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سیستم  با بنفشه آفریقایی یهاگگلبر در CGT'4و  AS1های  ژنارزیابی بیان موقت 

 جهت تولید رنگ جدید در گلینفیلتریشن واگرا

 4اله قاسمی عمرانولیو  3مجتبی کیخاصابر، *2، لیلا فهمیده1امیر رجبی

 ژیبیوتکنولو گروه اصلاح نباتات و ، زابل، دانشگاه زابل، دانشکده کشاورزی،ایران 1

 بیوتکنولوژی گروه اصلاح نباتات و ،دانشکده تولید گیاهی، ایران، گرگان، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان 2

 گیاهپزشکی ایران، زابل، دانشگاه زابل، دانشکده کشاورزی، گروه 3

 وری طبرستانزیست فناژنتیک و  پژوهشکده ،دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی ساری ایران، ساری، 4

 24/08/1399 تاریخ پذیرش: 15/07/1399 تاریخ دریافت:

 چکیده

 خوبی به تجاری لحاظ از آفریقایی بنفشه. در صنعت گل و گیاهان زینتی است یهدف اصل دیجد یهابا رنگ ینتیارقام ز دیتول

 و های بنفشه آفریقاییرنگ گلبرگاین پژوهش با هدف تغییر  .است موجود زرد گل جز به مختلفی هایرنگ در و شده شناخته

با  هااین ژن، انجام شد. بدین منظور CGT'4و  1ASژنهای ورزی ژنتیکی دستاز طریق  تولید مسیر بیوسنتزی رنگدانه آئورون

 pCAMBIA1304ترتیب در ناقل بیانی گلبرگ گل میمون زرد جداسازی و ببا آغازگرهای اختصاصی از  PCRاستفاده از 

های با استفاده از بررسی 1AS+1304pCAMBIA و CGT4+121pBI' نوترکیبپلاسمیدهای صال گردید. ات 121pBI و

Colony PCRسپس به روش ها در بانک اطلاعاتی، مورد تایید قرار گرفت. ردیف سازی آنیابی و هم، هضم آنزیم، توالی

گیاه بنفشه آفریقایی های گلبرگسیستم بیان موقت در منتقل و با استفاده از  4404LBAبه آگروباکتریوم سویه الکتروپوریشن 

ها تزریق ژنی با استفاده از سرنگ در پایه گلبرگ آگروباکتریوم حامل سازه سوسپانسیون سیستماین مورد بررسی قرار گرفت. در 

و هیچ تغییری در  ددا نشان را رنگ کم زرد به سفید هایگلبرگ رنگ تغییر وضوح به روز 3 از پس مورفولوژیکی نتایج شد.

کردند. را تایید  فنوتیپیتغییرات  ترتیب بیان ژن وبمیکروسکوپ نوری  و مشاهده با PCR آنالیز. های شاهد مشاهده نشدگلبرگ

با های تراریخت شناسایی شد. در گلبرگ nMS-DAD-HPLCبا استفاده از  (AOG) یدگلوکز -او-6-آئوروسیدینهمچنین 

این همچنین  .اددائم به گیاهان زینتی انتقال د گیبرای تراریخت یشتریرا با اعتماد ب یژن سازهوان تیمبکارگیری این سیستم 

 های گیاهان زینتی که فاقد این نوع رنگ هستند باز نماید.در گونه زرد رنگ ی ایجادمهندس یبرا تواند راهی رامی پژوهش

 مهندسی ژنتیک ،نتیگیاهان زیرنگ گل، آنتوسیانین، آئورون،  های کلیدی:واژه

 l.fahmideh@gau.ac.irالکترونیکی: ، پست  01732251672نویسنده مسئول، تلفن: * 

 مقدمه

خانواده  از (Saintpaulia ionantha) آفریقایی بنفشه

Gesneriaceae ،ترین گیاهان زینتی تجارییکی از مهم 

(. 25)رود بشمار می بسیار در سراسر جهان ارقام با محبوب

باغبانی به  پرورش این گونه گیاهی در حوزه علوم امروزه

 حدود 2017سال تا همچنین  شکل صنعت در آمده است.

گزارش شده  های متنوع گلرنگ بادر این جنس  گونه 25

 های زرد رنگ و نارنجی هستندفاقد واریته که (24)است 

های حاصل از بکارگیری مهندسی یتاز جمله موفق (.25)

های توان به ایجاد رنگژنتیک در اصلاح گیاهان زینتی، می

 نگدر ر عتنو (.17) های زینتی اشاره کردنوین در گل ویژه
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در  تغییرایجاد  رـب کـنتیژ مهندسیاز  دهستفاا با گل

 ستا هشد متمرکز نوئیدهاوفلا تولید متابولیکی یمسیرها

در گیاهان عالی، در چهار گروه بزرگ ها رنگدانه (.16)

 ها( وها، کاروتنوئیدها، فلاونوئیدها )آنتوسیانینکلروفیل

  .(23، 6) ها قرار دارندبتالائین

 مسیرنشان داده شده است،  1مچنان که در شکل ه

مسیرهای  ترینگسترده از یکی فلاونوئیدها بیوسنتزی

 یلفن مسیر از متابولیسم گیاهی است که در تحقیق

 شوندمی ساخته آلانین از اسیدآمینه فنیل و پروپانوئیدی

 ترکیب تولید فلاونوئیدها، ساخت در مرحله اولین(. 5)

