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باشد. دیرگلدهی در کاهو باعث توليد برگهای زیاد و حفظ کيفيت خوراکی محصول آن می

 محيطی و پارامترهای هبدر گياهان پدیده ای است کاملا هدایت شده که  گلدهی زمانشروع 

یکی از مشکلات در  .شودو توسط شبکه تنظيمی ژنهای زیادی کنترل می وابسته است گياه درونی

زمينه پرورش و عملکرد بالای محصولات زراعی و باغی عدم تطابق زمان گلدهی با شرایط مطلوب 

 شبکه تنظيمیدر  باشد.توليد گياهان کارا و با بيوماس بالاتر ضروری می ،ست. با افزایش جمعيتا

 مانع از که است MADSجعبه  ،فاکتور رونویسی، یک Flowering Locus C (FLC)، گلدهی

 سرکوبی طریق از طول روز، به طور مستقل از شروع گلدهی را خودمختارمسير  .شودگلدهی می

FLC، ژن  کند.می تسریعMSI4/FVE کنترل زمان  یک ژن کليدی مسير خودمختار است که در

 عيين زمانو نقش کليدی در ت درگير است و زمان گلدهی رشد اندام ،تکثير و تمایز آغازین سلول

هدف این  .گرددمی FLCژنتيکی موجب کاهش بيان ژن توسط تغييرات اپی و گلدهی دارد

در سطح بعد از رونویسی  MSI4برای مهار کردن ژن  RNA Silencingتحقيق استفاده از تکنيک 

از  MSبرای بهينه کردن کشت بافت گياه کاهو در محيط کشت باشد. در گياه کاهو می

های کوتيلدون و برگ در و جهت باززایی مستقيم از ریزنمونه NAA، کاینتين و BAPهورمونهای 

گرم در ليتر ميلی  01/0و  NAAگرم در ليتر ميلی 1/0مدت سه هفته استفاده شد و تيمار هورمونی 

BAP سری مورد نياز در تکنيک بيشترین باززایی را نشان داد. برای سنتز ساختار سنجاقRNA 

silencing قطعه ای از انتهای ژن ،MSI4  آرابيدوپسيس توسطPCR  تکثير و با دو همسانه سازی

قرار داده شد. آنگاه  pFGC5941ر خاموشی سنس درون وکتومتوالی در دو جهت سنس و آنتی

سری در این وکتور نوترکيب به واسطه آگروباکتریوم به گياه کاهو انتقال یافت. ساختار سنجاق

بررسی شد و   PCRگياهان تراریخته بدست آمده به منظور تائيد حضور ژن انتقالی در آنها توسط

در کاهو باعث   MSI4داد که خاموشی  مطالعه روی فنوتيپ گلدهی این گياهان تراریخت نشان

 شود.دیرگلدهی این گياه )حدود یک و نيم ماه تاخير( و توليد بيشتر برگ در آن می

 های کلیدیواژه
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  مقدمه

گياهان گلدار برای توليد مثل موفق يک سازوکار تكامل يافته 

اند و با تمامی اجزاء زمان مناسب برای انتقال از فاز ايجاد کرده

(. آغاز (Kim et al., 2009کنند رويشی به فاز زايشی را متعادل می

به زايشی در مريستم نوک شاخه تحت تاثير عوامل مرحله رويشی 

محيطی شامل نور و دما، گذران دوره سرما، فاکتورهای درونی 

گياهی  هایهورمون  تغيير ميزان توليد برخیمثل مرحله نموی و 

 مسير چهار توسط گلدهی آغاز زمان آرابيدوپسيس در .است

 خودمختار سازی،بهاره نوری، دوره :شامل ،شودمی تنظيم اصلی

(autonomous )جيبرلين به وابسته مسير و Boss et al., 2004; 

Simpson 2004(). هایژن از سری يک بيان نيز مسير چهار اين 

 SOC1 (AGL20) ،FT ، انتگريتورها  مداخله کننده يا به موسوم

 ,.LEAFY (LFY)  (Kardailsky et al., 1999; Weigel et alو

 طريق از گلدهی مسير هایژن اکثر بيان. کندمی کنترل را  (2000

 ژن دو ،شودمی تنظيم (ژنتيكی اپی) کروماتينی متعدد تغييرات

 هک دارد وجود تنظيمی شبكه اين در کليدی و اصلی کننده تنظيم

 Flowering Locus T (FT) وFlowering Locus (FLC)  شامل

است که از  MADSرونويسی جعبه يک فاکتور  FLCباشد. می

آورد و يک نقش اصلی و مهم در آغاز گلدهی ممانعت به عمل می

 Michaels and) کندتنظيم زمان گلدهی در آرابيدوپسيس بازی می

Amasino 1999)  .FT  از طريق طول شبانه روزی، زمان گلدهی

لعات مولكولی و . مطا (Sheldon et al., 1999) نمايدمیرا تنظيم 

را تنظيم  FLCسيستم اصلی  سهژنتيكی نشان داده است که 

همگی روی ( که و مسير خودمختار FRI)بهاره سازی، کند، می

گذارند، برای مثال برای فعال سازی بيان تاثير می FLCکروماتين 

 4ليزين شماره  3اين ژن، تری، دی متيلاسيون در هيستون 

(H3K4استيلاسيون هيستو ،) ،ن، و برای ممانعت از فعاليت اين ژن

صورت  H3K9,27تغييراتی مانند داستيلاسيون، دی متيلاسيون 

بيشتر در  FLC. ژن (He and Amasino 2005) گيرد می

بيان هايی مثل آوندهای چوبی و مريستم انتهای شاخساره قسمت

، مسير خودمختار FLCبيان تنظيمی يكی از مسيرهای  .شودمی

های موتانت موجود در اين مسير به اين مورد توسط ژن. باشدمی

-ها آرابيدوپسيساثبات رسيده است، که در اثر جهش در اين ژن

برابری  8تا  3حاصل همگی دير گلده بوده و افزايش  های

، با توجه به اطلاعات رسيده تا به امروز دهندمیبيوماس را نشان 

 ,LD  , FCA, FY: نوع ژن در اين مسير يافت شده است شامل 8

FPA, FVE, FLK, REF6, و FLD  (Simpson 2004; Noh et 

al., 2004; Lee et al., 1994; Ausín et al., 2004). 

