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در  آپوكاروتنوئيدي/شناسايي عامل رونويسي موثر بر پروموتر مسير بيوسنتزي كاروتنوئيدي
Crocus sativus L. 
 *زهرا عزيزي و علي دلجو

  همدان، دانشگاه بوعلي سينا همدان، دانشكده كشاورزي، گروه بيوتكنولوژي كشاورزيايران، 

  25/02/1400 :تاريخ پذيرش  20/11/1399 :تاريخ دريافت

 چكيده

اين حقيقت به خوبي اثبات شده كه كلاله به عنوان بخشي از گل زعفران محل اصلي براي سنتز بسياري از كاروتنوئيدها و 
گيرد، اما هيچ چيز در خصوص مكانيسمي كه نيز در مرحله خاصي از مراحل رشد صورت مي آنآپوكاروتنوئيدها مهم است و 

هاي زعفران هايي كه در بيوسنتز آپوكاروتنوئيدتحقيقات گسترده در مورد آنزيم .استكند شناخته نشده سنتز آن را تنظيم مي
چنين هم. در كلاله است CsLcy-β2aها يعني ي فراواني حضور يكي از اين آنزيمبخصوص كروسين نقش دارند نشان دهنده
هاي گروهازبه عنوان يكي عوامل رونويسي . شودسازي و افزايش تجمع بتاكاروتن ميمشخص شده است اين آنزيم باعث فعال

هاي ها در اتصال به پروموتر ژنكننده با تنظيم بيان ژن به صورت بافت اختصاصي و زمان اختصاصي از طريق توانايي آنتنظيم
ده از سيستم در اين تحقيق با استفا. كنندهاي بيولوژيكي و تكاملي گياهان نقش حياتي ايفا ميهدف در بسياري از فرآيند

GoldenBraid هاي حاوي عوامل رونويسي ازهسCsMYB ،CsARF8 ،CsERF2  وCsZinc-figer CCCH توالي  و
هاي گياه ساخته شد و با روش آگرواينفيلتريشن به برگ) Firefly(در اتصال با ژن گزارشگر لوسيفراز  CsLcy-β2aپروموتر ژن 

سازي پروموتر تحت تاثير عوامل رونويسي از طريق تزريق شدند و ميزان فعال) Nicotiana.bentamiana(توتون گونه بنتاميانا 
، نسبت لومينسانس CsMYBتنها براي يكي از عوامل رونويسي يعني . سنجش دوگانه لوسيفراز مورد بررسي قرار گرفت

 مثبت كنندهتنظيم يك CsMYB كه دهدمي نشان اين پژوهش هاييافته، در مجموع .تغيير كرد) LUC/REN(لوسيفراز بر رنيلا 
  .است زعفران در آپوكاروتنوئيدها/كاروتنوئيد بيوسنتز مسير

 .، آگرواينفيلتريشن، سنجش دوگانه لوسيفرازGoldenBriad، عوامل رونويسي، .Crocus sativus L: واژه هاي كليدي

 110deljou@gmail.com: ، پست الكترونيكي09181111567: مسئول، تلفن نويسنده *

  مقدمه
كاروتنوئيدها گروه بزرگي از تركيبات هستند كه از پيش 

 اجزاي عنوان شوند و بههاي ايزوپرونوئيدي مشتق ميماده
 سازهاييعني به عنوان پيش، فتوسنتزي مسيرهاي سازنده

) ABA( اسيدآبسيزيك مانند هافيتوهورمون
ايجاد  اين تركيبات مسئول .كنندمي عمل هاواستريگولاكتون

 .هستند هاگل و هاميوه از بسياري قرمز در تا زرد هايرنگ
آپوكاروتنوئيدها تركيبات زيستي مشتق شده از 
كاروتنوئيدها بوده كه به طور متابوليكي حاصل از تجزيه 

 از برخي ).6(باشند مي C40اكسيداتيو كاروتنوئيد 

 توسط خود ايرنگدانه خواص دليل به آپوكاروتنوئيدها
 مثال عنوان به، گيرندمي قرار بهره برداري مورد انسان

 .)7(زعفران  و )23(ديتاكسين  هترانتين و ،)29(بيكسين 
 نظر در فعال اجزاي عنوان به زعفران آپوكاروتنوئيدهاي

 مزمن هايبيماري درمان به قادر هاآن زيرا شوندمي گرفته
 بر مثبتي اثرات و هستند سرطان به ابتلا خطر كاهش و

  ).11(دارند  عصبي اختلالات

در تهيه زعفران  .C. sativus L قرمز خشك شده هايكلاله
 ترينقديمي از يكي اين ادويه. گيرندمورد استفاده قرار مي



 1401، 3، شماره 35جلد                                                                )                         مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي گياهي 

           20.1001.1.23832592.1401.35.3.7.5 DOR:                                                                                                                                     مقاله پژوهشي 

- طعم عنوان به كه هم است طبيعي غذايي افزودني مواد

- آميزي مورد استفاده قرار ميرنگ عامل و هم يك دهنده

 از بالايي حاوي سطح كلاله زعفران به طور استثنايي .گيرد
 را رنگ كه است ينكروس به معروف قطبي آپوكاروتنوئيد

 زعفران در كروسين بيوسنتز .بخشدمي زعفران ادويه به
كاروتنوئيدي ويژه در  بيوسنتز مسير يك شامل

 براي كاروتنوئيد سنتز در اين اندامك. است كروموپلاست
زعفران  كلاله يافته در تجمع رنگي آپوكاروتنوئيدهاي توليد

