نتايج ميكروسكوپ نوري بطور : روسكوپ نوريميك

- كم رنگ در نمونهواضح و كامل تغيير رنگ به سمت زرد 

- سازه ژني را نشان داد و در نمونه حاويهاي تزريق شده 

. ي مشاهده نشدهاي تزريق يافته بدون سازه ژني تغيير
محدود قسمت تزريق شده با فلش مشخص نمود همچنين 

بطور كلي نتايج . تخت ژن اسسا يرنگ عيما درميبه اپ
مشخص نمود كه نفوذ با سيستم بيان زودگذر در گلبرگ 

اين  ).5شكل (بنفشه آفريقايي با موفقيت انجام گرديد 
دهد كه نه تنها به سطح گلبرگ نفوذ كرده است نشان مي

  .بلكه كاملا درون ژنوم گياه وارد شده است

  
الف و ( .كوپ نوريها با ميكروسمشاهده فنوتيپي گلبرگ - 5شكل 

زير ميكروسكوپ به هاي تغيير رنگ گلبرگ مشاهده فنوتيپي: )ب
): ب و پ(هاي بدون سازه ژني و با سازه ژني، ترتيب در نمونه

 هاي در محل توليد شدهمشاهده دقيق و واضح تغيير رنگ گلبرگ
و با سازه ژني ) رنگ سفيد(هاي بدون سازه ژني  بترتيب در نمونه

قسمت تزريق شده با فلش محدود به اپيدرم ): ث و ج( ،)رنگ زرد(
  .مايع رنگي ساخت ژن است

  آناليز مولكولي
: PCRتراريخت بيان زودگذر با هاي گلبرگبررسي 

 هاي شاهد سفيد بنفشه آفريقاييگلبرگاز  DNAهاي نمونه
، شاهد تزريق شده با محلول اگرواينفيلتريشن بدون تزريق

تزريق شده با محلول  گلبرگ بدون سازه ژني و
اگرواينفيلتريشن حاوي سازه ژني، استخراج و سپس روي 

  ). 6شكل(برده شدند % 8/0ژل آگارز 
- در گلبرگ AS1و  CGT'4حضور قطعات ژني  تأييدبراي 

با آغارگرهاي اختصاصي  PCRهاي تراريخته موقت آناليز 
نتايج بدست آمده نشان  .بصورت با همديگر انجام گرديد

گياهان تراريخته موقت مورد مطالعه باند مربوط به داد كه 
همچنين اين  .هر دو قطعه ژن مورد بررسي را دارا بودند

نتايج بررسي وجود دو تا ژن درگير در مسير بيوسنتزي 
را با  AS1و  CGT'4هاي حضور ژن PCRآئورون با 

بازي تاييد جفت 1689و  1374همديگر به ترتيب با اندازه 
- ژن انيوضوح حضور و به ب جينتا ني، ابيترت نيبد .نمود

را براي توليد مسير بيوسنتزي رنگدانه  CGT +AS1'4هاي 
داد نشان آئورون جهت تغيير رنگ گلبرگ از سفيد به زرد 

براي تراريخته  يشتريرا با اعتماد ب يژن سازه توانلذا مي
  ).6شكل (شدن دائم به گياهان زينتي انتقال داد 

با استفاده از  يدگلوكز -او- 6-يدينتجمع آئوروس
HPLC-DAD-MSn  : كروماتوگرام نتايجHPLC  نشان داد

است كه بطور  يبيترك يحاورنگ  زردميموني  هايگلكه 
،  ب-7كلش(شود ينم ديتول ييقايدر بنفشه آفر يعيطب

-در گلبرگهاي ايجاد شده پيك حالي در ،)ʹ1و 1 هايپيك

دهنده وجود اين نشان ختهيترار ييقايآفر هبنفش يها
  ). ʹ1و 1 هايج، پيك-7شكل (باشد تركيبات مي

 RT 9/3 در زمان هاي ميمون زرد رنگدر گل اتبيترك نيا
-ʹAOG )4  ،6  ،3ʹ4 فلاونوئيدبه عنوان  دقيقه 5/2و 

tetrahydroxyaurone-6-O- شناخته شده است ) ديگلوكوز
،  ʹ1 پيك( AOG ياجزا). ʹ1و 1 هايالف، پيك- 7شكل (
9/3  RT ي بنفشه آفريقايي تراريخت هادر گلبرگ) قهيدق