 Multicopy Suppressor of IRA1 4که به اسم   FVEژن 

(MSI4) عضوی از خانواده پروتئينی  ،شودنيز شناخته میMSI-

like (MSI1-MSI5 در آرابيدوپسيس )باشدمی Ausín et al., 

2004; Kim et al., 2004; Hennig et al., 2003))های ، پروتئين

چندين کمپلكس تغيير کروماتين در موجودات  اين خانواده در

مطالعات (. (Hennig et al., 2005 يوکاريوتی يافت شده است

دهد که همولوگ اين ژن در موجودات ديگر مثل انسان نشان می

(RbA46/48مگس ،) ( سرکهP55( برنج ،)osFVE يافت شده که )

 هافقط در چند اسيدامينه تفاوت دارد، اين ژن در يوکاريوت

عمل اين ژن در  (.(Neer et al., 1994 بالايی دارندشدگی حفاظت

درگير است و باعث  FLCداستيلاسيون هيستون، کروماتين 

 (. بنابراين بی(Ausín et al., 2004 ميگردد FLCخاموشی ژن 

 شک هومولوگ اين ژن در خانواده گياهان کاهو نيز وجود دارد.

FVE دمين تكرار  7-6اسيدآمينه، دارای  507، يک پروتئين حاوی

WD-40  ياWDR  شده استشناخته Li and Roberts 2001)) ،

ها يافت شده است و در فرآيندهای در يوکاريوت آن توالی

 Van Nocker andای و مهم سلول شرکت دارندتنظيمی پايه

Ludwig 2003) .)در آرابيدوپسيس نشان  آزمايشات مولكولی

ها حفظ در سرتاسر يوکاريوت WDRهای دهد که پروتئينمی

گياه  مختلفو نقش کليدی در فرآيندهای شدگی بالايی داشته 

در زمان گلدهی  Turck et al., 2007)) .MSI4کنند بازی می

تعيين هويت اندام گل، )باعث TFL2/LHP1 ژن  سرکوبباعث 

همچنين و  گردددر زمان گلدهی نيز میتقسيم ميوزی، بلوغ بذر( 

 Kimکندمی ايفامستقل يک نقش حسگر دمايی در گياهان به طور 

et al., 2004) ) . با توجه به نتايج تحقيقات  اين ژن نقش حياتی

توان که میبنحوی . دارددر مسير شروع زمان گلدهی در گياهان 

ريق مهندسی ژنتيكی روی اين ژن گياهانی با فنوتيپ و از ط
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های تحقيقی و اقتصادی و که از جنبه ژنوتيپ خاص بدست آورد

   .دارويی و غيره حائز اهميت باشند

 پتانسيل دارای آن بيوماس و مصرف نوع به توجه با کاهو گياه

 توليد جهت بيوراکتور يک به شدن تبديل برای مطلوب

و برای کارهای  است خوراکی واکسنهای و رکيبنوت هایپروتئين

 RNA. تكنيک مبتنی بر مهندسی ژنتيكی مورد توجه قرار دارد

Silencing  يكی از ابزارهای ژنتيكی جديد و کاربردی است که

ان در گياه اطلسی توسط ون و همكار 1990اولين بار در  سال 

شی تشخيص داده شد و امروزه در بيوتكنولوژی گياهی با خامو

گيرد و با توجه ها جهت اهداف مختلف مورد استفاده قرار میژن

مبتنی بر اين  اريختههای صورت گرفته آمار گياهان تربه پيشرفت

مكانيسم در حال افزايش است. در اين مكانسيم از طريق توليد 

siRNA های ژن مورد نظر باعث تخريب بيان آن در سطح پس از

. ئين مورد نظر توليد نخواهد شدرونويسی شده و در نتيجه پروت

و  در گياه دارويی کاهو MSI4خاموش کردن ژن هدف اين مطالعه 

نتايج اين تحقيق  باشد.گلده میگياه تراريخت با فنوتيپ دير توليد

علاوه بر کاربردی بودن گياه حاصل، مقدمه تحقيات ديگر را روی 

ها حائز که دير گلده بودن آن راعی و باغیزگياهان استراتژيک 

  .نمايدفراهم میو از نظر اقتصادی مهم هستند  اهميت است

 

  هاروش و مواد

 

 از گیاه آرابیدوپسیس MSI4جداسازی و تکثیر ژن 

ساخته شده از بافتهای گل آرابيدوپسيس يک  cDNAبا استفاده از 

PCR  افزار که با نرمبا پرايمرهای اختصاصیA Plasmid Editor 

که حاوی سايت  MSI4 ژن ابتدا و انتهای طراحی شده بودند،

( 1)جدول بودند ′3در  BamHIو  ′5در  NdeIهای برشی آنزيم

 جفت باز تكثير گرديد. در 1524به طول  MSI4ژن انجام شد و 

همزمان روی وکتور و  PCRروی محصول  برش آنزيمی ،ادامه

pGBKT7  انجام و پس از جداسازی باندها از ژل و خالص

های مثبت انجام پذيرفت. کلنیها بين آن ش الحاقواکنسازی، 

کانامايسين تكثير و انتخاب شدند و محيط کشت حاوی روی 

با  تاييد درستی اين ژناز  پسپلاسميد آنها استخراج گرديد. 