 چالکون نام تتراهیدروکسی به مهم، ایواسطه

(Tetrahydroxy chalcone) (THC) چالکون آنزیم توسط 

تترا باشد. می  (CHS)(Chalcone synthase) سنتاز

 ایزومراز چالکون وسیله آنزیم به نچالکو هیدروکسی

(Chalcone isomerase) (CHI) نارینجنین به 

(Naringenin) زیادی تعداد با وجود (.14) شودمی تبدیل 

 اصلی کلاس شش تنها گل، رنگ تنوع و هاآنتوسیانین از

 پونیدین، سیانیدین، دارد: پلارگونیدین، وجود آنتوسیانیدین

 از ایگسترده طیف دارای .ویدینمال و پتونیدین دلفینیدین،

به  هایگل(. 26هستند ) آبی تا کم رنگ زرد از ها،رنگ

 دلفینیدین بر مبتنی هایآنتوسیانین بنفش حاوی/رنگ آبی

 هایآنتوسیانین حاوی قرمز/قرمز هایگل ،یدگلوکوز-3

 قرمز /نارنجی هایگل و یدزگلوکو-3سیانیدین  از غنی

-3پلارگونیدین  بر مبتنی یهاآنتوسیانین حاوی آجری

 (.29) هستند یدگلوکوز

کمیاب  فلاونوئیدهای از کلاس یک ،(Aurone) آئورون

ها را نسبت به چالکون تریروشن زرد هایگل باشد کهمی

گل شاه  مانند هاگونه از محدودی تعداد در دهد ومی

گلُ ، (Cosmos bipinnatus) ستاره یا اشرفی

 Antirrhinum)ی گل میمون( و میمونیول) عرَوسانشَصت

majus )آئوریسیدین و  تشکیل. (23)شود می یافت

ترتیب از تترا هیدروکسیلاز چالکون و پنتا براکتیاتین ب

مشتق شده است که یک فرایند تک  هیدروکسیلاز چالکون

آنزیمی کاتالیز شده توسط همان آنزیم آئوریسیدین سنتاز را 

 AS1 (Aureusidin synthase) (.18) دهدنشان می

ژنهای   CGT (Chalcone 4'-O-glucosyltransferase)'4و

ها از گیاه گل میمون درگیر در مسیر بیوسنتزی رنگدانه مهم

وسنتزی زرد رنگ است که در فرایند بالا برای بیان مسیر بی

 .(1آئورون ضروری است )شکل 

و  براز آنجا که انتقال ژن و باززایی بیشتر گیاهان عالی زمان

در  بیگانه یهاژن موقت نبیاپرهزینه است، بنابراین 

 گیاهی ژیبیوتکنولودر  شمندارز شیرو ،گیاهی یبافتها

روش  هکوتا نماژن در ز دعملکر نالیزآ ایبرو  ستا

 ده،سا ،پذیرفنعطاا ،سریعروش  ینامیباشد.  یمدرآکا

 اجرا قابل یافته تمایز یبافتهاو در  کشتبافت به زبینیا

 یهانموآز (.7نیست ) محیط تأثیر تحت چنینهمو  دهبو

 یک بعنوانینفیلتریشن( واگرا)سیستم ژن  موقت نبیا

 ارپاید یختیارتر ضعیتو بینیپیش ایبر مناسب رهکارا

 هااز ژن برخی دعملکرو  نبیا سیربر نمکارود و امی ربکا

 (. 28نماید )می همافرروز  چندرا در 

 سیربر ایبرروش  یناز ا نهمچنا وزهمرا که چند هر

 دمیشو یگیرهبهر وسیرو تحریک باژن  خاموشی ممکانیز

در حالت بیان پایدار ژن و تراریخت کردن با  (.31)

های مورد نظر با حامل ژن یا ژن T-DNAآگروباکتریوم، 

شود. در حالی که در بیان موقت، ژنگان میزبان تلفیق می

های هتلفیق نشده در هسته یاخت T-DNAهایی از نسخه

مرتبه بیشتر از حالت  1000توانند میزبان وارد شده و می

توان با این روش میزان همچنین می (.11) پایدار بیان شوند

ها را در یک زمان کوتاه بدون نیاز به باززایی بیان ژن

از طرف دیگر این روش د. های تراریخت، ارزیابی کریاخته

( هم مناسب kb 2 های نسبتا بزرگ )بزرگتر ازبرای بیان ژن

در پژوهشی با استفاده از سیستم بیان موقت (. 11است )

-5ʹ،3ʹفلاونوئیداگرواینفیلتریشن و با انتقال دو سازه ژنی 

های از زنبق در گلبرگ DFRهیدروکسیلاز از گل اطلسی و 
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(. 10های گرده ایجاد شد )ژاله، رنگ آبی در کلاله و دانه

سیستم بیان موقت و با  در پژوهشی دیگر با استفاده از

--5ʹ،3ʹفلاونوئید کننده ژنهای تک ژنی )حملانتقال سازه

 کننده ژنهیدروکسیلاز از گل بنفشه( و دو ژنی )حمل

از  DFRهیدروکسیلاز از گل بنفشه و ژن  -5ʹ،3ʹفلاونوئید

 لفینیدیند له تولیدژا گل یهاگگلبرزنبق هلندی( به 

 (.15مشاهده شد )

 
 (.18) مسیر زیست ساخت فلاونوئیدها  )آئورون( از اسید آمینه فنیل آلانین برای ایجاد رنگ گل در گیاهان زینتی -1 شکل

بنفشه  هایموجود در میان گونه یا وجود پالت بزرگ رنگب

 در هنوز ژنتیک مهندسی توسط گل رنگ تغییرآفریقایی، 

 غنی در منابع چه اگر است. نشده گزارش بنفشه آفریقایی

 وجود متنوع هایرنگ زینتی بنفشه آفریقایی با گیاه ارقام

 به توجه بابنابراین  .فاقد واریته زرد رنگ است دارد ولی

 زینتی، هایگل میان در آفریقایی زینتی بنفشه گیاه محبوبیت

هایی با رنگ نوین گلبرگ به دستیابی و صورت موفقیت در

 ارزش با یاربس تجاری لحاظ نظر از مورد زینتی گیاه زرد،

اهمیت قابل توجهی در بازار تواند دارای خواهد شد و می

بنفشه تغییر رنگ گل ی به مطالعه لذا این پژوهش باشد.

با استفاده  مسیر بیوسنتزی رنگدانه آئورون و تولید آفریقایی

پردازد. اهداف این پژوهش از سیستم اگرواینفیلتریشن می

مسیر بیوسنتزی  های درگیر درجداسازی ژنعبارتند: 

 های ژنیساخت سازه، آئورون در گل میمون

pBI121+4'CGTو pCAMBIA1304+AS1   و انتقال دو

تغییر  ،LBA4404 هیسو ومیآگروباکترسازه ژنی با هم به 

مسیر بیوسنتزی به سمت آئورون برای ایجاد رنگ زرد در 

های ژنی انتقال سازه های گیاه بنفشه آفریقایی سفید،گلبرگ

 اهانیگ یمولکول از طریق روش انتقال بیان موقت و ارزیابی

با روش بیان موقت از طریق  ییقایبنفشه آفر ختهیترار

 .میکروسکوپ نوریو  PCRهای های آزمونروش

 مواد و روشها

 در:  CGT'4 و AS1  های ژنیسازهساخت  طراحی و

که در پژوهشکده ژنتیک و زیست فناوری  پژوهش نیا

ام شد از دو سازه ژنی برای ایجاد تغییر رنگ طبرستان انج

گل به رنگ زرد و تولید مسیر بیوسنتزی رنگدانه آئورون 

 BLASTو NCBI با استفاده از بانک اطلاعاتیاستفاده شد. 