 بيبه ترت تغيير يافته به رنگ زرد و گل ميموني زرد رنگ
كه، در يدر حال. باشدميگرم در گرم يليم 45/3و  95/2

پيك  )غير تراريخت(سفيد بنفشه آفريقايي  يهاگلبرگ
  ).2 جدول( مشاهده نشد
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نتايج  :)الف(. و آغازگرهاي اختصاصي PCRهاي تزريق شده و شاهد با استفاده از تكنيك تخراج شده از گلبرگژنومي اس DNAبررسي  -6شكل 

آب مقطر ( -CK: ، چاهك دوم)تخليص شده pCAMBIA1304-AS1و  pBI121-4'CGTسازه ژني (كنترل مثبت : +PCR :CKحاصل از 
هاي شاهد تزريق يافته با محلول بدون اگرواينفيلتريشن بدون سازه گلبرگ: چهارم ، چاهك)بدون تزريق(گلبرگ شاهد : ، چاهك سوم)DNAبدون 

  تر وجود دو ژنبررسي جداگانه دقيق :)ب( ،هاي شاهد تزريق يافته با محلول اگرواينفيلتريشن با سازه ژنيگلبرگ: ژني، چاهك پنجم

  
  هاتجزيه و تحليل فلاونوئيدها از گلبرگ-2جدول

No  آنتوسيانيدينها  نانومتر400ون درآئور ژنوتيپ
 520در 

  نانومتر

 فلاون

 360ها در 
  نانومتر

  فنوتيپ

 2,5( 1پيك 
  )دقيقه

 3,9( ʹ1پيك 
  )دقيقه

 Senk's Alchemy  شاهد
Parakeet’  

  

  سفيد  986/0 - - -

بنفشه 
  تراريخته

4ʹCGT+ AS1 528/0 95/2 - 23/1  زرد  

گل ميمون 
  زرد

cv. Snap Yellow 
(Endogenous 
Am4ʹCGT and 

AmAS1) 

  زرد  5/1 - 45/3 632/0

:  ʹ1و  1پيك هاي . شدند يشدند و داده ها جمع بندييشناساHPLCتوسطتراريختهريو غختهيترارگياهاندر  دهايفلاونوئ
نارينجنين چالكون و : NC(فلاون :  7و  6، 5و پيك هاي  هانيديانيآنتوس: 4و  3، 2 هايپيك ،)AOG( يدگلوكز -او-6-آئوروسيدين
  ).مشتقات آن

  

مشخص نمود كه در  m/z  449از  1ʹ پيك MS-MS آناليز
به دليل از  m/z 287يك قطعه گلوكز در  MS2جداسازي 

). 8شكل( واحد جرم اتمي بدست آمد 162دست دادن 
نشان داد كه اجزا از هم  HPLC، كروماتوگرام نيهمچن

 لياعث تشكتجمع چالكون ب. ندجدا شدديگر بخوبي 
 هبنفش يهادر گلبرگ يدگلوكز -او- 6-آئوروسيدين

  . گرديد ختهيترار ييقايآفر
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گلبرگ گل ميموني زرد  HPLC كروماتوگرام): الف. (يدگلوكز-او-6-آئوروسيدينآزمون كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا جهت ارزيابي  -7شكل 
كروماتوگرام  .گلبرگ بنفشه آفريقايي تراريخت  HPLCكروماتوگرام ):ج(فريقايي غير تراريخت، گلبرگ بنفشه آ  HPLCكروماتوگرام ):ب( رنگ،

HPLC  هاي گل ميموني زرد رنگ و بنفشه آفريقايي تراريختهگلبرگ (AOG) دهدنانومتر نشان مي 400در  ʹ1و  1هاي را در پيك.   

  
  گل ميمون m/z =449( AOG( از   MS-MSآزمون طيف جرمي و جداسازي  -8شكل 

  بحث
صنعت گياهان زينتي  درمانند رنگ گل ايجاد صفات جديد 

). 24، 6( بطور مستقيم با ارزش تجاري آن مرتبط است
 ديتول يبرا يميعظ ليپتانس يدارا ختهيترار يهاياستراتژ

شوند ينم افتي عتيهستند كه در طب يديجد يهاپيفنوت
 ييقايشه آفربنفگزارش شده است كه گياه زينتي ). 19(

هاي متفاوت بجز رنگ يدارا سار نگون ، شمعداني،)25(
 اصلي هايرنگدانه .)29، 9( رنگ زرد و نارنجي هستند

