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در  شناسایی عامل رونویسی موثر بر پروموتر مسیر بیوسنتزی کاروتنوئیدی/آپوکاروتنوئیدی
Crocus sativus L. 

 *زهرا عزیزی و علی دلجو

 بیوتکنولوژی کشاورزیهمدان، دانشگاه بوعلی سینا همدان، دانشکده کشاورزی، گروه ایران، 

 ۲5/0۲/1400 تاریخ پذیرش: ۲0/11/13۹۹ تاریخ دریافت:

 چکیده

این حقیقت به خوبی اثبات شده که کلاله به عنوان بخشی از گل زعفران محل اصلی برای سنتز بسیاری از کاروتنوئیدها و 

اما هیچ چیز در خصوص مکانیسمی که  گیرد،نیز در مرحله خاصی از مراحل رشد صورت می آنآپوکاروتنوئیدها مهم است و 

های زعفران هایی که در بیوسنتز آپوکاروتنوئیدتحقیقات گسترده در مورد آنزیم کند شناخته نشده است.سنتز آن را تنظیم می

چنین در کلاله است. هم CsLcy-β2aها یعنی ی فراوانی حضور یکی از این آنزیمبخصوص کروسین نقش دارند نشان دهنده

های گروهازبه عنوان یکی شود. عوامل رونویسی سازی و افزایش تجمع بتاکاروتن میمشخص شده است این آنزیم باعث فعال

های ها در اتصال به پروموتر ژنکننده با تنظیم بیان ژن به صورت بافت اختصاصی و زمان اختصاصی از طریق توانایی آنتنظیم

در این تحقیق با استفاده از سیستم کنند. یکی و تکاملی گیاهان نقش حیاتی ایفا میهای بیولوژهدف در بسیاری از فرآیند

GoldenBraid های حاوی عوامل رونویسی ازهسCsMYB ،CsARF8 ،CsERF2  وCsZinc-figer CCCH توالی پروموتر  و

های گیاه توتون یلتریشن به برگ( ساخته شد و با روش آگرواینفFireflyدر اتصال با ژن گزارشگر لوسیفراز ) CsLcy-β2aژن 

سازی پروموتر تحت تاثیر عوامل رونویسی از طریق سنجش ( تزریق شدند و میزان فعالNicotiana.bentamianaگونه بنتامیانا )

، نسبت لومینسانس لوسیفراز بر CsMYBدوگانه لوسیفراز مورد بررسی قرار گرفت. تنها برای یکی از عوامل رونویسی یعنی 

 مسیر مثبت کنندهتنظیم یک CsMYB که دهدمی نشان این پژوهش هاییافته، در مجموع ( تغییر کرد.LUC/REN)رنیلا 

 .است زعفران در آپوکاروتنوئیدها/کاروتنوئید بیوسنتز

 .، آگرواینفیلتریشن، سنجش دوگانه لوسیفرازGoldenBriad، عوامل رونویسی، .Crocus sativus L: واژه های کلیدی

 110deljou@gmail.com، پست الکترونیکی: 0۹1۸11115۶۷مسئول، تلفن:  نویسنده *

 مقدمه

کاروتنوئیدها گروه بزرگی از ترکیبات هستند که از پیش 

 اجزای عنوان شوند و بههای ایزوپرونوئیدی مشتق میماده

 سازهاییعنی به عنوان پیش، فتوسنتزی مسیرهای سازنده

( ABA) اسیدآبسیزیک مانند هافیتوهورمون

ایجاد  این ترکیبات مسئول کنند.می عمل هاواستریگولاکتون

 .هستند هاگل و هامیوه از بسیاری قرمز در تا زرد هایرنگ

آپوکاروتنوئیدها ترکیبات زیستی مشتق شده از 

ابولیکی حاصل از تجزیه کاروتنوئیدها بوده که به طور مت

 از برخی (.۶باشند )می C40اکسیداتیو کاروتنوئید 

 توسط خود ایرنگدانه خواص دلیل به آپوکاروتنوئیدها

 مثال عنوان به، گیرندمی قرار بهره برداری مورد انسان

 .(۷زعفران ) و (۲3دیتاکسین ) هترانتین و (،۲۹بیکسین )

 نظر در فعال اجزای عنوان به زعفران آپوکاروتنوئیدهای

 مزمن هایبیماری درمان به قادر هاآن زیرا شوندمی گرفته

 بر مثبتی اثرات و هستند سرطان به ابتلا خطر کاهش و

 (.11دارند ) عصبی اختلالات

در تهیه زعفران  .C. sativus L قرمز خشک شده هایکلاله

 ترینقدیمی از یکی گیرند. این ادویهمورد استفاده قرار می
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-طعم عنوان به که هم است طبیعی غذایی افزودنی مواد