 AS1و  CGT'4های نژ ایآمینه توالی نوکلئوتیدی و اسید ،

-بترتیب با شماره دسترسی گیاه زینتی گل میمونیدر 

AB198665  وAB044884  ها همراه سایر ویژگیبه

 mRNAجمله طول های مورد بررسی ازهای توالی)ویژگی

،cDNA ، طول پروتئین و شماره  ،تعداد اگزون و اینترون

از دریافت  مورد بررسی قرار گرفت. پس ها(دسترسی توالی
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های تکراری حذف و در نهایت تائید ها، توالیتمام توالی

 های شناسایی شده با استفاده از پایگاهیتوالدر  هاژنوجود 

با  AS1پرایمرهای اختصاصی ژن انجام گردید.   CDDداده

 BstEو  Nco Iهای های برشی آنزیمتوجه به توالی جایگاه

II  در ناقلpCAMBIA1304  4و ژن'CGT  با توالی

در  BamH Iو  Sac Iهای های برشی آنزیمجایگاه

طراحی شدند.  Oligo 7افزار رمبا استفاده از ن  pBI121ناقل

از  های برشیمنظور افزایش کارایی هضم توسط آنزیمه ب

 Cleavage Close to the End of DNA Fragmentsجدول 

های اولیگونوکلئوتیدی استفاده شده استفاده شد. رشته

 اند.آورده شده 1بعنوان آغازگر در این پژوهش در جدول 

بررسی به ترتیب بصورت  های موردهای تکثیر ژنواکنش

برنامه با و جداگانه با آغازگرهای اختصاصی مربوطه 

، گراددرجه سانتی 95دقیقه در  5واسرشتگی اولیه دمایی، 

گراد، اتصال درجه سانتی 95در دمای  دقیقه 1 واسرشتگی

 72دقیقه در  4گسترش  ،گراددرجه سانتی 60در  دقیقه 1

درجه  72دقیقه در  10و گسترش نهایی  گراددرجه سانتی

از PCR در واکنش .چرخه انجام شد 35طی  سانتی گراد

cDNA   بعنوان الگو استفاده شد. پس از بررسی نتایج

روی ژل آگاروز یک درصد و تأیید اندازه،  PCR واکنش

قطعات تکثیری با استفاده از کیت استخراج از ژل شرکت 

طبق دستورالعمل شرکت سازنده جداسازی و خالص 

پس از خالص سازی قطعات، واکنش اتصال  .ازی شدندس

 توسط آنزیمهای مورد نظر بین این قطعات و پلاسمید

DNA لیگاز T4 پلاسمیدهای نوترکیب  در ادامه .انجام شد

 به باکتری مستعد شوک حرارتیحاصل با استفاده از روش 

E. coli سویه DH5α  .4 ژنبدین ترتیب، منتقل شدند'CGT 

در  pCAMBIA1304 ناقلدر  AS1و ژن  pBI121 ناقلدر 

دست ه ب نوترکیبپلاسمیدهای و  شد کلون 3´و  5´سمت 

 pCAMBIA1304-AS1و  pBI121-4'CGT ترتیبب آمده

با پلاسمیدهای نوترکیب حاصل ند. شد دهینام( 2)شکل 

الگوی هضم آنزیمی ، PCRهای کلونی استفاده از روش

مورد یابی ناقل و توالیهر برای های ذکر شده توسط آنزیم

 سازی قرار گرفت. بررسی صحت همسانه

 برای انتقال ژن به گیاه LBA4404اگروباکتریوم سویه  از

، ریومهای مستعد از اگروباکتاستفاده شد. پس از تهیه سلول

 با انتقال پلاسمیدهای نوترکیب بطور همزمان با همدیگر و

 ا استفاده از( بng/µl 100میزان مناسب از هر دو ناقل )

بر روی محیط  و روش الکتروپوریشن انتقال داده شد

های مناسب آگار حاوی آنتی بیوتیک LBانتخابی 

کشت شدند  mgl 50-1 و کانامایسین mgl 50-1 ریفامپیسین

یکی شبانه روز در تار 3گراد به مدت درجه سانتی 28و در 

انکوبه گردیدند. سپس مجدد درستی تراریخته بودن 

 های نوترکیب که بر روی محیط انتخابی رشد کردهکلونی

 به تایید رسید.  PCRبودند با آزمون کلونی

انتقال سازه ژنی با سیستم بیان زودگذر 

جهت )اگرواینفیلتریشن( در گلبرگ بنفشه آفریقایی: 

سازی محلول اگرواینفیلتریشن برای تزریق، ابتدا آماده

کشت جامد طحاوی سازه ژنی روی محی آگروباکتریوم

  های ریفامپیسینبیوتیک( دارای آنتیLBبرتانی )-لوریا

1-mgl50 1 و کانامایسین-mgl 50  روز در تاریکی  3به مدت

 گراد کشت شد. درجه سانتی 28و در دمای 

 یابیو توالی PCRپرایمرهای مورد استفاده برای  -1جدول 

No پرایمر رفت (  5توالی'-Sequence-3') گشتپرایمر بر (  5توالی'-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 

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832738.1401.35.2.11.7


 1401، 2، شماره 35جلد                                                       )مجله زیست شناسی ایران(                     سلولی و مولکولیمجله پژوهشهای 

205 

 

           DOR: 20.1001.1.23832738.1401.35.2.11.7 

 

 Sacو BamH I برشیهای (، محلKanRاین سازه دارای ژن مقاومت به کانامایسین ) pBI121-4'CGT: (الف)ای ژنی. هطرح شماتیک سازه -2 شکل

I  پیشبرنده ،CaM35Sدهنده نسخه، توالی خاتمه( برداریNOS( توالی افزایش دهنده بیانی ،)Kozak sequenceتوالی ،)( های مرزی چپLB و )

 Nco Iهای برشی (، محلhpt IIاین سازه دارای ژن مقاومت به هیگرومایسین ) pCAMBIA1304-AS1 : (ب) د.باشمی( CGT'4( و ژن )RBراست )

های مرزی چپ (، توالیKozak sequence(، توالی افزایش دهنده بیانی )NOSبرداری )دهنده نسخه، توالی خاتمهCaM35S، پیشبرنده  BstE IIو 

(LB( و راست )RB( و ژن )AS1 )شد.بامی 

های آگروباکتریوم گیری از کلونیروز، با بهره 3پس از 

-دارای آنتی LBکشت مایع لیتر محیطمیلی 20رشد یافته، 

 mgl 50-1و کانامایسین  mgl 50-1 های ریفامپیسینبیوتیک

-درجه سانتی 28مایه کوبی شده و یک شبانه روز در دمای 

ت یک با گذش گراد و در شرایط تاریکی تکان داده شد.