 اند كه به توليدبوده هاآنتوسيانين گل، رنگ اصلاح هدف
 كند،مي كمك آبي و صورتي قرمز، مانند مختلف هايرنگ

 و آئورون چالكون رنگي تركيبات از نيز اخير مطالعات اما
  ). 26(اند كرده رنگ استفاده زرد هايگل توليد براي

با مهندسي ژنتيكي مسير براي اولين بار  حاضرپژوهش در 
با استفاده از سيستم و ) AS1+4'CGT(بيوسنتزي آئورون 

رنگ جديد زرد در  ايجادبيان موقت اگرواينفيلتريشن 
نشان تايج ن نيا. انجام شدبنفشه آفريقايي سفيد هاي گلبرگ

 ديتولبنفشه آفريقايي سفيد چالكون  يدهد كه گلبرگهايم
 آئورونترانسفراز باعث تجمع  ليمالون وجود وكنند يم
 ديفلاونوئ وسنتزيدر ب كليدي آنزيم چالكون يك. دشويم

-بي به نارينجنين كه گياهان گلدار از جمله آئورون است
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در گل نگر ايجاد در را مهمي نقش و شودمي تبديل رنگي
اخيرا گزارش شده  ).30، 27، 12(كند مي ايفا زينتي هاي

 ترانسفراز در كلاله ليعدم وجود مونون ليبه دلاست كه 

و  آئورون دانهتجمع رنگ قادر به(Ipomoea nil) گياه سفيد 
 در پژوهشي آناليز ).9(باشد يها نمرنگ زرد در گلبرگ

 سنتاز چالكونكه دو ژن مجزا  مشخص نمود يمولكول
SaCHSA و SaCHSD  گياهان زينتي بنفشه آفريقايي در
اين نتايج وجود چالكون در گياه زينتي ). 4( وجود دارد

بنفشه آفريقايي براي بررسي پژوهش حاضر بسيار مهم و 
  .باشدضروري مي

همزمان ژن انيب) 2006(به نقل از انو و همكاران در سال 
رنگ همراه  از گل ميمون زرد AmAS1 و Am4'CGT يها

با ) F3H ،DFR( بيوسنتز آنتوسيانين هايبا خاموشي ژن
و در  ديگلوكوز-O-6 نيدياورئوس ديتولباعث  تيموفق

د رنگ در گياهان زينتي تورنيا زر هايبرگمنجر به گل جهينت
 يهاژندر پژوهشي ديگر بيان همزمان ). 18( شوديم

Am4'CGT و AmAS1 چالكون  همراه با خاموشي ژن
در  .)9(اند براي ايجاد مسير بيوسنتزي پيشنهاد دادهيزومراز ا

 و CGT'4 يهاهمزمان ژنانتقال در پژوهش حاضر  ،حاليكه
AS1  در دو وكتور متفاوت با موفقيت باعث ايجاد آئورون

رزمي و همكاران  .و رنگ زرد در گلبرگ سفيد گرديد
در تحقيقاتي ژن لوسيفراز حشره شب تاب گونه  )1392(
را با استفاده از  Lampyris turkestanicus رانياي

آگروباكتريوم به گياه زينتي بنفشه آفريقايي جهت نشر نور 
 برداريدر ژنوم گياه و نسخه حضور ژن .قرمز منتقل كردند

. شدتأييد  PCR-RT و PCR آناليزهايبا استفاده از 
نتايج حاصل از سنجش لومينومتري، فعاليت آنزيم همچنين 
، هاي برگي بعضي از گياهان نشان داداز را در بافتلوسيفر

  ).1( مشاهده نشددر حالي كه در گياهان شاهد نشر نوري 

 يژنهاي سازهعملكرد  شنيلترينفياگروااستفاده از سيستم 
را بدون نياز به كشت بافت، رنگ گل تغيير مورد بررسي و 

، بدون هزينه و در كوتاهترين انتخاب گياهان تراريخت

اين سيستم آزمايش سريع . امكانپذير مي كندان زم
بطورت موقت  پامچال هاي گياهدر جوانهها را تراريخته

 شهيو ر ها، برگكوتيلدوندر  GUS انيب. امكان پذير نمود
). 8( مشاهده شدپس از چند روز پامچال هاي گياه جوانه

در ز سنتا نچالكوژن  RNAiينفيلتريشن واگرابررسي 
 خاموشي با كهمشخص نمود  نوـميم لـگ ياـهگگلبر