PCR پلاسميد های حاصل در مرکز توالی يابی ،IBMP-France 

 مطابق شماره دسترسیتوالی يابی شدند و يک توالی درست 

At2g19520 NCBI برای ادامه کار انتخاب گرديد.  

سنس صورت سنس و آنتی به MSI4ژن قطعات سازی همسانه

  pFGC5941در پلاسمید

 برای دو قطعه PCRبرای تهيه سازه توليد کننده سنجاق سری، 

ه با پرايمرهايی که دارای جايگا MSI4/FVEابتدا و انتهای ژن 

برای گرفت  بودند انجام پژوهش نظر های موردبرش برای آنزيم

ه ( که دارای جايگا1کار يک جفت پرايمر طراحی شد )جدولاين

 BamHI-- NcoIو   ه جلودر پرايمر رو ب XhoI–XbaI- 5َبرشی 

 در پرايمر برگشتی باشند. تكثير قطعات از روی پلاسميد 5َ

pGBKT7-MSI4 نجام گرفت. سپس تاييد شده به عنوان الگو ا

 توسط الكتروفورز بررسی و خالص سازی شد.،  PCRمحصول 

 سازی استفادهبرای همسانهpFGC5941 در اين تحقيق پلاسميد 

( است. RNA interference) RNAiشد. اين پلاسميد مخصوص 

داشتن  ليبه دلجفت باز طول،  11407با  pFGC5941پلاسميد 

سازی چندگانه  بين دو جايگاه همسانه CHSAيک توالی اينترونی 

( (Multiple cloning site  يک پلاسميد مناسب برای اهداف

سازی يک با همسانهتوان می که نحودين باست.  RNA یخاموش

-سنس در بالادست و پاييندر دو جهت سنس و آنتی قطعه ژن

احی ظر طربرای ژن موردن RNAiدست اين اينترون، يک سازه 

ينتاز ون سچالك يمژن کد کننده آنزاز  CHSAنمود. اينترون 

(Chalcone synthase گياه اطلسی )است. پروموتر  شده گرفته

CaMV 35S  ويروس موزاييک  نيز ازموجود در اين پلاسميد

شده است. خاتمه گرفته (Cauliflower Mosaic Virusکلم )گل

است. اين  Octopine synthase (OCS)دهنده اين پلاسميد هم 

 به کانامايسين )پلاسميد همچنين دارای ژن مقاومت 

(Kanamycin resistance geneخارج از T-DNA ، برای انتخاب

 bastaکش و ژن مقاومت به علف E. coliدر محيط کشت 

((Basta resistance gene داخل T-DNA  برای انتخاب در محيط

 (.1شكل کشت گياهی است )
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 Table 1. Primer sequences in this study    يقتحق ينمورد استفاده در ا آغازگرهای یتوال -1جدول

Sequence Primer 

aaCATATGATGGAGAGCGACGAAGCAGCA MSI4 NdeI F   

aaGGATCCTTAAGGCTTGGAGGCACAAGT MSI4 BamHI R  

aaTCTAGA CTCGAGATGGAGAGCGACGAAGCA Forward primer A: F XbaI-XhoI   

AAGGATCCCCATGGAGCTGCGGACCCCATCTGCA Revers primer A: R BamHI-NcoI  

aaTCTAGA CTCGAG ACAAAGTTGTTGATTTCCAC Forward primer B: F XbaI-XhoI        

AAGGATCCCCATGGTTAAGGCTTGGAGGCACAA Revers primer B : R BamHI-NcoI    

AATCCCACTATCCTTCGCAAGACC pFGC5941 Fext 

CTTTCTACCTTCCCACAATTCGTCG pFGC5941 Rint 

CAGACAGATGTTTCCCAGCGAG3 pFGC5941 Fint 

AAACCGGCGGTAAGGATCTGAG pFGC5941 Rext 

 

 
 HindIIIدو جايگاه برش برای آنزيم  ،(MCS)سازی همسانه هایجايگاه ،CaMV-35Sانداز راه، EcoRI (1317)آنزيم  برشکه شامل جايگاه   pFGC5941نقشه پلاسميد -1شکل 

 ( است.LBو مرز سمت چپ )( RB) (، مرز سمت راستOctopine synthase) OCS خاتمه دهنده، (5229 ,3388)

Figure 1. pFGC5941 plasmid map including EcoRI (1317) enzyme cleavage site, CaMV-35S promoter, cloning sites (MCS), two cleavage 
sites for HindIII (3388, 5229), OCS terminator (Octopine synthase), the right border (RB) and the left border (LB). 

 

 

همچنين برای ( Bو A) MSI4ی ژن سازی دو قطعهبرای همسانه

واکنش برش  NcoIو  XhoIهای با آنزيم pFGC5941وکتور خالی 

و  جداسازی  قطعات LMP 1%صورت گرفت سپس در روی ژل 

قطعه مورد نظر به داخل پلاسميد به کمک و شد خالص سازی 

انتقال يافت. محصول T4 DNA ligase (Fermentase )آنزيم 

 یسازی شد و به روش الكتروپوراسيون به باکترليگاسيون خالص

E. coli  نژادTop10  انتخاب کلنی ها با از  پس .يافتانتقالPCR 

استخراج پلاسميد به ، محيط انتخابی حاوی کانامايسينروی از 

تاييد پلاسميد و  Miniprep (Sambrook et al. 1989)روش 

يكی از  شد.انجام  و برش آنزيمی PCRبا استفاده از  نوترکيب

مثبت بود برای انجام کلونينگ دوم جهت  PCRکه  پلاسميدهايی

استفاده  سنسآنتیبار در جهت  اين ولی قطعههمان وارد کردن 
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قطعه تكثير يافته وهمچنين در اين مرحله ابتدا برش آنزيمی  شد.