 3200، در LBلیتر میلی 20های رشد یافته در روز، باکتری

دقیقه سانتریفوژ شده و بخش  10دور در دقیقه به مدت 

شناور آن را دور ریخته و رسوب چسبیده به ته فالکون را 

گرم میلی 240( به همراه 22) ABکشت در محیط

-)ان-2گرم  7/14(، 4PO2NaHمونوفسفات سدیم )

گرم در لیتر  10(، MESان سولفونیک اسید )مورفولینو( ات

( رشد pH 5/5میکرومول استوسیرینگون ) 100گلوکز و 

ساعت در دمای اتاق و در تاریکی  6تعلیق کرده و به مدت 

تکان داده شدند. سپس برای بار دوم این سوسپانسیون 

دقیقه  10دور در دقیقه و به مدت  3200باکتری در 

سبیده به ته فالکون در محیط سانتریفوژ گردید و رسوب چ

میکرومول استوسیرینگون(  100و  %1اینفیلتریشن )گلوکز 

( ODای رقیق شد که چگالی چشمی )تعلیق شده و به گونه

لیتر از میلی 5/1تا  1در این مرحله رسید.  6/0تا  5/0آن به 

به مورد نظر  ODمحلول اگرواینفیلتریشن آماده شده با 

تزریق(، شاهد تزریق شده با  های شاهد )بدونمونهن

محلول اگرواینفیلتریشن بدون سازه ژنی و نمونه تزریق 

-در بخششده با محلول اگرواینفیلتریشن حاوی سازه ژنی 

های سفید بنفشه آفریقایی سرنگ بدون گلبرگ پایههای 

روز از تزریق محلول  3پس از  زریق شد.سوزن ت

ها، عیت نمونهاگرواینفیلتریشن و مشاهده چشمی تغییر وض

 دمای و درشدند های که تزریق شده بودند جدا گلبرگ

 نگهداری شدند.  -80

های شاهد و تراریخت گلبرگ: میکروسکوپ نوریآنالیز 

عرضی متر برش یلیم 5×5به قطعات موقت )زرد رنگ( 

نازک  یهاشدند. بخش هتعبی آگارز %4داده شده و در 

 DTK-1000دهنده برش کرویمتر( با میلیم 100)ضخامت 

(D.S.K.) تر سپس برای بررسی دقیق. ندبرش داده شد

نوری  کروسکوپیبا استفاده از مها تغییر رنگ گلبرگ

 ت.قرار گرف یمورد بررس VH-Z75 (Keyence)مدل

هایی های شاهد و گلبرگگلبرگآنالیزهای مولکولی: 

 DNAاستخراج تراریخته احتمالی تغییر رنگ یافته پس از 

تایید حضور بررسی دو قطعه ژنی با آزمون برای  ژنومی

و با استفاده از پرایمرهای  مرازای پلیواکنش زنجیره

 . آنالیز شدنداختصاصی طراحی شده 

با استفاده  (AOG) یدگلوکز -او-6-آئوروسیدین آنالیز

که محصول نهایی  AOG ارزیابی:  nMS-DAD-HPLCاز 
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 nMS-DAD-HPLCه دستگا با استفاده ازباشد آئورون می

 نیبصورت آنلا HPLC ستمیساین  مورد آنالیز قرار گرفت.

 ,Bruker (Bremen یونی یسنج جرم فیط کیبا 

Germany همراه با منبع )ESI بدین منظور از گلبرگ .بود-

های بنفشه آفریقایی تراریخت تغییر یافته به رنگ زرد، 

رد بنفشه آفریقایی سفید )غیر تراریخت( و گل میمونی ز

رنگ عصاره متانولی تهیه گردید. پس از تهیه عصاره غلیظ 

در مسیر بیوسنتزی  AOGجهت بررسی کمی و کیفی میزان 

فاز  تزریق شد. ها به دستگاهآئورون، آنتوسیانیدین و فلاون

فاز  باشد.می Bو  Aقسمت  2متحرک دستگاه شامل 

و فاز  TFA⁄water (eluent A) %1/0شامل  Aمتحرک 

آب  ml100 استونیتریل و  ml 900نیز از  Bمتحرک 

، 400های خاص ها در طول موجنمونهتشکیل شده است. 

ای آئورون، هنانومتر بطور جداگانه برای پیک 520و   360

ها به ترتیب مورد بررسی قرار ها و آنتوسیانیدینفلاون

 .گیری و شناسایی شددقیقه اندازه 40گرفت و طی زمان 

( با XDB-C18گیری از یک ستون )بهره اجزای محلول با

های خاص، با طول موج UV، دتکتور mm6/4×150ابعاد 

، سوزن ml /min1، سرعت جریان Quaternaryپمپ 

میکرولیتر و  20، حجم تزریق µl2تزریق کننده همیلتون 

های نمونه بررسی گردید. ChemStationنرم افزار 

ای پودری ه مادهک (، نارینجنین و چالکونAOGاستاندارد )

متانول حل نمودیم  cc10گرم بود در میلی 1است به میزان 

و به جز چالکون بقیه در آب رقیق گردید. برای بدست 

ها نیز از های کالیبراسیون دیگر نمونهآوردن منحنی

های مربوط به پیکاستفاده شد.  UVکالیبراسیون استاندارد 

AOGمقایسه و مقادیر  ، نارینجنین و چالکون با استاندارد

گرم در گرم هر یک براساس کروماتوگرام بر حسب میلی

ها و پردازش داده یجمع آور طیف استاندارد محاسبه شد.