 نميمو گل يهاگگلبراي در هنگيزر هيچگونهژن،  ينا
كند مي تغيير سفيد به بنفشاز  هاآن نگو ر دشونمي توليد

هيدروكسيلاز  -5ʹ،3ʹفلاونوئيد داراي ژن انتقال سازه). 22(
با هاي ژاله از زنبق به گلبرگ DFRاز گل اطلسي و ژن 

تغيير ميزان منجر به ينفيلتريشن واگرااين سيستم استفاده از 
و ايجاد رنگ آبي  هاي تزريق يافتههاي گلبرگآنتوسيانين

 استفاده از تكنيك). 10(گرديد هاي گرده در كلاله و دانه
RNAi در مسير  چالكون ايزومراز جهت خاموشي ژن

 )Petunia hybrida(اطلسي  گلبيوسنتزي توليد رنگدانه 
كاهش  و آنتوسيانين ينفلتريشن سبب تجمعتوسط اگروا

mRNAنفوذي ناحيه در هاي مربوطههاي اندوژن هدف 
در ). 13(شد  رنگ گل گياه اطلسي چهار هايگلبرگ

 هايدر گلبرگلفينيدين د نتوسيانينآپژوهشي جهت توليد 
با استفاده از سيستم بيان موقت ) ژربرا(له ژا گل
هاي يدند كه انتقال سازهبه اين نتيجه رسينفيلتريشن واگرا

هيدروكسيلاز از  -5ʹ،3ʹفلاونوئيد كننده ژنحمل(تك ژني 
 - 5ʹ،3ʹفلاونوئيد كننده ژنحمل(و دو ژني ) گل بنفشه

به ) از زنبق هلندي DFRهيدروكسيلاز از گل بنفشه و ژن 
 توليدبه ترتيب منجر به ) ژربرا(له ژا گل يهاگگلبر

و با موفقيت درصد شدند  75و  44به ميزان  لفينيديند
همچنين  .ها به رنگ آبي گرديدباعث تغيير در رنگ گلبرگ

ها دلفينيدين، سيانيدين، پلارگونيدين ميزان توليد آنتوسيانين
آناليز نمودند و پيشنهاد كردند  HPLCو پئونيدين با دستگاه 

بهترين رقم براي تراريختي و انتقال  Bismarckكه رقم 
ها، با رگير در مسير بيوسنتزي آنتوسيانينهاي دپايدار ژن

 باشدهدف تغيير رنگ گل به ويژه توليد دلفينيدين مي

)15 .(  
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در گياه  BBE1خاموشي موقت ژن بررسي در پژوهشي 
، با تزريق به سطح (.Papaver somniferum L)شقايق 

ليتري انجام هاي يك ميليپشتي برگ اين گياه با سرنگ
با موفقيت وجود  RT-qPCR و PCRآناليزهاي . شد

رونوشت هاي اين ژن وميزان خاموشي در گياهان 
در  ).2(تراريخت در مقايسه با گياهان شاهد نشان داد 

بررسي فنوتيپي تغيير موفقيت حاليكه در پژوهش حاضر با 
در   AS1و CGT'4 هايحضور بيان ژنرنگ گلبرگ و 

ري و استفاده از ميكروسكوپ نوبا هاي تراريخت گلبرگ
با توجه به عملكرد . تاييد شد با موفقيتPCR  آناليزسپس 

سريع و ساده، اقتصادي، اين سيستم يك روش مناسب و 
باشد مي ارپايد يختيارتر ضعيتو بينيپيش ايبركارآمدي 
هاي ژني با احتمال خيلي بالايي پس از تاييد انتقال كه سازه
 كه محصول AOGانباشته شدن تركيب جديدي  .شوند

براساس زمان و طيف با موفقيت نهايي مسير آئورون 
هاي تراريخت موقت بنفشه آفريقايي در گلبرگجرمي 

 .هاي غير تراريخت مشاهده نشدشناسايي شد و در گلبرگ
-HPLC-DAD  ستميسبا استفاده از  )21( در پژوهشي

MSn تراريخت  رشد تنباكو طول مرحله اين تركيب را در
پيك مخصوص به اين تراريخت مشاهده شد و در غير 

 ختهيترار يدر گلبرگها بيترك نيا .تركيب شناسايي نشد
Ipomoea nil شد  ييشناسا يجرم فيزمان و ط براساس