 انجام BamHI و XbaIهای با آنزيم جديد وترکيبپلاسميد ن

پس از جداسازی و خالص گرفت. محصول اين برش آنزيمی 

جهت انجام ليگاسيون استفاده شد. محصول سازی از ژل 

فرستاده شده و  E. coliليگاسيون دوم با روش الكتروپوراسيون به 

. های مثبت در محيط حاوی کانامايسين انتخاب گرديدندکلنی

 با آغازگرهای اختصاصی PCRهای نوترکيب با کمک ييد کلونتا

 به عنوان آغازگر رو به جلو و pFGC5941 Fext پلاسميد

pFGC5941 Rint  به عنوان آغازگر برگشتی برای تاييد همسانه-

سازی اول در جهت سنس و با استفاده از آغازگرهای اختصاصی 

pFGC5941 Fint  به عنوان آغازگر رو به جلو وpFGC5941 

Rext   ( برای تاييد همسانه1به عنوان آغازگر برگشتی  )جدول-

 B کلونينگ قطعه سنس انجام گرفت.سازی دوم در جهت آنتی

يعنی  B تاييد شد و ادامه کار با پلاسميد حاوی قطعه

pFGC5941BB .انجام شد 

 ترانسفورماسیون پلاسمید نوترکیب به آگروباکتریوم

گياه  کاهو برای ترانسفورماسيون LB4404 سويه آگروباکتريوم

نوترکيب بعد  pFGC5941BBمورد استفاده قرار گرفت. پلاسميد 

و  هاPCR توسط سنسآنتی از اينكه در هر دو جهت سنس و

 هایيابی تائيد شد، به روش الكتروپوراسيون به سلولتوالی

 LBمنتقل شد و در محيط  Agrobacterium tumefaciens شايسته

روی  های کانامايسين )عامل مقاومتبيوتيکمراه با آنتیجامد ه

( و ريفامپيسين )عامل مقاومت خود pFGC5941پلاسميد 

د. شدن دادهميكروگرم بر ميكروليتر( رشد  100)آگروباکتريوم( 

 LBآگروباکتريوم حاوی پلاسميد نوترکيب در محيط  تک کلنی

به  آن 006ODا ت فامپيسين تكثير يافتمايع حاوی کانامايسين و ري

های حاصل در بعد از حذف محيط کشت، سلول .رسيد 7/0

با غلظت ( Murashige and Skoog 1962)مايع MS محيط کشت 

ميكرومولار  100نصف حاوی استوسيرنگون به غلظت 

 .ندسوسپانسيون شد

برای بدست آوردن محيط باززايی مناسب : تراریزش گیاه کاهو

سطح هورمونی سيتوکنين  6ر برای کشت بافت گياهان کاهو د

و با دو  NAA و اکسين شامل  BAP, TDZ, Kinetin شامل 

. که بهترين بررسی قرار گرفت دريزنمونه برگ و کوتيلدون مور

 01/0زايی و به دنبال آن باززايی در ترکيب هورمونی برای جنين

بدست   NAAميلی گرم در ليتر 1/0و  BAPميلی گرم در ليتر 

با  هایکوتيلدونهای مورد استفاده برای تراريزش ريزنمونه آمد.

به  MSاز محيط کشت  برای تراريزشند. بود روزه 4و  3سن 

شب  2به مدت  یهمكشت عنوان محيط کامل و پايه استفاده شد.

درجه سانتيگراد نگهداری گرديد. سپس  28دمای در تاريكی و 

در ليتر گرم ميلی 350حاوی  MSقطعات گياهی به محيط باززايی 

انتقال داده  برای حذف آگروباکتريوم Cefotaximeبيوتيک آنتی

ساعت تاريكی به مدت  8ساعت روشنايی و  16شد و در شرايط 

هفته به محيط جديد  3دو هفته نگهداری شدند. بعد از دو تا 

و  Cefotaximeهای رشدی، کنندهحاوی تنظيم

Phosphinothricine (PPT: 10 mg/l) های نمونه برای گزينش

 T-DNAريخت که فقط گياهان ترا تراريخت انتقال داده شدند.

دريافت کرده بودند، در  PPTموردنظر را در کنار ژن مقاومت به 

ها به زنی ادامه دادند. سپس نمونهاين مرحله به رشد و جوانه

و تا به دست آوردن گياهان داده شدند زايی انتقال ريشهمحيط 

 انجام شد. MSدر محيط کامل کشت و واکشت 

 ریخته بودن گیاهان های مولکولی تائید تراروش

 و PPTحاویدر محيط انتخابی  تراريخته گزينش گياهان پس از 

به ها از بافت DNA ایشرايط درون شيشهشدن گياهان در  تكثير

استخراج و روی آن  CTAB (Doyle and Doyle, 1987)روش 

PCR  همينطور بيوماس گياهان و هیزمان گلد شروعانجام شد و 

 .مورد بررسی قرار گرفت غيرتراريختتراريخت نسبت به نوع 

 

  و بحث نتایج

 

يک و کننده در فرايند آغاز گلدهی است  ژن مداخله MSI4ژن 

مختار است و از طريق تغييرات ژن کليدی تنظيم کننده مسير خود

کند، مكانيسم عمل آن از طريق روی کروماتين عمل می

شود. ما تلاش کرديم باعث تسريع گلدهی می FLCداستيلاسيون 

اين ژن را در گياه سبزی  RNA silencingتا با استفاده از تكنيک 

در نتيجه باعث افزايش بيوماس و و دارويی کاهو خاموش کرده 
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 .شويم معمولیتر شدن نسبت به نوع گياهان تراريخته و ديرگلده