-CsPSY2، CsLCY(ي اين مسير هاي ويژهآنزيم با كمك

β2 ،CsBCH2 و CCD2 (هاي كد ژن بيان .گيردصورت مي
 در آپوكاروتنوئيدها بيوسنتز در موثر آنزيم چهار اين كننده
 افزايش هماهنگ طور به آن توسعه طول در، زعفران كلاله
 جريان شديد شدن فعال باعث نتيجه در و يابدمي

  ).6(شود مي آپوكاروتنوئيدي مسير متابوليكي

 طور به كه كاروتنوژنيك هايآنزيم روزافزون ما ازشناخت 
 شوند، نقطه عطفيمي بيان كروموپلاستي هايبافت در ويژه
 با ارزش هايبافت در كاروتنوژنسيس تنظيم مطالعه در

 نقطه يك ،ليكوپن چرخه .فراهم آورده است بالا اقتصادي
 كه باشدمي كاروتنوئيدها بيوسنتز مسير در كليدي انشعاب
 .تاثيرگذار است كاروتنوئيدي تركيب محتواي بر عميقا

ويژگي منحصربفرد كلاله زعفران به واسطه دارا بودن 
توجه آپوكاروتنوئيدهاي مشتق از بتا كاروتن و  قابل مقادير

هاي فيلوژنتيكي و بياني در بررسي. باشدزئاگزانتين مي
در زعفران مشخص شده  CsLcy-β2aانجام شده بروي ژن 

هاي كروموپلاستي را كد كه اين ژن، ليكوپن سيكلازاست 
كند و فراواني حضور آن در كلاله با افزايش تجمع مي

-CsLcyاز طرفي نتايج بياني ژن . بتاكاروتن همراه است

β2a هاي مختلف جنس كروكوس نشان داده كلاله گونه در
است كه تنظيم رونويسي اين ژن بر محتواي كاروتنوئيد و 

  ).7(گذارد ئيد در بافت كلاله تاثير ميآپوكاروتنو

 و رشد هاي مرتبط بافرآيند از بسياري عوامل رونويسي
 به هاآن اتصال توانايي طريق را از گياهان در فيزيولوژي

 ها تنظيمهدف و كنترل بيان اين ژن هايژن پروموترهاي
 AGAMOUS-likeهاي ژن كه است شده مشخص .كنندمي

 به خانواده عوامل رونويسيمتعلق  FRUITFULLو  1
MADS-box رسيدن هنگام را كاروتنوئيد تجمع ندنتوامي 

اي توسط و در مطالعه )9(ند نك تنظيم فرنگيگياه گوجه در
Martel  شده است كه داده نشان )2011(و همكاران 
 ازطريق) MADS-RIN(فرنگي گوجه رسيدن بازدارنده

 را ميوه كاروتنوئيد غلظت ،PSY1پروموتر با برهمكنش
عوامل  نقش همچنين گزارشاتي مبني بر .كندمي تنظيم

ارائه شده است  AP2/ERFرونويسي متعلق به زير گروه 
 تجمع دهد اين عوامل نقش مهمي دركه نشان مي
 شده فرنگي نشان دادهدر گوجه). 18(دارند  كاروتنوئيدي

و  NAC )SINAC1دو فاكتور از خانواده عوامل رونويسي 
(SINAC2 تعديل ميوه رسيدن هنگام را كاروتنوئيد تجمع 

بيان ژن ، CsMADS6 مركبات در .)38و  22(كنند مي
 مستقيم اتصال طريق از را CCD1 و PSY ،PDSهاي آنزيم

 معني بدان اين و، كندمي تنظيم هاپروموترهاي اين ژن به
چندين ژن  كاروتنوژنسيس تنظيم CsMADS6 كه است

 ).20(كنترل خود دارد هدف را تحت 

 تنظيم در را MYBنقش عامل رونويسي  ديگر هايپژوهش
 MYBعوامل رونويسي  .اندكرده توصيف كاروتنوئيدي

 گياهان در رونويسي عوامل هايخانواده بزرگترين از يكي
 تا، بذر و گل رشد در فرآيندهاي بسياري از است و
- رنگدانه و هامتابوليت بيوسنتز، هادهي هورمونسيگنال

 )1999(جينومارتين  توسط كه دارند نقش هابافت سازي
 اي بر رويدر مطالعه .استشده بررسي

Erythranthelewisii  هاي طريق تجزيه و تحليل دادهاز
-، كاهشR2R3 MYBتفرق بالك يك عامل رونويسي 

شناسايي شد كه ) RCP1( 1دهنده رنگدانه كاروتنوئيد 
). 30(باشد ها ميگل در كاروتنوئيد سطح مثبت كنندهتنظيم

 نشان، گلبرگ رنگ كاهش با E. lewisiiهاييافته جهش در
 كنترل را كاروتنوئيد بيوسنتز مسير كل RCP1كه  شد داده
 كه )33(تعلق دارد  MYB21به زير گروه  RCP1. كندمي
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-توليد رنگدانه تنظيم نقش اين عامل رونويسي در تاكنون

پژوهشي ديگر . مطالعه قرار نگرفته استمورد  گياهان هاي
 به منظور Citrus reticulateهاي بر روي جهش يافته

 تجمع در MYB نقش عوامل رونويسي توصيف
اين  .ارائه داد متفاوتي بسيار عملكرد، كاروتنوئيدي

 MYB يك عامل رونويسي شناسايي به پژوهشگران موفق
(CrMYB68) هايژن بافعاليت رسدمي نظر به كه، شدند 

). 39(باشد  داشته رابطه منفي كاروتنوئيدها بيوسنتز مسير
ي ديگري بر روي كيوي يك عامل رونويسي در مطالعه