 آناليز مطالعات .با نتايج اين پژوهش مطابقت دارد كه ).9(
HPLC كه داد نشان) 2006( سال همكاران و انو توسط 
AOG توليد ) گرم در گرميميل 422/0( تراريخته گياهان در
. )18( نشده است توليد تراريخته غير گياهان در شده و
گل  زرد يهاها در عصاره گلآئورون يميآنز يلتشك

مسير  كه نمودمشخص  HPLCميمون با استفاده از 
- 6-آئوروسيدينبراي ايجاد  هااصلي در گل يهارنگدانه

، يدزگلوكو-  PHCدر و به دنبال آنباز است  يدگلوكز -او

 يببه ترت يدگلوكوز-THC4و  يدگلوكوز-6 اتينكتابر
  ). 20( يابديكاهش م

  گيري كلينتيجه

روش  كهآشكار شد  حاضر با انجام پژوهش
 موقت نبيا سيربر ايبر مناسب شيرو ينفيلتريشنواگرا

با صرف وقت كمتر و هزينه خيلي كمتر هاي رنگ گل ژن
باشد، زيرا انتقال در گلبرگ گياه زينتي بنفشه آفريقايي مي

و بيشتر بوده بررسي ازمند ها به صورت پايدار و نياين ژن
وقت گير بوده و به نيز گزينش گياهان تراريخت احتمالي 

 توانداين پژوهش مي نتايج همچنين. هزينه بالايي نياز دارد
هاي گياهان در گونه زرد رنگ ي ايجادمهندس يبرا راهي را
از طرفي با . دگ هستند باز نمايفاقد اين نوع رن زينتي كه

كاربردي شدن اين گياهان با رنگ نوين زرد و عرضه آن 
 قابل توجهاقتصادي اهميت  به توجه بصورت تجاري و با

 زينتي بنفشه گياه گياهان زينتي در جهان و محبوبيت

 با بسيار تجاري زينتي، از لحاظ هايگل مياندر  آفريقايي

 بازار قابل توجهي در ميتاه خواهد بود و داراي ارزش
 زيساآزاد  نيناقو يگرد فطراز . باشدميگل و گياه 

 بعضيدر  ينتيز نگياها ردمودر  اـخصوص يختهارتر نگياها
 لحادر  يگردكشورهاي  يـبعضو در  تصويب هاركشواز 

در  وثرترـم نقش شاهد هينددر آ الذ ،باشند مي تصويب
   .دوب هيماخو يـينتز ناـگياهو  لـگ حلاـصا

  

  سپاسگزاري

ستاد توسعه  980901اين پژوهش با كمك مالي شماره 
بدينوسيله از حمايت مالي . زيست فناوري انجام شده است

توسعه زيست فناوري جهت انجام تحقيق حاضر قدرداني 
  .مي شود

  منابع
انتقال ژن . 1392 .، سحسين خانيو . م ،انجلالي جوار ،.آ ،رزمي -1

 Lampyris گونه ايرانيلوسيفراز حشره شب تاب 
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Abstract 

The production of ornamental cultivars with new colors is the main goal in the flower 
and ornamental plants industry. African violet is well known commercially and 
available in different colors except yellow flower. The aim of this study was to change 
the color of A. violet petals and to produce the biosynthetic pathway of auron pigment 
through genetic manipulation of AS1 and 4'CGT genes. To this end, t genes were 
isolated from Antirrhinum majus petals yellow using PCR with specific primers and 
ligated into the expression vectors pCAMBIA1304 and pBI121, respectively. 
Recombinant pBI121+4'CGT and pCAMBIA1304+AS1 vectors were confirmed using 
colony PCR, enzyme digestion, sequencing and comparative analysis in the database. 
They were then transferred to Agrobacterium strain LBA4404 by electroporation method 
and were examined in the petals of A. violet using a temporary expression system. In 
this system, Agrobacterium suspension carrying the gene structure was injected using a 
syringe at the base of the petals. Morphological results after 3 days clearly showed 
discoloration of white to pale yellow petals and no change was observed in control 
petals. PCR analysis and light microscopy confirmed gene expression and phenotypic 
changes, respectively. As well, aureusidin-6-O-glucoside (AOG) was detected in 
transgenic petals using HPLC-DAD-MSn. By using this system, the gene structure can 
be transferred to ornamental plants with more confidence for permanent transgenic. In 
addition, this research can open the way for engineering the creation of yellow color in 
ornamental plant species that do not have this type of color. 
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