اه آرابيدوپسيس که اطلاعات خوبی گي MSI4برای اينكار ابتدا ژن 

در وکتور  (Pazhouhandeh et al., 2011)در مورد آن وجود دارد 

پساز  و شدهای برشی آن کلون با توجه به سايت pGBKT7 پايه

از  MSI4انتهای ژن تاييد توالی از روی اين پلاسميد يک قطعه از 

سنس در سنس و آنتی بصورتطريق برش آنزيمی و ليگاسيون 

 سپس ترانسفورماسيونگرديد. کلون  pFGC5941 خاموشیکتور و

تراريخته در آگرباکتريوم انجام گرفت و بعد گياهان  کمک به کاهو

ند و پس از تاييد وجود گزينش و انتخاب شد انتخابیمحيط روی 

 ترانسژن فنوتيپ گلدهی آنها مورد بررسی قرار گرفت. 

 pGBKT7در پلاسمید  MSI4ژن  همسانه سازی

 cDNAبا استفاده از طابق روش ذکر شده در مواد و روشها م

با پرايمرهای  PCRساخته شده از بافتهای گل آرابيدوپسيس يک 

انجام و همسانه سازی آن داخل  MSI4ابتدا و انتهای اختصاصی 

صورت  BamHIو  NdeI برشی آنزيمهایبا  pGBKT7وکتور 

والی ژن تگرديد. کلون جفت  1524به طول  MSI4ژن و  گرفت

 At2g19520 NCBIمطابق شماره دسترسی پلاسميد حاصل  در

وکتور  در MSI4سازه سنجاق سری ژن  به منظور ساختبود. 

pFGC5941  ابتدا از دو انتهای ژنPCR  با توجه به آنچه که در

قسمت مواد و روشها اشاره گرديد، انجام شد برای اينكار از روی 

رای ادکه رهای اختصاصی با پرايم pGBKT7اين ژن در وکتور 

 قطعهانجام گرفت.  PCR های برشی ويژه بودندجايگاه آنزيم

bp300  برای نمونهA  از ابتدای ژن و قطعه bp200  برای نمونهB 

 Bو  PCR ،Aالف(. محصول  2بدست آمد )شكلاز انتهای ژن 

در معرض  pFGC5941بعد از تخليص و همچنين وکتور خالی 

بعد از تخليص بر  .قرار داده شد NcoI و XhoIآنزيمی با  برش

 LMPدر ادامه باندها از روی ژل ران شد.  LMP 2%روی ژل 

که اين قطعات بصورت انجام گرفت  ليگاسيون جداسازی شد و

داخل  35Sبعد از پروموتور  CHSAسنس و قبل از اينترون 

محصول ليگاسيون به . ب( 2)شكل نداتصال داده شدپلاسميد 

در  .شدداده  انتقال E. coli اسيون به باکتریروش الكتروپور

انتقال  pFGC5941کانامايسين بخاطر دارای  نهايت به محيط

 PCRهای تشكيل شده استخراج پلاسميد واز روی کلنی .يافت

ج(.  2انجام شد که باندهای حاصل نشان از درستی کار بود )شكل

يجه نت PCRتاييد نهايی از يكی از پلاسميدهايی که در جهت 

. چون طبق انجام شد NcoIو  XhoIمثبت داده بود برش آنزيمی با 

را دريافت  MSI4قطعه  Senseها در جهت استراتژی، اين پلاسميد

ها برای شروع کلونينگ دوم در جهت کرده بودند، از يكی از آن

Antisense .استفاده شد 

 
: شكل شماتيک ورود بباز است. جفت B  200باز و قطعهجفت A300که قطعه  MSI4انتهای ژن  و تكثير ابتدا PCRمحصول الكتروفورز  تصوير ژلالف:  -2شکل

های روی پلاسميد. ايمرسنس با پردر جهت   Bقطعه تاييد کلونينگ  PCRمحصول  الكتروفورز تصوير ژلانداز. ج: قبل از اينترون و بعد از راه Bو  Aقطعات سنس 

 دهد.را نشان می Bحاوی قطعه  از استخراج پلاسميد نوترکيب  PCRهای بعدی چاهک چاهک کنار مارکر پلاسميد خالی و

Figure 2. A: Gel electrophoresis of PCR results for amplification of the beginning and end of the MSI4 gene. fragment A with 300 bp and 

fragment B with 200 bp. B: Schematic figure of the entrances place for A and B fragments in sense direction before the intron and after the 

promoter. C: Gel electrophoresis of PCR results with primers on the plasmid confirms that B fragment was cloned in sense direction into 

plasmid. The well just next to the marker is empty plasmid and subsequent wells are the recombinant plasmids. 
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-ب: تایید ورود رشته آنتیاست.  Antisenseت ژن در جههمان قطعه و  Sense ،Intronدر جهت  MSI4ژن  Bقطعه انداز، که شامل راه RNAi ازهسالف:  -3شكل 

 سنس با روش برش آنزیمی.ی آنتیدهد. ج: تایید ورود رشتهباز صحت کار را نشان میجفت 1000ی سنس که وجود قطعه

Figure 3. A: The RNAi construct which includes the promoter, the B fragment of MSI4 gene in the sense direction, the intron, and the gene 

in the antisense direction. B: Confirmation of the entry of the antisense sequence, which indicates the existence of an 1000 bp. C: 
Confirmation of the entry of antisense sequence by enzymatic digestion method. 