-آمیزی مورد استفاده قرار میرنگ عامل و هم یک دهنده

 از بالایی حاوی سطح کلاله زعفران به طور استثنایی .گیرد

 را رنگ که است کروسین به معروف قطبی آپوکاروتنوئید

 زعفران در کروسین بیوسنتز .بخشدمی زعفران ادویه به

کاروتنوئیدی ویژه در  بیوسنتز مسیر یک شامل

 برای کاروتنوئید سنتز است. در این اندامک کروموپلاست

زعفران  کلاله یافته در تجمع رنگی آپوکاروتنوئیدهای تولید

-CsPSY2، CsLCYی این مسیر )های ویژهآنزیم با کمک

β2 ،CsBCH2 و CCD2های کد ژن بیان .گیرد( صورت می

 در آپوکاروتنوئیدها بیوسنتز در موثر آنزیم چهار این کننده

 افزایش هماهنگ طور به آن توسعه طول در، زعفران کلاله

 جریان شدید شدن فعال باعث نتیجه در و یابدمی

 (.۶شود )می آپوکاروتنوئیدی مسیر متابولیکی

 طور به که کاروتنوژنیک هایآنزیم شناخت روزافزون ما از

 شوند، نقطه عطفیمی بیان کروموپلاستی هایبافت در ویژه

 با ارزش هایبافت در کاروتنوژنسیس تنظیم مطالعه در

 نقطه یک ،لیکوپن چرخه .فراهم آورده است بالا اقتصادی

 که باشدمی کاروتنوئیدها بیوسنتز مسیر در کلیدی انشعاب

 .تاثیرگذار است کاروتنوئیدی ترکیب محتوای بر عمیقا

ویژگی منحصربفرد کلاله زعفران به واسطه دارا بودن 

توجه آپوکاروتنوئیدهای مشتق از بتا کاروتن و  قابل مقادیر

های فیلوژنتیکی و بیانی باشد. در بررسیزئاگزانتین می

در زعفران مشخص شده  CsLcy-β2aانجام شده بروی ژن 

های کروموپلاستی را کد است که این ژن، لیکوپن سیکلاز

کند و فراوانی حضور آن در کلاله با افزایش تجمع می

-CsLcyبتاکاروتن همراه است. از طرفی نتایج بیانی ژن 

β2a های مختلف جنس کروکوس نشان داده کلاله گونه در

است که تنظیم رونویسی این ژن بر محتوای کاروتنوئید و 

 (.۷گذارد )آپوکاروتنوئید در بافت کلاله تاثیر می

 و رشد های مرتبط بافرآیند از بسیاری سیعوامل رونوی

 به هاآن اتصال توانایی طریق را از گیاهان در فیزیولوژی

 ها تنظیمهدف و کنترل بیان این ژن هایژن پروموترهای

 AGAMOUS-likeهای ژن که است شده مشخص کنند.می

 به خانواده عوامل رونویسیمتعلق  FRUITFULLو  1

MADS-box رسیدن هنگام را کاروتنوئید تجمع ندنتوامی 

ای توسط و در مطالعه (۹ند )نک تنظیم فرنگیگیاه گوجه در

Martel ( ۲011و همکاران) شده است که داده نشان 

 ( ازطریقMADS-RINفرنگی )گوجه رسیدن بازدارنده

 را میوه کاروتنوئید غلظت ،PSY1پروموتر با برهمکنش

عوامل  نقش همچنین گزارشاتی مبنی بر .کندمی تنظیم

ارائه شده است  AP2/ERFرونویسی متعلق به زیر گروه 

 تجمع دهد این عوامل نقش مهمی درکه نشان می

 شده فرنگی نشان داده(. در گوجه1۸دارند ) کاروتنوئیدی

و  NAC (SINAC1دو فاکتور از خانواده عوامل رونویسی 

(SINAC2 تعدیل میوه رسیدن امهنگ را کاروتنوئید تجمع 

بیان ژن ، CsMADS6 مرکبات در .(3۸و  ۲۲کنند )می

 مستقیم اتصال طریق از را CCD1 و PSY ،PDSهای آنزیم

 معنی بدان این و، کندمی تنظیم هاپروموترهای این ژن به

چندین ژن  کاروتنوژنسیس تنظیم CsMADS6 که است

 (.۲0هدف را تحت کنترل خود دارد )