 یسنج جرم فیانجام شد. ط Brukerبا استفاده از نرم افزار 

با دامنه اسکن از  MSnمثبت و خودکار  یونیدر حالت 

 کند.عمل می mz/z 1000تا  100

 نتایج

 و  pBI121ناقل  در   AS1 و CGT'4 کلونینگ ژن ساب

pCAMBIA1304  :4قرار گرفتن دو کاست ژنی'CGT و 

AS1 پلاسمید  در دوترتیب بpBI121  وpCAMBIA1304 

یابی و توالیای پلیمراز واکنش زنجیره ،با هضم آنزیمی

 LBدر محیط کشت که بدین صورت . ندتایید شد

های مقاوم در محیط اکثر کلونی +CGT pBI121'4حاوی

، جفت باز( دارا بودند 1374انتخابی، باند مربوطه با اندازه )

 AS1حاوی LBدر حالیکه محیط کشت 

pCAMBIA1304+ های مقاوم در محیط تنها دو کلونی

را ایجاد جفت باز(  1689دازه مورد نظر )انتخابی، باند با ان

ال نتایج بدست آمده مشخص نمود که انتق (.3)شکل کرد

 AS1و pBI121+4'CGT های نوترکیبهمزمان دو ناقل

pCAMBIA1304+ های مستعد اگروباکتریوم به سلول

های نوترکیب بر روی محیط موفقیت آمیز بود و کلونی

تراریخته بودن و  PCRانتخابی مشاهده شدند، که با آزمون 

های کلونی وجود پلاسمیدها در اگروباکتریوم اثبات شد.

های بیوتیکحاوی آنتی LBسطح محیط کشت نوترکیب در 

( انتخاب mgl50-1  + کانامایسینmgl 100-1 )ریفامپیسین

از و با استفاده  Colony PCRشده و سپس با روش 

 CGT'4)آغارگرهای اختصاصی، حضور دو قطعه ژنی 
 1689و  1374های ترتیب با اندازهبا همدیگر ب ( AS1و

 اند(.ه نشدهها آورد)داده جفت بازی تایید شد

های بنفشه انتقال سازه ژنی و بررسی فنوتیپی گلبرگ

-گیاهان زینتی بنفشه آفریقاییآفریقایی ترایخت: 

(Saintpaulia 'Jolly Diamond') سازی تهبرای تراریخ

ا بها موقت استفاده شدند. ابتدا بررسی تغییر رنگ گلبرگ

 مشاهده چشمی مورد مطالعه قرار گرفتند.

روز بواضح تغییر  3این آزمایش پس از  مشاهده چشمی

ی زرد کم های سفید بنفشه آفریقایی با هالهرنگ گلبرگ

 AS1و  CGT'4رنگ را در نمونه تزریق شده با سازه ژنی 

های شاهد را نشان داد در حالی که هیچ تغییری در گلبرگ

و تزریق با محلول اگروایفیلتریشن بدون سازه ژنی مشاهده 

 نتایج و شد تکرار بار ین آزمایش دو(. ا4نشد )شکل 

 .(اندداده نشده نشان ها داده) آمد بدست مشابهی
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هضم آنزیمی ناقل با آغارگرهای اختصاصی ژن و  Colony PCRهای مثبت و تایید ساب کلونینگ با استفاده از تکنیک انتخاب کلونی -3 شکل

 Colony PCR (نتایج حاصل از  : 6تا  1(، شماره های cDNAترل مثبت )الگوی : کن+CK، (DNA: کنترل منفی )بدون -CK: (الف) نوترکیب.

: ناقل 2چاهک ، KB1: نشانگر مولکولی تعیین اندازه 1چاهک  :)ب( .bp 100  : مارکر وزنیpBI121+4'CGT ،M)های ترانسفورم شده با کلونی

: کنترل مثبت  +CK،(DNA: کنترل منفی )بدون -CK:  (پ) .Sac Iو BamH Iهضم آنزیمی ناقل نوترکیب با دو آنزیم : 3چاهک  ، هضم نشده

: مارکر AS1 (pCAMBIA1304+ ،Mهای ترانسفورم شده با کلونی Colony PCR): نتایج حاصل از 11تا  1های (، شمارهcDNA)الگوی 

هضم آنزیمی ناقل نوترکیب با دو آنزیم : 3چاهک  ، : ناقل هضم نشده2چاهک ، KB1: نشانگر مولکولی تعیین اندازه 1چاهک  :(ت) .bp100   وزنی

Nco I وBstE II.  

 
: شیوه تزریق محلول اگرواینفیلتریشن )الف(. آفریقایی های بنفشهنتایج حاصل از نفوذ آگروباکتریوم با سیستم بیان زود گذر در گلبرگ -4شکل 

، فلش آبی: نمونه شاهد تزریق شده با فلش سبز: نمونه شاهد)بدون سوزن های سفید بنفشه آفریقایی با سرنگ آگروباکتریوم در بخش های گلبرگ

-، )ب(: بررسی فنوتیپی گلبرگ(اگرواینفیلتریشن حاوی سازه ژنیمحلول اگرواینفیلتریشن بدون سازه ژنی و فلش نارنجی : نمونه تزریق شده با محلول 

ول اگرواینفیلتریشن بدون سازه ژنی، )ت(: نمونه تزریق شده با محلول اگرواینفیلتریشن های سفید شاهد )بدون تزریق(، )پ(: نمونه تزریق شده با محل

 (.نشان داده شده است CGT +AS1'4های تزریق یافته حاوی سازه ژنی هایی از گلبرگهای زرد کم رنگ در بخشتغییر رنگ با لکهحاوی سازه ژنی)
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ها بنفشه آفریقایی ترایخت با بررسی گلبرگ

نتایج میکروسکوپ نوری بطور : وسکوپ نوریمیکر

-کم رنگ در نمونهواضح و کامل تغییر رنگ به سمت زرد 

-هسازه ژنی را نشان داد و در نمون حاویهای تزریق شده 

ی مشاهده نشد. های تزریق یافته بدون سازه ژنی تغییر

محدود قسمت تزریق شده با فلش مشخص نمود همچنین 

ت. بطور کلی نتایج ت ژن اسساخ یرنگ عیما درمیبه اپ

مشخص نمود که نفوذ با سیستم بیان زودگذر در گلبرگ 

این  (.5بنفشه آفریقایی با موفقیت انجام گردید )شکل 

 دهد که نه تنها به سطح گلبرگ نفوذ کرده استنشان می

 بلکه کاملا درون ژنوم گیاه وارد شده است.