 

کلونينگ  در ادامه کار با توجه به قسمت مواد و روشها مرحله دوم

مجددا تكثير و به همراه پلاسميد حاصل از  Bانجام و قطعه 

 BamHIو  XbaI آنزيمهای با pFGC5941B کلونينگ قبلی يعنی

و خالص سازی،  LMPژل  يافت. پس از جداسازی ازبرش 

محصول  و( الف 3انجام گرفت )شكل  بين آنهاليگاسيون 

 داده انتقال E. coliليگاسيون به روش الكتروپوراسيون به باکتری 

دارای  محيط روی گزينش باکتری حاوی وکتور نوترکيب .شد

 قطعه در جهتاز دو روش برای تاييد ورود  نجام واکانامايسين 

با پرايمرهای  PCR به روش( 1شد: سنس به وکتور استفاده آنتی

در  bp 1000د نظر حدوداً به اندازه که باند مورروی پلاسميد 

و اين پرايمرها روی پلاسميد خالی  شودب( ديده می 3شكل )

   XhoIبه روش برش با آنزيم (2دهند جفت باز نتيجه می 750باند 

داده ( نشان ج 3در شكل ) bp 1790که باند مورد نظر به اندازه 

 بخاطر ورود قطعه در جهت آنتی سنس سايت برشی .شده است

در انتهای آن ايجاد شده و در اثر برش با اين آنزيم    XhoIآنزيم 

پلاسميد نوترکيب يابی توالیقطعه مورد نظر خارج شده است. 

انجام و بررسی  IBMP-Strasbourg-Franceحاصل در انستيتو 

را در  Bتوالی های حاصل درستی توالی همسانه سازی قطعه 

 کرد.تائيد دوجهت 

حاوی  pFGC5941BBپلاسمید نوترکیب تراریزش کاهو با 

 به کمك آگروباکتریوم  MSI4سازه سنجاق سری 

نوترکيب بعد از اينكه در هر دو جهت  pFGC5941BBپلاسميد 

sense و antisense توسط PCRيابی تائيد شد، به و توالی ها

 .های آگروباکتريوم منتقل شدروش الكتروپوراسيون به سلول

جامد همراه با  LBحاصل در محيط  های آگروباکتريومسلول

های کانامايسين )عامل مقاومت روی پلاسميد بيوتيکآنتی

pFGC5941 )( و ريفامپسين )عامل مقاومت خود آگروباکتريوم

در  RNAiجهت تائيد نهايی حضور سازه  رشد داده شدند.

استخراج  تک کلنیهای ترانسفورم شده برای چند آگروباکتريوم

های ، از آغازگرPCR. برای انجام گرفت PCRپلاسميد و سپس 

، استفاده شد. از antisenseو از آغازگرهای جهت  senseجهت 

برای تراريزش کاهو استفاده گرديد.  LB4404سويه آگروباکتريوم 
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 مثبت جهت ترانسفورماسيون گياهان انتخاب شد. کلنیيک 

جهت تلقيح با الف( -4روزه کاهو )شكل 4های کوتيلدون

استفاده  pFGC5941BBباکتريوم حاوی پلاسميد نوترکيب آگرو

 MSدقيقه هم کشتی در محيط  20. گياهان بعد از ب( 4شد )شكل

گيری در محيط های آگروباکتريوم و دو روز قرارمايع با سلول

غنی از هورمون و  MSزايی در محيط ، برای کالوسیکشتهم

وم قرار داده برای حذف آگروباکتري Cefotaxime کيوتيبیآنت

ها توليد کالوس کردند شدند. تقريباً بعد از دو هفته تمام ريزنمونه

زايی، گيری در محيط کالوس(. بعد از دو هفته قرارج-4شكل )

گر به مدت چهار هفته در محيط حاوی عامل انتخاب هاريزنمونه

برای اطمينان از  Cefotaximeو همچنين  PPT، يعنی T-DNAدر

ی زنجوانههای باقيمانده برده شدند و باکتريومعدم رشد آگرو

مقاوم بودند آغاز و ادامه يافت  PPTکه در برابر  هاريزنمونه

های حاصل به ترتيب ظهور جداسازی و جوانه(. د-4شكل)

 2گذاری شدند و در محيط ريشه زايی قرار گرفتند. حداقل شماره

نگهداری  ایگياه مستقل شماره گذاری و در شرايط درون شيشه

در سن چهار هفتگی برای آناليزهای (گياهان حاصل شدند. 

همزمان با اين ترانسفورماسيون در کاهو،  مولكولی استفاده شدند.

نيز با  pFGC5941به عنوان کنترل منفی، پلاسميد خالی 

به کاهو منتقل و گياهان حاصل  LB4404آگروباکتريوم سويه 

 نگهداری شدند.

 

 
 و هفته. د: گياهان تراريخت در محيطدزايی بعد از زايی و بازروزه با آگروباکتريوم. ج: کالوس 4های های کاهو. ب: تلقيح کوتيلدونزنی بذرنهالف: جوا -4شکل 

 گزينشی.

Figure 4. A: Germination of lettuce seeds. B: Inoculation of 4-day cotyledons with Agrobacterium. A: Callus formation and regeneration 

after two weeks. D: Transgenic plants on a selective medium. 

 

 گیاهان حاصل DNA بررسی وجود ترانس ژن در

گر، به گياه حاصل از محيط انتخاب چندژنومی  DNAستخراج ا

-T. برای تائيد وجود الف(-5)شكل گرفتانجام  CTABروش 

DNA  پلاسميدTi ر داخل ژنوم اين گياهان، از آگروباکتريوم د

PCR  جهت انتی  قطعه کلون شده درپلاسميد برای با آغازگرهای

برای  PCRنتيجه اين ب(. -5)شكل پلاسميد استفاده شد سنس در

مثبت بود. بدين ترتيب وجود قطعه  گياهان ژنومی DNA چهارهر 

 در اين گياهان تائيد شد. MSI4ژن 
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ژنومی گياهان تراريخت.در  DNAدر  T-DNAدر جهت آنتی سنس در  B . ب: تاييد حضور قطعهCTABگياهان تراريخت با روش  DNAالف: استخراج  -5شکل 

 جفت باز درستی کار را تاييد کرد. 1000های يک تا چهار وجود باند چاهک

Figure 5. A: DNA extraction of transgenic plants by CTAB method. B: Confirmation of the presence of fragment B in the genomic DNA of 
transgenic plants. In wells one to four, the presence of a band of 1000 bp Confirmed the correctness of the work. 