MYB  شناسايي شد كه از طريق اتصال به پروموتر ژن
AdLcy-β سازي آن و در نهايت افزايش به فعال منجر

  ).9(رونويسي در گياهان مدل گرديد 

 طريق از معمولاً گياه رشد در درگير عوامل رونويسي
-مي شناسايي هاآن ايجادكننده يهافنوتيپ تحليل و تجزيه

 كنندهعوامل رونويسي كنترل شناسايي، حال اين با. شوند
 احتمالاً روش اين از كاروتنوئيدي با استفاده بيوسنتز مسير

گياهان با  در هاي ايجاد شدهجهش بودن كشنده دليل به
 پروموتري هايتله، از اين رو .استمحدوديت مواجه شده 

)Promoter traps( ،اتصال يابي ياتوالي هاي عميقروش 
 در هاي هدف،ژن پروموترهاي به عوامل رونويسي كانديد

اند مورد توجه قرار گرفته كاروتنوئيدي مسير تنظيم درك
)9.(  

رامون با توجه به مطالب فوق پيدا كردن شناخت كافي پي
كننده مسير بيوسنتز كليدي تنظيمعوامل رونويسي 

 .رسدآپوكاروتنوئيد در زعفران ضروري بنظر مي/كاروتنوئيد
تر توسط تيم تحقيقاتي پروفسور گومز يك خزانه ژني پيش

هاي مختلف جنس هاي مختلف كلاله در گونهاز قسمت
كروكوس با هدف شناسايي عوامل رونويسي زعفران 

به مطالب بالا و اهميت با توجه ). 5و  4(ساخته شده است 
بررسي نقش عوامل رونويسي در مسير بيوسنتزي 
كاروتنوئيدي، در اين تحقيق از چهار عامل رونويسي با 

-CsZincو  CsARF8 ،CsMYB ،CsERF2(طول كامل 

finger CCCH ( به منظور بررسي اثر اين عوامل در تنظيم
 هايبيان ژن ليكوپن بتا سيكلاز به عنوان يكي از آنزيم

اصلي در مسير بيوسنتز آپوكاروتنوئيد كروسين در طول 
از سوي ديگر با . فرآيند تكامل كلاله زعفران استفاده شد

هاي انجام گرفته و شناسايي توالي پروموتر توجه به آناليز
، در اين پژوهش از اين پروموتر )CsLcy-β2a )7ژن 

-استفاده شد تا نحوه اثر عوامل رونويسي منتخب در فعال

از طريق اتصال به اين  CsLcy-β2aازي بيان آنزيم س
  .پروموتر مورد بررسي قرار گيرد

  مواد و روشها
 ترانسكريپتوم كلاله زعفران حاضر از نتايج آناليز تحقيق در

كه توسط ،  RNA-seqروش در مراحل مختلف توسعه با
. تيم تحقيقاتي پرفسور گومز انجام شده بود استفاده گرديد

 ،CsARF8 ،CsMYBچهار ژن كانديد عوامل رونويسي 
CsERF2  وCsZinc-finger CCCH هاي بعدي براي آناليز

 .انتخاب شدند

- از بافت RNAاستخراج : cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

) غده(ها و كروم هاي مختلف زعفران مثل كلاله، برگ
 Direct-zol باكيت) 2008طبق روش روبيو و همكاران، (

RNA MiniPrep )Zymo Research(  طبق پروتكل شركت
ها با استفاده از وسپس جذب نمونه گرفت سازنده انجام

 سنتز براي. شد فرابنفش اندازه گيري- اسپكتروفتومتر مرئي
cDNA ازFirst Strand cDNA Synthesis Kit   استفاده

  .شد

، در Real-timePCRروش  با: Real-time PCRآناليز 
هاي چنين در انداممراحل مختلف از گلدهي زعفران و هم

 مورد عوامل رونويسي فوق) گل، برگ و غده(متفاوت 
-RNAاز  حاصل نتايج تاييد ضمن تا .قرار گرفتند ارزيابي

seq، ارزيابي مورد هاژن اين بيان نظر هاي مختلف ازاندام 
 MasterLight Cycler 480ز آناليز ا در اين .قراربگيرند

SYBR Green I  شركتRoche شرايط انجام واكنش . شد
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دقيقه در دماي  5واسرشتگي اوليه بمدت : بدين شرح بود
چرخه، شامل واسرشتگي  40سپس . صورت گرفت 94 �

ثانيه در  20، اتصال بمدت 94�ثانيه در دماي  20بمدت 
ثانيه در  20براي هر آغازگر و تكيثر بمدت دماي بهينه شده 

دقيقه  5در آخر تكثير نهايي بمدت . انجام شد 72�دماي

-نرمال و ارزيابي جهت. صورت پذيرفت 72�در دماي

. شداستفاده  18srRNAرفرنس  ژن از نتايج سازي
آغازگرهاي اختصاصي عوامل رونويسي و همچنين ژن 

  . آورده شده است 1در جدول ) 8(رفرنس 

  .بيان عوامل رونويسي و ژن رفرنس ارزيابي براي شده استفاده آغازگرهاي -1جدول 
Reverse sequenceForward sequenceTFs 
5′- AACTCCTGGTTTCCCTACTTTCT-3′  5′- ATGAACTGGACTTTAGCTTTAGGA-3′ ARF8 
5′- TCATAACAATTCATCAGAGAAAGT -3′ 5′- GATATGGGAAGACCTCCTTGT -3′MYB 
5′-TCAGTAGACATCATCCCAGATC -3′ 5′- ATGTGTGGAGGATCCATCATCT -3′ ERF2 
5′-CAGCCGCCTTTCTTGTAGTC -3′   5′- CCGTCGCTGGATCTCTACTC -3′Zinc-finger CCCH 
5′- CGAACGAGACCTCAGTCTGCTAA - 3′5′- TTCAATCCGTAGGAGCGACA -3′18s Rrna 