 
 )الف و .وپ نوریها با میکروسکمشاهده فنوتیپی گلبرگ -5شکل 

زیر میکروسکوپ به های تغییر رنگ گلبرگ : مشاهده فنوتیپیب(

های بدون سازه ژنی و با سازه ژنی، )ب و پ(: ترتیب در نمونه

 های در محل تولید شدهمشاهده دقیق و واضح تغییر رنگ گلبرگ

نی های بدون سازه ژنی  )رنگ سفید( و با سازه ژبترتیب در نمونه

 )ث و ج(: قسمت تزریق شده با فلش محدود به اپیدرم)رنگ زرد(، 

 مایع رنگی ساخت ژن است.

 آنالیز مولکولی

: PCRتراریخت بیان زودگذر با های گلبرگبررسی 

 های شاهد سفید بنفشه آفریقاییگلبرگاز  DNAهای نمونه

، شاهد تزریق شده با محلول اگرواینفیلتریشن بدون تزریق

زریق شده با محلول ت گلبرگ بدون سازه ژنی و

اگرواینفیلتریشن حاوی سازه ژنی، استخراج و سپس روی 

 (. 6برده شدند )شکل %8/0ژل آگارز 

-در گلبرگ AS1و  CGT'4حضور قطعات ژنی  تأییدبرای 

با آغارگرهای اختصاصی  PCRهای تراریخته موقت آنالیز 

 نتایج بدست آمده نشان بصورت با همدیگر انجام گردید.

ه ط بیاهان تراریخته موقت مورد مطالعه باند مربوداد که گ

 همچنین این هر دو قطعه ژن مورد بررسی را دارا بودند.

نتایج بررسی وجود دو تا ژن درگیر در مسیر بیوسنتزی 

را با  AS1و  CGT'4های حضور ژن PCRآئورون با 

ید بازی تایجفت 1689و  1374همدیگر به ترتیب با اندازه 

-ژن انیوضوح حضور و به ب جینتا نی، ابیترت نیبد نمود.

ه را برای تولید مسیر بیوسنتزی رنگدان CGT +AS1'4های 

 دادنشان آئورون جهت تغییر رنگ گلبرگ از سفید به زرد 

یخته برای ترار یشتریرا با اعتماد ب یژن سازه توانلذا می

 (.6شدن دائم به گیاهان زینتی انتقال داد )شکل 

اده از با استف یدگلوکز -او-6-یدینتجمع آئوروس
nMS-DAD-HPLC  : کروماتوگرام نتایجHPLC  نشان داد

است که بطور  یبیترک یحاورنگ  زردمیمونی  هایگلکه 

،  ب-7کلشود )شینم دیتول ییقایدر بنفشه آفر یعیطب

-در گلبرگهای ایجاد شده پیک حالی در ،(ʹ1و 1 هایپیک

دهنده وجود این نشان ختهیترار ییقایآفر هبنفش یها

 (. ʹ1و 1 هایج، پیک-7)شکل باشد ترکیبات می

 RT 9/3 در زمان های میمون زرد رنگدر گل اتبیترک نیا

-ʹAOG (4  ،6  ،3ʹ4 فلاونوئیدبه عنوان  دقیقه 5/2و 

tetrahydroxyaurone-6-O- شناخته شده است دیگلوکوز )

،  ʹ1 پیک) AOG یاجزا(. ʹ1و 1 هایالف، پیک-7)شکل 

9/3  RT ی بنفشه آفریقایی تراریخت ها( در گلبرگقهیدق

 بیبه ترت تغییر یافته به رنگ زرد و گل میمونی زرد رنگ

که، در یدر حالباشد. میگرم در گرم یلیم 45/3و  95/2

پیک  سفید بنفشه آفریقایی )غیر تراریخت( یهاگلبرگ

 (.2 )جدول مشاهده نشد
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نتایج  :(الف). و آغازگرهای اختصاصی PCRهای تزریق شده و شاهد با استفاده از تکنیک تخراج شده از گلبرگژنومی اس DNAبررسی  -6شکل 

)آب مقطر  -CK: تخلیص شده(، چاهک دوم pCAMBIA1304-AS1و  pBI121-4'CGT: کنترل مثبت )سازه ژنی +PCR :CKحاصل از 

های شاهد تزریق یافته با محلول بدون اگرواینفیلتریشن بدون سازه گلبرگچهارم:  (، چاهک سوم: گلبرگ شاهد )بدون تزریق(، چاهکDNAبدون 

 تر وجود دو ژنبررسی جداگانه دقیق :(ب) ،های شاهد تزریق یافته با محلول اگرواینفیلتریشن با سازه ژنیژنی، چاهک پنجم: گلبرگ

 

 هاتجزیه و تحلیل فلاونوئیدها از گلبرگ -2جدول 

No آنتوسیانیدینها  نانومتر 400ون در آئور ژنوتیپ

 520در 

 نانومتر

 فلاون

 360ها در 

 نانومتر

 فنوتیپ

 2.5) 1پیک 

 دقیقه(

 3.9) ʹ1پیک 

 دقیقه(

 Senk's Alchemy شاهد

Parakeet’ 
 

 سفید 986/0 - - -

بنفشه 

 تراریخته

4ʹCGT+ AS1 528/0 95/2 - 23/1 زرد 

گل میمون 

 زرد

cv. Snap Yellow 

(Endogenous 

Am4ʹCGT and 

AmAS1) 

 زرد 5/1 - 45/3 632/0

:  ʹ1و  1پیک های شدند.  یشدند و داده ها جمع بند ییشناسا HPLCتوسط  تراریخته ریو غ ختهیترار گیاهاندر  دهایفلاونوئ

نارینجنین چالکون و : NCفلاون ):  7و  6، 5و پیک های  هانیدیانیآنتوس: 4و  3، 2 هایپیک ،(AOG) یدگلوکز -او-6-آئوروسیدین

 (.مشتقات آن

 

مشخص نمود که در  m/z  449از  1ʹ پیک MS-MS آنالیز

به دلیل از  m/z 287یک قطعه گلوکز در  MS2جداسازی 

(. 8)شکل واحد جرم اتمی بدست آمد 162دست دادن 

نشان داد که اجزا از هم  HPLC، کروماتوگرام نیهمچن

 لیاعث تشک. تجمع چالکون بندجدا شددیگر بخوبی 

 هبنفش یهادر گلبرگ یدگلوکز -او-6-آئوروسیدین

 . گردید ختهیترار ییقایآفر
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گلبرگ گل میمونی زرد  HPLC . )الف(: کروماتوگرامیدگلوکز-او-6-آئوروسیدینآزمون کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا جهت ارزیابی  -7شکل 