 تنظیم در را MYBنقش عامل رونویسی  دیگر هایپژوهش

 MYBعوامل رونویسی  .اندکرده توصیف کاروتنوئیدی

 گیاهان در رونویسی عوامل هایخانواده بزرگترین از یکی

 تا، بذر و گل رشد در فرآیندهای بسیاری از است و

-رنگدانه و هامتابولیت بیوسنتز، هادهی هورمونسیگنال

 (1۹۹۹جینومارتین ) توسط که دارند نقش هابافت سازی

 ای بر رویدر مطالعه .استشده بررسی

Erythranthelewisii  های طریق تجزیه و تحلیل دادهاز

-، کاهشR2R3 MYBتفرق بالک یک عامل رونویسی 

( شناسایی شد که RCP1) 1دهنده رنگدانه کاروتنوئید 

(. 30باشد )ها میگل در کاروتنوئید سطح مثبت کنندهتنظیم

 نشان، گلبرگ رنگ کاهش با E. lewisiiهاییافته جهش در

 کنترل را کاروتنوئید بیوسنتز مسیر کل RCP1که  شد داده

 که (33تعلق دارد ) MYB21به زیر گروه  RCP1کند. می
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-تولید رنگدانه تنظیم نقش این عامل رونویسی در تاکنون

مورد مطالعه قرار نگرفته است. پژوهشی دیگر  گیاهان های

 به منظور Citrus reticulateهای بر روی جهش یافته

 تجمع در MYB نقش عوامل رونویسی توصیف

این  .ارائه داد متفاوتی بسیار عملکرد، کاروتنوئیدی

 MYB یک عامل رونویسی شناسایی به پژوهشگران موفق

(CrMYB68) هایژن بافعالیت رسدمی نظر به که، شدند 

(. 3۹باشد ) داشته رابطه منفی کاروتنوئیدها بیوسنتز مسیر

ی دیگری بر روی کیوی یک عامل رونویسی در مطالعه

MYB  شناسایی شد که از طریق اتصال به پروموتر ژن

AdLcy-β سازی آن و در نهایت افزایش به فعال منجر

 (.۹رونویسی در گیاهان مدل گردید )

 طریق از معمولاً گیاه رشد در درگیر عوامل رونویسی

-می شناسایی هاآن ایجادکننده یهافنوتیپ تحلیل و تجزیه

 کنندهعوامل رونویسی کنترل شناسایی، حال این شوند. با

 احتمالاً  روش این از کاروتنوئیدی با استفاده بیوسنتز مسیر

گیاهان با  در های ایجاد شدهجهش بودن کشنده دلیل به

 پروموتری هایتله، از این رو .محدودیت مواجه شده است

(Promoter traps) ،اتصال یابی یاتوالی های عمیقروش 

 در های هدف،ژن پروموترهای به عوامل رونویسی کاندید

اند مورد توجه قرار گرفته کاروتنوئیدی مسیر تنظیم درک

(۹.) 

رامون با توجه به مطالب فوق پیدا کردن شناخت کافی پی

کننده مسیر بیوسنتز عوامل رونویسی کلیدی تنظیم

 رسد.کاروتنوئید/آپوکاروتنوئید در زعفران ضروری بنظر می

تر توسط تیم تحقیقاتی پروفسور گومز یک خزانه ژنی پیش

های مختلف جنس های مختلف کلاله در گونهاز قسمت

کروکوس با هدف شناسایی عوامل رونویسی زعفران 

(. با توجه به مطالب بالا و اهمیت 5و  4ساخته شده است )

عوامل رونویسی در مسیر بیوسنتزی  بررسی نقش

کاروتنوئیدی، در این تحقیق از چهار عامل رونویسی با 

-CsZincو  CsARF8 ،CsMYB ،CsERF2طول کامل )

finger CCCH به منظور بررسی اثر این عوامل در تنظیم )

های بیان ژن لیکوپن بتا سیکلاز به عنوان یکی از آنزیم

وئید کروسین در طول اصلی در مسیر بیوسنتز آپوکاروتن

فرآیند تکامل کلاله زعفران استفاده شد. از سوی دیگر با 

های انجام گرفته و شناسایی توالی پروموتر توجه به آنالیز

(، در این پژوهش از این پروموتر ۷) CsLcy-β2aژن 

-استفاده شد تا نحوه اثر عوامل رونویسی منتخب در فعال

ق اتصال به این از طری CsLcy-β2aسازی بیان آنزیم 

 پروموتر مورد بررسی قرار گیرد.