  

توالي عوامل رونويسي و  :هاتكثير و خالص سازي توالي
پروموتر در ابتدا از طريق واكنش زنجيره اي پليمراز با 

تكثير ) Promegaشركت ( TaqAdavantageاستفاده از 
 Wizard SV Gel and PCRكيت  طبق پروتكل .شدند

Clean –Up System هاي تكثير شده از سازي باندخالص
سپس كيفيت و كميت . صورت گرفتروي ژل آگارز 

DNA سازي شده توسط اسپكتروفتومتر مرئيخالص -
  .نانومتر صورت گرفت OD260فرابنفش در 

در اين تحقيق از  :هاي مورد استفادهها و ناقلباكتري
 )HST08اشريشياكلاي سويه ( Stellarهاي مستعد سلول

آگروباكتريوم توموفشينز نينگ و از شركت تاكارا، براي كلو
راي آگرواينفيلتريشن گياه و آزمايشات ب GV3101سويه 

چنين از روش هم. ترانسفورماسيون استفاده شد
GoldenBraid براي ساخت و سرهم بندي (هاي آن ناقل و

در ابتدا . استفاده گرديد) هاي ورودي، مقصد و بيانيناقل
و ژن گزارشگر لوسيفراز توالي عوامل رونويسي، پروموتر 

)Firefly ( به صورت مجزا درناقل pUPD2 ژن كه حاوي
براي ساخت . مقاومت به كلرامفنيكل است كلون شدند

هاي مقصد، ابتدا توالي عوامل رونويسي كلون شده در ناقل
درج و سازه  pDGBα1در ناقل  pUPD2ناقل 

)pDGBα1:p35s-TFs-T35s(  ايجاد شد و سپس با استفاده
-pDGBα2:pCsLcy-β2-LUC(، سازه pDGBα2ناقل  از

T35s (ساخته شد هر دو ناقلα1   وα2  داراي ژن مقاومت
ژن  pDGBα2در توالي ناقل ( به كانامايسين هستند

براي ). از قبل درج شده است) Renilla(گزارشگر رنيلا 
ين ناقل استفاده شد ا pDGBΩ1هاي بياني ازناقل تهيه ناقل

. باشدبيوتيك اسپكتينومايسين ميبه آنتيداراي ژن مقاومت 
  در نهايت سازه
pDGBΩ1: pDGBα1 [p35s-TFs-T35s]-pDGBα2 

[pCsLcy-β2-LUC-T35s]) (در اين آزمايشات . ايجاد شد
و Promegaشركت T4 DNALigase (M108B)از آنزيم 

Esp3I/BsmbI شرايط واكنش . شركت فرمنتاز استفاده شد
: باشدساعته در دستگاه ترموسايكلر به صورت زير مي 3

  .16 �دقيقه در  5، 37�دقيقه در  2چرخه،  25

پس از هر  :هاسازي آنانتقال ناقل به باكتري و خالص
بندي و ساخت ناقل، ترانسفورم كردن مرحله از سرهم

نجام شد و محصول ا stellarهاي مستعد باكتري
 LBي محيط هاي جداگانهترانسفورماسيون روي پليت

 25هاي مربوط به هر ناقل با غلظت حاوي آنتي بيوتيك
مولار و ميلي 0/5ا غلظت ب IPTGليتر، ميكروگرم در ميلي

XGal ليتر پخش گرديد و ميكروگرم در ميلي 40ا غلظت ب
سپس . نگهداري شد 37 �به مدت يك شب در دماي 

 PCRسفيد صورت گرفت و روز بعد واكنش-گزينش آبي
محصول واكنش روي ژل الكتروفورز با تشكيل و  انجام

هاي در اين كلني. هاي مثبت را مشخص كردباند كلني
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ها به مدت يك شب در حاوي آنتي بيوتيك LBمايع  محيط
. شكير انكوباتور با شرايط دمايي فوق نگهداري شدند

 QIAprep Spinها با كيت سازي ناقلسپس خالص

MiniprepKitروتكل شركت سازنده صورت ، طبق پ
  .گرفت

الكتروفورز  هايي كه پس ازكلون :هاهضم آنزيمي ناقل
، DarIهاي مثبت بودند يك مرحله واكنش هضم با آنزيم

EcoRI، BamHI ،NedI، XohI سازي آماده از پس. داشتند
ها به مدت يك شب در انكوباتور در واكنش هضم نمونه

درصد  1نگهداري و سپس روي ژل آگارز  37�دماي 
ر هر مرحله با د DNAهاي غلظت نمونه. الكتروفورز شدند

نومتر نا 260ODفرابنفش در - دستگاه اسپكتروفتومتر مرئي
 .سنجيده شد

 Agrobacteriumاز باكتري  :آگرواينفيلتريشن گياه توتون

tumefaciens  سويهGV30101 هاي كه حاوي ناقل
هاي ست براي بررسي آناليزا pDGBΩ1نوتركيب 

از . برهمكنش عوامل رونويسي با پروموتر استفاده شد
است  GB0166كه حاوي ناقل استاندارد  GV30101سويه 

هاي فاقد ژن كه pDGBΩ1ناقل به عنوان كنترل مثبت و از 
  .مورد نظر بود به عنوان كنترل منفي استفاده شد

آگروباكتريوم هاي مستعد و تراريختي سازي سلولآماده
-نمونه. به روش الكتروپوريشن انجام شد GV30101سويه 