کروماتوگرام  گلبرگ بنفشه آفریقایی تراریخت.  HPLCکروماتوگرام )ج(:فریقایی غیر تراریخت، گلبرگ بنفشه آ  HPLCکروماتوگرام )ب(: رنگ،

HPLC  های گل میمونی زرد رنگ و بنفشه آفریقایی تراریختهگلبرگ (AOG) دهد.نانومتر نشان می 400در  ʹ1و  1های را در پیک  

 
 گل میمون AOG (m/z =449از )   MS-MSآزمون طیف جرمی و جداسازی  -8شکل 

 بحث

صنعت گیاهان زینتی  درمانند رنگ گل ایجاد صفات جدید 

(. 24، 6) بطور مستقیم با ارزش تجاری آن مرتبط است

 دیتول یبرا یمیعظ لیپتانس یدارا ختهیترار یهایاستراتژ

شوند ینم افتی عتیهستند که در طب یدیجد یهاپیفنوت

 ییقایشه آفربنفگزارش شده است که گیاه زینتی (. 19)

های متفاوت بجز رنگ یدارا سارنگون ، شمعدانی،(25)

 اصلی هایرنگدانه .(29، 9) رنگ زرد و نارنجی هستند

 اند که به تولیدبوده هاآنتوسیانین گل، رنگ اصلاح هدف

 کند،می کمک آبی و صورتی قرمز، مانند مختلف هایرنگ

 و آئورون چالکون رنگی ترکیبات از نیز اخیر مطالعات اما

 (. 26اند )کرده رنگ استفاده زرد هایگل تولید برای

با مهندسی ژنتیکی مسیر برای اولین بار  حاضرپژوهش در 

با استفاده از سیستم و ( AS1+4'CGT)بیوسنتزی آئورون 

رنگ جدید زرد در  ایجادبیان موقت اگرواینفیلتریشن 

نشان تایج ن نیاانجام شد. بنفشه آفریقایی سفید های گلبرگ

 دیتولبنفشه آفریقایی سفید چالکون  یدهد که گلبرگهایم

 آئورونترانسفراز باعث تجمع  لیمالون وجود وکنند یم

 دیفلاونوئ وسنتزیدر ب کلیدی آنزیم چالکون یک. دشویم

-بی به نارینجنین که گیاهان گلدار از جمله آئورون است
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در گل نگر ایجاد در را مهمی نقش و شودمی تبدیل رنگی

اخیرا گزارش شده  (.30، 27، 12کند )می ایفا زینتی های

 ترانسفراز در کلاله لیعدم وجود مونون لیبه دلاست که 

و  آئورون دانهتجمع رنگ قادر به(Ipomoea nil) گیاه سفید 

 در پژوهشی آنالیز (.9باشد )یها نمرنگ زرد در گلبرگ

 سنتاز چالکونکه دو ژن مجزا  مشخص نمود یمولکول

SaCHSA و SaCHSD  گیاهان زینتی بنفشه آفریقایی در

این نتایج وجود چالکون در گیاه زینتی (. 4) وجود دارد

بنفشه آفریقایی برای بررسی پژوهش حاضر بسیار مهم و 

 باشد.ضروری می

همزمان ژن انیب( 2006به نقل از انو و همکاران در سال )

رنگ همراه  از گل میمون زرد AmAS1 و Am4'CGT یها

( با F3H ،DFR) بیوسنتز آنتوسیانین هایبا خاموشی ژن

و در  دیگلوکوز-O-6 نیدیاورئوس دیتولباعث  تیموفق

د رنگ در گیاهان زینتی تورنیا زر هایبرگمنجر به گل جهینت

 یهاژندر پژوهشی دیگر بیان همزمان (. 18) شودیم

Am4'CGT و AmAS1 چالکون  همراه با خاموشی ژن

در  .(9اند )برای ایجاد مسیر بیوسنتزی پیشنهاد دادهیزومراز ا

 و CGT'4 یهاهمزمان ژنانتقال در پژوهش حاضر  ،حالیکه

AS1  در دو وکتور متفاوت با موفقیت باعث ایجاد آئورون

رزمی و همکاران  و رنگ زرد در گلبرگ سفید گردید.

در تحقیقاتی ژن لوسیفراز حشره شب تاب گونه  (1392)

را با استفاده از  Lampyris turkestanicus رانیای

آگروباکتریوم به گیاه زینتی بنفشه آفریقایی جهت نشر نور 

 برداریدر ژنوم گیاه و نسخه حضور ژن قرمز منتقل کردند.

. شدتأیید  PCR-RT و PCR آنالیزهایبا استفاده از 

نتایج حاصل از سنجش لومینومتری، فعالیت آنزیم همچنین 

، های برگی بعضی از گیاهان نشان داداز را در بافتلوسیفر

 (.1) مشاهده نشددر حالی که در گیاهان شاهد نشر نوری 

 یژنهای سازهعملکرد  شنیلترینفیاگروااستفاده از سیستم 

را بدون نیاز به کشت بافت، رنگ گل تغییر مورد بررسی و 

، بدون هزینه و در کوتاهترین انتخاب گیاهان تراریخت

. این سیستم آزمایش سریع امکانپذیر می کندان زم

بطورت موقت  پامچال های گیاهدر جوانهها را تراریخته

 شهیو ر ها، برگکوتیلدوندر  GUS انیبامکان پذیر نمود. 