 

 
اهان ه گلده در گيظهور شاخ ( ظهور شاخه گلده، د( نمودار شروعگياهان تراريخته کاهو دو هفته پس از انتقال به گلدان، ب( گياهان پس از دوماه، ج (الف -6شکل 

هی که شروع به گلدهی کرده . باکس های کمرنگ در هر تيمار نشان دهنده تعداد گياMSI4شاهد غير تراريخت، تراريخت با پلاسميد خالی و تراريخت با سازه خاموشی 

گياه از تعداد  14از  9تيمار خاموشی   و در 7از  5، در تيمار پلاسميد خالی 12از  10. به ترتيب غير تراريخت در پايين و پررنگ و تعداد گياهی که گلدهی نكردند در بالا

ژنومی  DNAدر  T-DNAدر جهت آنتی سنس در  B . ب: تاييد حضور قطعهCTABگياهان تراريخت با روش  DNAاستخراج کل، گلدهی را آغاز کردند. زمان  

 جفت باز درستی کار را تاييد کرد. 1000های يک تا چهار وجود باند اهکگياهان تراريخت.در چ

Figure 6. A) Lettuce transgenic plants two weeks after transplanting on soil. B) plants after 2 months. C) Bolting stage of a plant. D) 

Flowering initiation time (days after transplanting on soil) boxes show number of plant starting to flower (below) and not-starting to flower 
(above) 

 

 بررسی زمان گلدهی گیاهان تراریخته کاهو

گياهان تراريخته حاصل به گلدانهای حاوی پيت ماس منتقل وپس 

الف( و  6از سازگار شدن در گلخانه نگهداری شدند )شكل 

ساعت نور در شبانه روز برای  16ری روز بلند شرايط دوره نو

با  MSآنها اعمال شد. گياهان هر هفته يكبار با محيط کشت مايع 

 6غلظت نصف آبياری شدند و رشد رويشی خوبی داشتند )شكل 
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درجه سانتيگراد  30به  24ب(. دو ماه بعد شرايط دمايی از 

شاخه گلده در  ماه پس از انتقال به گلدان 4افزايش يافت و تقريبا 

گياهان غير تراريخت وهمچنين تراريخت شاهد با پلاسميد خالی 

ج(. روز انتقال به گلدان روز اول  6ظاهر و بلند شد )شكل 

حساب شده و تاريخ ظهور شاخه گلده از مرکز گياه و وسط 

 برگها يادداشت برداری شد. 

 MSI4نتايج نشان داد که گياهان تراريخته با سازه خاموشی ژن 

د سميحدود يک ماه و نيم ديرتر از گياهان شاهد وتراريخت با پلا

ر درگلدهی با د(. اين تاخي-6خالی شروع به گلدهی کردند )شكل

 توجه به وجود شاهد غيرتراريخت وشاهد تراريخت با پلاسميد

 باشد MSI4تواند مربوط به کارايی سازه خاموشی خالی فقط می

يخت مستقل که محل ورود چون در بيش از نصف گياهان ترار

شاهد شد. در آنها متفاوت بود اين ديرگلدهی م T-DNAتصادفی 

 موشیبه نظر ميرسد اين يک ماه ونيم تاخير در گلدهی بواسطه خا

در کاهو يک صفت خوبی برای توليد بيشتر  MSI4ژن هومولوگ 

ه برگ و بيوماس بالا باشد وفرصت کافی را برای اتمام فصل ب

اه و م ا توجه به اينكه در کشت کاهو در مزارع، يکگياه ميدهد. ب

ين نيم  تاخير در گلدهی مصادف با اواخر فصل می باشد بنابرا

 هوای محيط نيز به طرف سردی پيش خواهد يافت و احتمالا در

مزرعه اين سرمای آخر فصل باعث افزايش ديرگلدهی در اين 

 ت را میگياهان تراريخت خواهد شد که ادامه تحقيق و مشاهدا

 طلبد.

ميزان و کيفيت محصول زمان گلدهی از فاکتورهای اساسی در 

در محصولات برگی به عنوان مثال شود. محسوب میگياهان 

ساقه کلم و چغندر قند يا محصولات علوفه ای ايجاد کاهو، 

کميت وکيفيت محصول تواند گلدهی زود هنگام میدهنده و گل

 داشته باشد. برداشت محصول تداخل با عمليات يا کند محدود را

 ترتيب توالی پروتئينهای همولوگموجود با توجه به اطلاعات 

MSI  حفاظت بالای  دولپه ها و تک لپه ها بيندر يوکاريوتها و

 رتينوبلاستومای انسانی هستند وهای دارد که همولوگ پروتئين

ها در تغييرات هيستونی وتجمع کروماتينی نقش اين نوع پروتئين

پنج  1997اشاره شد در سال  که قبلا همکنند. همان طور ا میايف

 et alAch ,.1997 ;)تشخيص داده شده  MSIنوع مشابه ژن 

2003., et al Hennig; 1998ior and Folk Kenz)  که با توجه به

های دهد که پروتئينمقايسه توالی آمينو اسيد های آن نشان می

AtMSI1 ،AtMSI2 ،AtMSI3  وRbAp48 ،RbAp46  انسانی در

. ( et alAch ,.1997)دانبين گياهان و انسان به شدت حفاظت شده

دهد صورت گرفته که نشان می MSI1تا به حال مطالعات بر روی 

 PCGهای و کمپلكس CAF ،FISکه اين پروتئين با کمپلكس 

تعامل دارد همچنين در نمو بذر و مرحله  MEDEAمانند 

ژنتيک در روی کند و به صورت اپیگامتوفيت ايفای نقش می

. با ( et alBouveret ,.2006) شودوارد عمل می 1SOC کروماتين 

استفاده از ترکيب روشهای ژنتيكی، مولكولی، هيستولوژی، اثرات 

دهد که اين که استفاده شد نشان می MSI4های پليوتروپی موتانت

ژن در تمام سلولها حضور دارد همولوگ اين ژن در موجودات 

 (، برنجP55)(، مگس سرکه RbAp46/48ديگر مثل انسان )