هاي آگروباكتريوم ترانسفورم شده روي محيط كشت 
(YEB= Yeast Extract Beef (YEB) Broth) حاوي آنتي -

هاي جنتامايسين، رافامپيسين و اسپكتينومايسين بيوتيك
ساعت  48-72به مدت  28 �كشت داده شدند و در دماي

ها جهت تزريق بر اساس سازي سلولآماده. انكوبه شدند
بدين منظور . انجام شد) 2006(روش اورزاز و همكاران 

ميلي ليتر از محيط  5هاي آگروباكتريوم نوتركيب در كلني
دور در دقيقه و  160كشت در شيكرانكوباتور با شرايط 

سپس به . به مدت يك شب نگهداري شدند 28 �دماي
ميلي ليتر از محيط القايي  50ي سلولي باكتري هاكشت

. اضافه شد و مجددا در شرايط ذكر شده در بالا قرار گرفتند
دور در دقيقه رسوب داده  400ها با سانتريفيوژدر باكتري

، )MES )mΜ 10شدند و در محيط اينفيلتريشن حاوي 
MgCl2)mΜ 10 ( و استوسرينگون)µΜ200 ( حل شدند و

در دماي اتاق روي يك شكير افقي تا به مدت دو ساعت 
عمل  .نانومتر نگهداري شدند OD600=8/0 حصول به

هاي جوان گياه توتون گونه آگرواينفيلتريشن در برگ
. ميلي ليتر بدون سوزن انجام گرفت 2بنتاميانا با سرنگ 

هاي متصل هاي باكتريايي به اپيدرم پشت برگسوسپانسيون
سپس گياهان شب اول را در اتاق . به گياه تزريق شدند

روز  5تا  4تاريك و سپس در دستگاه ژرميناتور براي مدت 
ساعت تاريكي در  8ساعت روشنايي و  16تحت شرايط 

  .نگهداري شدند 20�دماي 

در اين پژوهش براي  :آزمون سنجش دوگانه لوسيفراز
 Dual-Luciferaseسنجش فعاليت لوسيفراز از كيت

Activity System  Assay )Promega :ايالات متحده( 
- سانتي 8/0اي به قطر هاي ديراهدر ابتدا برش. استفاده شد

گرم از هر برگ ميلي 18-19متر و وزن تقريبي 
- ميلي 5/1هاي آگرواينفيلتريت شده جدا شد و در ويال

 RETSCHهاي فلزي و دستگاه ليتري با استفاده ازگوي

ball Mill MM400 طبق پروتكل كيت . همگن شدند
براي تعيين . سازي عصاره گياه انجام شدمراحل آماده

چاهكي سفيد استفاده  96فعاليت لوسيفراز از يك پليت 
طبق ) REN(و رنيلا ) LUC(سنجش فعاليت لوسيفراز . شد

 GloMaxپروتكل شركت سازنده كيت با استفاده از دستگاه 

96 MicroplateLuminometer (Promega)صورت گرفت.  

 تايجن

بررسي الگوي بيان عوامل رونويسي از طريق تجزيه و 
بيان عوامل رونويسي  :Real-time PCR هايتحليل داده

-در اندامانتخاب شده در مراحل مختلف توسعه كلاله و 

  ي بررسي نتايج آناليزبرگ و كروم به واسطه هاي
Real-time PCR  توالي عوامل صورت گرفته براي
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-CsZincوCsMYB،CsERF2،CsARF8(رونويسي مذكور 

finger CCCH (به تاييد رسيد ) كه با توجه به ) 1نمودار
ترين ماده موثره در كلاله تجمع كروسين به عنوان اصلي

زعفران گام اول در انتخاب اين عوامل رونويسي را تقويت 
 .بخشيد

 
 .هاي مختلف زعفراناندامبررسي بيان عوامل رونويسي در  -1نمودار 

، Yellow(اين عوامل در بافت كلاله در مراحل مختلف توسعه 
Orange  وRed (هاي برگ و كروم بيان بالايي دارند ولي در اندام

  .شوند يا بيان كمي دارندبيان نمي

 PCRواكنش  :هاسازي تواليبررسي تكثير و خالص
-CsZincو CsARF8،CsMYB،CsERF2عوامل رونويسي 

finger CCCH  به ترتيب منجر به تكثير قطعاتي به طول
bp2385 ،bp783 ،bp612  وbp735 مطابق انتظار . گرديد

-CsLcyبراي تكثير توالي پروموتر ژن  PCRبدنبال واكنش 

β2a قطعه با طول ،bp771 محصول . تكثير شدPCR  توالي
ز هاي رونويسي و پروموتر ودر الكتروفورز ژل آگارفاكتور

از روي ژل استخراج و توسط كيت ) 1شكل (درصد  1
سنجش كميت و كيفيت . سازي آن انجام شدمراحل خالص

فرابنفش در - سازي با دستگاه اسپكتروفتومتر مرئيخالص
OD260 نانومتر صورت گرفت. 

 

،به a-eهاي چاهك. عوامل رونويسي و پروموتر تكثير توالي -1شكل 
، CsARF8 ،CsMYB ،CsZinc-finger CCCHترتيب 

CsERF2 ،CsLcy-β2a .M :ماركر مولكوليPromega 1kb.  