(. 8) مشاهده شدپس از چند روز پامچال های گیاه جوانه

در ز سنتا نچالکوژن  RNAiینفیلتریشن واگرابررسی 

 خاموشی با کهمشخص نمود  نوـمیم لـگ یاـهگگلبر

 نمیمو گل یهاگگلبرای در هنگیزر هیچگونهژن،  ینا

کند می تغییر سفید به بنفشاز  هاآن نگو ر دشونمی تولید

هیدروکسیلاز  -5ʹ،3ʹفلاونوئید دارای ژن انتقال سازه(. 22)

با های ژاله از زنبق به گلبرگ DFRاز گل اطلسی و ژن 

تغییر میزان منجر به ینفیلتریشن واگرااین سیستم استفاده از 

و ایجاد رنگ آبی  های تزریق یافتههای گلبرگآنتوسیانین

 استفاده از تکنیک(. 10گردید )های گرده در کلاله و دانه

RNAi در مسیر  چالکون ایزومراز جهت خاموشی ژن

 (Petunia hybrida)اطلسی  گلبیوسنتزی تولید رنگدانه 

کاهش  و آنتوسیانین ینفلتریشن سبب تجمعتوسط اگروا

mRNAنفوذی ناحیه در های مربوطههای اندوژن هدف 

در (. 13شد ) رنگ گل گیاه اطلسی چهار هایگلبرگ

 هایدر گلبرگلفینیدین د نتوسیانینآپژوهشی جهت تولید 

)ژربرا( با استفاده از سیستم بیان موقت له ژا گل

های یدند که انتقال سازهبه این نتیجه رسینفیلتریشن واگرا

هیدروکسیلاز از  -5ʹ،3ʹفلاونوئید کننده ژنتک ژنی )حمل

 -5ʹ،3ʹفلاونوئید کننده ژنگل بنفشه( و دو ژنی )حمل

از زنبق هلندی( به  DFRهیدروکسیلاز از گل بنفشه و ژن 

 تولید)ژربرا( به ترتیب منجر به له ژا گل یهاگگلبر

و با موفقیت درصد شدند  75و  44به میزان  لفینیدیند

همچنین  ها به رنگ آبی گردید.باعث تغییر در رنگ گلبرگ

ها دلفینیدین، سیانیدین، پلارگونیدین میزان تولید آنتوسیانین

آنالیز نمودند و پیشنهاد کردند  HPLCو پئونیدین با دستگاه 

بهترین رقم برای تراریختی و انتقال  Bismarckکه رقم 

ها، با رگیر در مسیر بیوسنتزی آنتوسیانینهای دپایدار ژن

 باشدهدف تغییر رنگ گل به ویژه تولید دلفینیدین می

(15 .) 
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در گیاه  BBE1خاموشی موقت ژن بررسی در پژوهشی 

، با تزریق به سطح (.Papaver somniferum L)شقایق 

لیتری انجام های یک میلیپشتی برگ این گیاه با سرنگ

با موفقیت وجود  RT-qPCR و PCRشد. آنالیزهای 

رونوشت های این ژن ومیزان خاموشی در گیاهان 

در  (.2تراریخت در مقایسه با گیاهان شاهد نشان داد )

بررسی فنوتیپی تغییر موفقیت حالیکه در پژوهش حاضر با 

در   AS1و CGT'4 هایحضور بیان ژنرنگ گلبرگ و 

ری و استفاده از میکروسکوپ نوبا های تراریخت گلبرگ

تایید شد. با توجه به عملکرد  با موفقیتPCR  آنالیزسپس 

سریع و ساده، اقتصادی، این سیستم یک روش مناسب و 

باشد می ارپاید یختیارتر ضعیتو بینیپیش ایبرکارآمدی 

های ژنی با احتمال خیلی بالایی پس از تایید انتقال که سازه

 که محصول AOGانباشته شدن ترکیب جدیدی  شوند.

براساس زمان و طیف با موفقیت نهایی مسیر آئورون 

های تراریخت موقت بنفشه آفریقایی در گلبرگجرمی 

 های غیر تراریخت مشاهده نشد.شناسایی شد و در گلبرگ

-HPLC-DAD  ستمیسبا استفاده از  (21) در پژوهشی

nMS تراریخت  رشد تنباکو طول مرحله این ترکیب را در

پیک مخصوص به این تراریخت مشاهده شد و در غیر 

 ختهیترار یدر گلبرگها بیترک نیا ترکیب شناسایی نشد.

Ipomoea nil شد  ییشناسا یجرم فیزمان و ط براساس

 آنالیز مطالعات .با نتایج این پژوهش مطابقت دارد که (.9)

HPLC که داد ( نشان2006) سال همکاران و انو توسط 

AOG تولید ( گرم در گرمیمیل 422/0) تراریخته گیاهان در

. (18) نشده است تولید تراریخته غیر گیاهان در شده و

گل  زرد یهاها در عصاره گلآئورون یمیآنز یلتشک

مسیر  که نمودمشخص  HPLCمیمون با استفاده از 

-6-آئوروسیدینبرای ایجاد  هااصلی در گل یهارنگدانه

، یدزگلوکو- PHCدر و به دنبال آنباز است  یدگلوکز -او

 یببه ترت یدگلوکوز-THC4و  یدگلوکوز-6 اتینکتابر

 (. 20) یابدیکاهش م

 گیری کلینتیجه

روش  کهآشکار شد  حاضر با انجام پژوهش

 موقت نبیا سیربر ایبر مناسب شیرو ینفیلتریشنواگرا

با صرف وقت کمتر و هزینه خیلی کمتر های رنگ گل ژن

ال نتقباشد، زیرا ادر گلبرگ گیاه زینتی بنفشه آفریقایی می

و ه بیشتر بودبررسی ازمند ها به صورت پایدار و نیاین ژن

ه وقت گیر بوده و بنیز گزینش گیاهان تراریخت احتمالی 

 اندتواین پژوهش می نتایج هزینه بالایی نیاز دارد. همچنین

ان های گیاهدر گونه زرد رنگ ی ایجادمهندس یبرا راهی را

ا ب د. از طرفیگ هستند باز نمایفاقد این نوع رن زینتی که

کاربردی شدن این گیاهان با رنگ نوین زرد و عرضه آن 

 قابل توجهاقتصادی اهمیت  به توجه بصورت تجاری و با

 زینتی بنفشه گیاه گیاهان زینتی در جهان و محبوبیت

 با بسیار تجاری زینتی، از لحاظ هایگل میاندر  آفریقایی

 بازار قابل توجهی در میتاه خواهد بود و دارای ارزش

 زیساآزاد  نیناقو یگرد فطراز . باشدمیگل و گیاه 

 یبعضدر  ینتیز نگیاها ردمودر  اـخصوص یختهارتر نگیاها

 لحادر  یگردکشورهای  یـبعضو در  تصویب هارکشواز 

در  وثرترـم نقش شاهد هینددر آ الذ ،باشند می تصویب

  .دوب هیماخو یـینتز ناـگیاهو  لـگ حلاـصا
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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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