(osFVE و همچنين در مورد ارتولوگ )FVE  در ذرت که

ZmkbAP1  نام دارد تحقيقاتی انجام شده و ميانكنش آن با

بررسی شده است. توالی اين همولوگ ها  پروتئين رتينوبلاستوما

فقط در چند اسيد امينه تفاوت دارد يافت شده است که 

(2003 ,.et alHennig ; 2001 ,.et al Humphrey).  در واقع

از يک طرف با يک سيستم تجزيه کننده پروتئين  MSI4پروتئين 

در  CUL4-DDB1کوئيتيناسيون در کمپلكس  -ها وابسته به يوبی

ارتباط است که همچون پلی عمل کرده و باعث ايفای نقش اين 

شود کمپلكس تجزيه کننده پروتئين ها در روی هيستون ها می

(Pazhouhandeh et al., 2011) با اينكه تاکنون اطلاعات زيادی .

در مورد مكانيسم مولكولی انتقال از مرحله رويشی به زايشی 

کاهو در دست نيست ولی اخيرا کارهای زيادی در اين زمينه انجام 

 RNAتوسط  FTای با خاموش کردن ژن شده است. در مطالعه

در گلدهی کاهو شدند تداخلگر به طور چشمگيری باعث تاخير 

(Chen et al., 2018 همچنين از طريق خاموش کردن ژن .)

LsSOC1  توسطRNA  تداخلگر باعث تاخير در گلدهی کاهو

ای ديگر گزارش شده است در مطالعه (.Zhao et al., 2018شدند )

باعث گلدهی زودرس  HOS15که از دست دادن عملكرد ژن 

 (.Park et al., 2019شود )تحت شرايط روز بلند می

با  ،بر پايه مكانيسم ژنی کشف شده در گياه مدل آرابيدوپسيس

برداشته   FLCاثر ممانعتی از روی ژن MSI4خاموش کردن ژن 
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ه در يک ممانعت کنند که FLCشده و بدليل کليدی بودن ژن 

شود در اين صورت گياهان شبكه تنظيمی گلدهی محسوب می

يش در بيوماس را در پی حاصل دير گلده خواهند شد و افزا

 RNAخواهد داشت در همين راستا ما با استفاده از تكنيک مدرن 

silencing  قطعه کوچک همسانه سازی با استفاده ازbp200  از ژن

MSI4  خاموشیدر وکتور pFGC5941  ، اين وکتور نوترکيب

توسط آگروباکتريوم به روش کشت بافت به  (hp)سنجاق سری 

تراريزش شد و گياهان حاصل در کاهو لدونی های کوتيريزنمونه

ند. پس از شد انتخابمحيط گزينشی حاوی علف کش بستا 

وارد  T-DNA از روی MSI4رونويسی سازه سنجاق سری قطعه 

-DCL (dicerتوسط آندونوکلئازهای بنام شده در اين گياهان، 

like) به تعداد زياد siRNA  اين قطعه توليد نوکلئوتيدی  21های

 RNA induced Silencing در کمپلكس بزرگی بنام وشده 

complex (RISC)   جای گرفته تا اينكه در صورت وجود

mRNA  ژنMSI4  در مرحله پس از های آن يا همولوگ

باعث  RNase Hو با استفاده از خاصيت  نبا مكمل شد یرونويس

و در نتيجه گردد میگياهی مشابه ومكمل ی mRNA شكستن

و از  فعال شده FLCدر اين صورت ژن در گياه  خاموشی اين ژن

 گلدهی ممانعت به عمل می آورد. 
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Abstract 

Late flowering in lettuce produces additional leaves and maintains the edible quality of its 

product. Control of flowering time in plants is vital for plant fitness and for agricultural 

purposes and is an important factor in successful reproduction and seed crop yield and 

depends on the environmental and internal parameters of the plant and it is controlled by 

the regulatory network of genes. One of the problems in the field of crops and horticulture 

is the mismatch of flowering time with favorable environmental conditions. by increase in 

population, it is necessary to produce efficient plants with higher biomass. In the flowering 

regulatory network, Flowering Locus C (FLC), a MADS box transcription factor, prevents 

flowering. The autonomous pathway accelerates the onset of flowering independently of 

daylight by suppressing FLC. The MSI4/FVE gene is a key gene in the autonomous 

pathway. It is involved in controlling cell proliferation and early differentiation, organ 

growth and plays a key role in accelerating flowering by reducing the expression of FLC 

gene via epigenetic changes. in this study, using the RNA Silencing technique, MSI4/FVE 

gene expression was repressed at post transcriptional level. To this end, first, the tissue 

culture of lettuce in MS culture medium was optimized using BAP, Kinetin and NAA 

hormones for direct regeneration from cotyledon and leaf explants.  The MS medium 

containing 0.1 mg/l NAA and 0.01 mg/l BAP has the highest regeneration rate for 

cotyledon explants. Then, for construction of silencing hairpin construct, a fragment of 

Arabidopsis thaliana MSI4 gene was amplified by PCR and then cloned in sense and in 

antisense directions into pFGC5941 vector by two consecutive cloning. The hairpin 

structure in this recombinant vector was then transferred to the lettuce plant by 

Agrobacterium. The obtained transgenic plants were tested by PCR to confirm the presence 

of the transgene and the study on the flowering phenotype of these transgenic plants 

showed that the silencing of MSI4 in lettuce caused the plant to flower late (about 1.5 

months delay) and produce additional leaves.  

Kay words: Flowering time, Lactuca sativa, MSI4/FVE, RNA Silencing 
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