نقشه ناقل  :pUPD2 ها در ناقلسازي تواليهمسانه
الف نشان داده شده  - 2شكل  در pUPD2سازي همسانه
براي تهيه ناقل نوتركيب، ابتدا طي واكنش انجام شده . است

در ترموسايكلر توالي عوامل رونويسي، پروموتر و ژن 
محصول . بندي شدسرهم pUPD2گزارشگر در ناقل 

 هاي مستعدبه سلول) ها و ناقلتوالي(واكنش اتصال 
Stellar ها در ناقل منتقل و سپس به منظور تاييد درج توالي

شكل (نجام شد ا XohIو  DraIهاي واكنش هضم با آنزيم
 1نتايج حاصل از الكتروفورز بر روي ژل آگارز ). ب -2

  .هاي نوتركيب را تاييد كرددرصد توليد ناقل

  
، a-cهايچاهك. پس از هضم آنزيمي pUPD2هاي مربوط به ناقلتصاوير الكتروفورز ژل آگارز : ب. pUPD2تصوير شماتيك ناقل : الف -2شكل 

و  d هايو چاهك DraI، با آنزيم pUPD2-CsMYB ،pUPD2-CsERF2 ،pUPD2-CsLcy-β2aهاي به ترتيب محصول هضم آنزيمي ناقل
e هاي محصول هضم آنزيمي ناقلpUPD2-CsARF8  وpUPD2-CsZinc-finger CCCHبا آنزيمXohI .M : مولكوليماركرPromega 

1kb.  
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براي  :pDBGα2و  pDGBα1 هاي نوتركيبتهيه ناقل
بندي و اتصال در ها، واكنش سرهمتهيه اين ناقل

اوي توالي عوامل ح pUPD2هاي ترموسايكلر براي ناقل
حاوي  pUPD2هاي ناقل و pDGBα1رونويسي در ناقل 

. انجام شد pDBGα2و ژن لوسيفراز در ناقل  توالي پروموتر
هاي مستعد باكتري ترانسفورم و محصول واكنش به سلول

هاي ژنتيكي ساخته شده با در نهايت هضم آنزيمي سازه
نتايج حاصل از . انجام شد DraI و EcorI ،NedIهايآنزيم

-هاي درج شده در ناقلهضم آنزيمي و تاييد وجود توالي

نتايج . نشان داده شده است 3ل هاي نوتركيب در شك
درصد توليد  1حاصل از الكتروفورز بر روي ژل آگارز 

  .هاي نوتركيب را تاييد كردناقل

 

محصول ، به ترتيب a-cهايچاهك.هضم آنزيمي از پس pDGBα2و ناقل  pDGBα1هاي تصاوير الكتروفورز ژل آگارز مربوط به ناقل -3شكل 
طول توالي باندهاي تشكيل شده ( EcorI، با آنزيم pDGBα1-CsMYB ،pDGBα1-CsARF8 ،pDGBα1-CsERF2هاي هضم آنزيمي ناقل

با آنزيم  pDGBα1-CsZinc-finger CCCH، محصول هضم آنزيمي ناقل dچاهك ). در سمت چپ ژل نشان داده شده است bبراي چاهك 
NedI . چاهكeاقل ، محصول هضم آنزيمي نpDGBα2 آنزيم  باDraI .M :ماركر مولكوليPromega 1kb.  

براي تهيه ناقل نهايي  :pDGBΩ1 هاي بيانيساخت ناقل
هاي نوتركيب، از دستگاه ترموسايكلر براي درج توالي

 pDGBΩ1و ساخت ناقل  α2و  α1هايموجود درناقل
-مراحل قبل به سلولاستفاده شد و محصول واكنش طبق 

هاي منتقل و درنهايت غربالگري باكتري Stellar هاي

تاييد درج . سفيد انجام شد–تراريخت از طريق گزينش آبي
هضم با  هاي نوتركيب، از طريق واكنشها در ناقلتوالي
نتايج ). 4شكل (انجام شد BamHI و DraIهاي آنزيم

توليد درصد  1حاصل از الكتروفورز بر روي ژل آگارز 
  .هاي نوتركيب را تاييد كردناقل

  
، به ترتيب محصول A1-D1. هاو هضم آنزيمي ناقل) pDGBΩ1(هاي بياني ناقل PCRتصاوير الكتروفورز ژل آگارز مربوط به واكنش  -4شكل 
PCR  توالي عوامل رونويسيCsMYB ،CsERF2 ،CsZinc-fingerCCCH ،CsARF8 .A2-D2 محصول ،PCR  توالي پروموترCsLcy-

β2a .هايچاهكa-cهاي ، به ترتيب محصول هضم آنزيمي ناقلpDGBΩ1-CsMYB ،pDGBΩ1-CsERF2،pDGBΩ1-CsZinc-finger 

CCCH با آنزيم ،DraI . چاهكd محصول هضم آنزيمي ناقل ،pDGBΩ1-ARF8  با آنزيمBamHI .Mماركر مولكولي ،Promega 1kb.  

سازي آگرواينفيلتريشن گياه توتون و بررسي فعال
به منظور  :پروموتر با آزمون سنجش دوگانه لوسيفراز

- بررسي بيان پروموتر تحت كنترل عوامل رونويسي، ناقل

بر اساس متد الكتروپوريشن به  pDGBΩ1هاي بياني 
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) Agrobacterium tumefaciens )pGV3101هاي سلول
هاي تراريخت شده جهت منتقل شدند، سپس آگروباكتريوم

هاي گياه توتون با استفاده از روش تراريختي برگ
استفاده ) transient(بصورت بيان موقت  آگرواينفيلتريشن

نتايج آزمون سنجش دوگانه لوسيفراز به منظور ارزيابي . شد

 فعاليت عوامل رونويسي و چگونگي اثر مثبت يا منفي آنها
نشان  CsLcy-β2aسازي رونويسي پروموتر ژن بروي فعال

داد كه در مقايسه با كنترل مثبت و منفي تنها عامل 
سازي به طور مستقيم منجر به فعال CsMYBرونويسي 

  ).6شكل (شود يم CsLcy-β2aرونويسي پروموتر ژن

  
 pDGBΩ1هاي ي سازه بياني تهيه شده در ناقلالف و ب، به ترتيب نقشه. توسط عوامل رونويسي CsLys-β2aسازي موقت پروموتر فعال–6شكل 

هاي توتون تراريخت با شده براي ژن گزارشگر لوسيفراز در برگاندازه گيري) LUC/REN(ج، نسبت لومينسانس ). GB0166(و ناقل بياني كنترل 
نتايج . استفاده شد) -C(بعنوان كنترل منفي ) empty( pDGBΩ1ناقل ). استاندارد(هاي حاوي توالي عوامل رونويسي و ناقل كنترل استفاده از ناقل

  .اندسه تكرار نمايش داده شده) SE(انحراف استاندارد  ) Means(به صورت ميانگين 

 گيريبحث و نتيجه

، CsMYBت چهار عامل رونويسيدر پژوهش حاضر فعالي
CsARF8، CsERF2 و CsZinc-finger CCCH  با روش

Real-TimePCR هاي مختلف زعفران مشخص در بافت
شد كه اين عوامل در بافت كلاله به عنوان اندام اصلي 

آپوكاروتنوئيدها، بيشترين  بيوسنتز كننده كاروتنوئيدها و
نقش احتمالي اين دهند كه حاكي از ميزان بيان را نشان مي

- عوامل رونويسي در مسير بيوسنتز ماده موثره زعفران مي

اين پژوهش با مطالعات پيشين در خصوص بررسي . باشد
- هاي مختلف زعفران و گونهبيان عوامل رونويسي در بافت

منظور آگاهي از وجود يا  به Crocusهاي مختلف جنس 
در مسير ها عدم وجود عوامل رونويسي در كلاله و نقش آن

آپوكاروتنوئيد زعفران مطابقت دارد /بيوسنتزي كاروتنوئيد

توانند بر عوامل رونويسي ميبا توجه به اينكه . )16و  10(
هاي مسير بيوسنتزي كاروتنوئيدي گياهان تاثير روي ژن
 بعنوان CsLcy-β2aدر اين تحقيق از پروموتر ژن  بگذارند،

اروتنوئيدي كهاي اصلي مسير بيوسنتزي يكي از آنزيم
  ).7(زعفران استفاده شد 

در اين مطالعه با استفاده از سيستم بيان موقت بر پايه 
آزمون دوگانه لوسيفراز، اثر عوامل آگرواينفيلتريشن و 

در ساختار ناقل  CsLcy-β2aرونويسي بر روي پروموتر ژن
با توجه  .ورد بررسي قرار گرفتم pDGBΩ1بياني 

) Nicotiana.bentamiana( كاربردهاي متعدد گياه توتون
ها و مطالعه در مهندسي ژنتيك به منظور بررسي انتقال ژن

در اين تحقيق از آن به ) 2و  1(عوامل موثر در انتقال ژن 
 .براي بررسي بيان موقت استفاده شد عنوان گياه مدل
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كيفيت . عوامل بسياري در كارايي آگرواينفيلتريشن موثرند
بافت گياهي يا سنين مختلف مواد گياهي، مراحل مختلف 

بافت، طول روز، سويه آگروباكتريوم مورد استفاده، 
تركيبات فنولي و مدت زمان سپري شده بعد از 

). 7(آگرواينفيلتريشن از جمله عوامل مهم تاثيرگذار هستند 
گذارند در ميان عوامل مختلفي كه بر بيان موقت تاثير مي

. ريوم اشاره كردتوان به مدت زمان كشت با آگروباكتمي
 T-DNAيك دوره زماني كافي براي اتصال و انتقال قطعه 

ي دوره). 21(به نمونه، براي آگروباكتريوم مورد نياز است 
روز است و مدت زمان بيش از اين حد  3- 7زماني مناسب 

در اين ). 21(كند به كارايي ترانسفورماسيون كمك نمي
عد از ترزيق پژوهش سطح بيان ژن گزارشگر چهار روز ب

انتخاب اين دوره براساس مطالعات انجام شده . ارزيابي شد
تركيبات فنولي مانند استوسرينگون از ديگر . صورت گرفت

هاي تركيبات فنولي با تاثير بر ژن. عوامل تاثير گذارند
. دهندزاي باكتري ميزان بيان راتحت تاثير قرار ميبيماري

 200غلظت  گون باازاينرو در پژوهش خود از استوسرين
با ) 2006(كاستا و همكاران  .ميكرومولار استفاده شد

اضافه كردن استوسرينگون در محيط القايي براي انتقال ژن 
. در بادام كارايي ترانسفورماسيون را سه برابر افزايش دادند

. باشدعامل تاثيرگذار ديگر سويه باكتري مورد استفاده مي
-اكتريوم به طور قابل ملاحظههاي آگروبزمينه ژنتيكي سويه

دهد و مشخص اي سطح بيان موقت را تحت تاثير قرار مي
ها به شده است كه تفاوت ترانسفورماسيون در بين سويه

در پروهش حاضر از ). 14(داري نوسان دارد طور معني
ستفاده شد، زيرا در ا GV3101آگروباكتريوم سويه 

تحقيقات قبلي گزارش شده كه اينفيلتريشن با سويه 
GV3101 هاي بيشترين ميزان بيان ژن را در مقايسه با سويه

دهد نشان مي) LBA4404 ،C58C1(ديگر آگروباكتريوم 
كارايي استفاده از بيان موقت بر پايه آگروباكتريوم به ). 32(

- ي با پروموتر ژنمنظور بررسي برهمكنش عوامل رونويس

  ).38(هاي هدف در تحقيقات متعدد اثبات شده است 

تاكنون در مطالعات فراواني از سيستم آزمون دوگانه 
گزارشگر مبتني بر لوسيفراز كرم شب تاب به منظور تاييد 

ها برهمكنش عوامل رونويسي با پروموتر مربوط به ژن
در اين پژوهش درون ). 37و  36، 35(استفاده شده است 

-CsLcy بعد از توالي پروموتر ژن pDGBΩ1ناقل بياني 

β2aهاي گزارشگر لوسيفراز ، توالي ژن)LUC ( و رنيلا
)REN (هاي گيري سطح بيان ژندرج شد تا امكان اندازه

گزارشگر و در نتيجه بررسي برهمكنش عوامل رونويسي 
تحت ژن رنيلا (با توالي پروموتر اين ژن فراهم شود 
سازي نتايج آزمون پروموتر جداگانه بيان شده و براي نرمال

زو و همكاران از روش ). دوگانه لوسيفراز استفاده شد
 CpbHLH1/2لوسيفراز براي بررسي اثر عوامل رونويسي 

آنها . هاي ليكوپن بتا سيكلاز استفاده كردندر روي ژنب
م به عنوان تنظي CpbHLH1/2نشان دادند كه استفاده از 

-CpLCYهاي كننده مثبت سبب افزايش تكثير پروموتر ژن

B  وCpCYC-C فو و همكاران نشان دادند ). 37(شود مي
كه افزايش بيان لوسيفراز وابسته به سطح بيان عامل 

ها سازي پروموتر ژنو در نتيجه فعال CpNAC1رونويسي 
از نتايج سنجش لوسيفراز در ). 12(باشد مي CpPDS2/4ي 

 CsMYB عامل رونويسي بياناين مطالعه مشخص شد تنها 
منجر به  N. bentamianaهاي گياه تراريخت در برگ

) LUC(افزايش نسبت لومينسانس ژن گزارشگر لوسيفراز 
كه اين امر حاكي از برهمكنش شود مي) REN(بر رنيلا 
CsMYB پروموتر ژن  توالي ابCsLcy-β2a باشدمي .

دوامنا و همكاران از روش لوسيفراز براي بررسي -آمپومه
ستفاده ا LCY-βاتصال عامل رونويسي به پروموتر ژن 

ه عنوان ب AdMYB7آنها نشان دادند كه استفاده از . كردند
كننده مثبت سبب افزايش تكثير ژن گزارشگر يك تنظيم

در  LCY-βلوسيفراز و در نتيجه افزايش رونويسي ژن 
بر اين اساس، نتايج بدست آمده . )9(شود گياهان مدل مي

 متابوليسم در ار CsMYB در مطالعه حاضر نقش
 سازيفعال ازطريق آپوكاروتنوئيد احتمالاً/كاروتنوئيد
- مي نشان بيوسنتزي كاروتنوئيدي مسير هايژن رونويسي
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 توضيح در اخير هاينتيجه اين تحقيق ازپيشرفت. دهد
 مسير كاروتنوئيدي تنظيم رد MYB ونويسينقش عوامل ر

هاي اين تحقيق عدم يكي از محدوديت .كندمي پشتيباني
امكان بررسي نقش عوامل رونويسي مورد استفاده در 

هاي مسير بيوسنتزي سازي بيان ساير آنزيمبررسي فعال
باشد كه اميد است در آپوكاروتنوئيدي مي/كاروتنوئيدي

آناليزهاي بيشتر . استفاده قرار گيردهاي بعدي مورد پژوهش
هاي مسير بيوسنتري ماده عوامل رونويسي بر روي ساير ژن

هاي اين موثره زعفران درك ما را از چگونگي تنظيم ژن
سازي بيان آنها و افزايش توليد و مسير به منظور بهينه

تجاري سازي آپوكاروتنوئيد كروسين به عنوان اصلي ترين 
  .زعفران ارتقا خواهد بخشيدتركيب ضد سرطاني 
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Abstract 

It is a well established fact that stigma part of the Crocus sativus L. flower is the actual 
site for synthesis of many important carotenoids and apocarotenoids,and that too done at 
specific stages of development,but nothing is known about the mechanism that regulates 
its synthesis.Extensive researches on enzymes involved in the biosynthesis of saffron 
apocartenoids, especially crocin, indicates the presence of one of these enzymes, 
CsLcy-β2a in the stigma and also it activates and boosts b-carotene accumulation. 
Transcription factors, as a group of regulators,regulate many developmental and 
physiological processes in plants via their ability to tissue-specific and time-specific 
binding to promoters of target genes in order to control of gene expression. In this 
study, constructs contains of sequences CsMYB, CsARF8, CsERF2, CsZinc-finger 
CCCH and sequence CsLcyβ2a promoter fused with firefly luciferase reporter gene 
made by GoldenBriad system, and they was transferred to tobacco leaves 
(Nicotianabenthamiana) by agro-infiltration .The interaction between transcription 
factors and promoter was evaluated using Dual-Luciferase System assays 
.luciferase/Renilla (Luc/Ren) luminescence ratio was changed for only one transcription 
factor (CsMYB). Taken together, our findings illustrate that CsMYB is a positive 
regulator of carotenoid/apocarotenoid biosynthetic pathway in saffron. 

Key words: Crocus sativus L., transcription factors, GoldenBriad, agro-infiltration, 
Dual-Luciferase System Assays. 