 مواد و روشها

 ترانسکریپتوم کلاله زعفران حاضر از نتایج آنالیز تحقیق در

که توسط ،  RNA-seqروش در مراحل مختلف توسعه با

تیم تحقیقاتی پرفسور گومز انجام شده بود استفاده گردید. 

 ،CsARF8 ،CsMYBچهار ژن کاندید عوامل رونویسی 

CsERF2  وCsZinc-finger CCCH های بعدی برای آنالیز

 .انتخاب شدند

-از بافت RNAاستخراج : cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

ها و کروم )غده( های مختلف زعفران مثل کلاله، برگ

 Direct-zol ( باکیت۲00۸)طبق روش روبیو و همکاران، 

RNA MiniPrep (Zymo Research)  طبق پروتکل شرکت

ها با استفاده از وسپس جذب نمونه گرفت انجام سازنده

 سنتز شد. برای فرابنفش اندازه گیری-اسپکتروفتومتر مرئی

cDNA ازFirst Strand cDNA Synthesis Kit   استفاده

 شد.

، در Real-timePCRروش  با: Real-time PCRآنالیز 

های چنین در انداممراحل مختلف از گلدهی زعفران و هم

 مورد عوامل رونویسی فوق، برگ و غده( متفاوت )گل

-RNAاز  حاصل نتایج تایید ضمن تا قرار گرفتند. ارزیابی

seq، ارزیابی مورد هاژن این بیان نظر های مختلف ازاندام 

 MasterLight Cycler 480ز آنالیز ا در این قراربگیرند.

SYBR Green I  شرکتRoche  شد. شرایط انجام واکنش
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دقیقه در دمای  5بدین شرح بود: واسرشتگی اولیه بمدت 

چرخه، شامل واسرشتگی  40صورت گرفت. سپس  ۹4 ℃

ثانیه در  ۲0، اتصال بمدت ۹4℃ثانیه در دمای  ۲0بمدت 

ثانیه در  ۲0دمای بهینه شده برای هر آغازگر و تکیثر بمدت 

دقیقه  5انجام شد. در آخر تکثیر نهایی بمدت  ۷۲℃دمای

-نرمال و ارزیابی . جهتصورت پذیرفت ۷۲℃در دمای

شد. استفاده  18srRNAرفرنس  ژن از نتایج سازی

آغازگرهای اختصاصی عوامل رونویسی و همچنین ژن 

 آورده شده است.  1( در جدول ۸رفرنس )

 

 ژن رفرنس.بیان عوامل رونویسی و  ارزیابی برای شده استفاده آغازگرهای -1جدول 
Reverse sequence Forward sequence TFs 
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 

 

توالی عوامل رونویسی و  :هاتکثیر و خالص سازی توالی

پروموتر در ابتدا از طریق واکنش زنجیره ای پلیمراز با 

تکثیر ( Promega)شرکت  TaqAdavantageاستفاده از 

 Wizard SV Gel and PCRکیت  طبق پروتکل شدند.

Clean –Up System های تکثیر شده از سازی باندخالص

صورت گرفت. سپس کیفیت و کمیت روی ژل آگارز 

DNA سازی شده توسط اسپکتروفتومتر مرئیخالص-

 نانومتر صورت گرفت. 260ODفرابنفش در 

در این تحقیق از  :های مورد استفادهها و ناقلباکتری

 (HST08اشریشیاکلای سویه ) Stellarهای مستعد سلول

آگروباکتریوم توموفشینز شرکت تاکارا، برای کلونینگ و از 

رای آگرواینفیلتریشن گیاه و آزمایشات ب GV3101سویه 

چنین از روش همترانسفورماسیون استفاده شد. 

GoldenBraid برای ساخت و سرهم بندی های آن )ناقل و

های ورودی، مقصد و بیانی( استفاده گردید. در ابتدا ناقل

توالی عوامل رونویسی، پروموتر و ژن گزارشگر لوسیفراز 

(Fireflyبه صورت مجزا د ) رناقل pUPD2 ژن که حاوی

مقاومت به کلرامفنیکل است کلون شدند. برای ساخت 

های مقصد، ابتدا توالی عوامل رونویسی کلون شده در ناقل

درج و سازه  pDGBα1در ناقل  pUPD2ناقل 

(pDGBα1:p35s-TFs-T35s)  ایجاد شد و سپس با استفاده

-pDGBα2:pCsLcy-β2-LUC، سازه )pDGBα2از ناقل 

T35s) ساخته شد هر دو ناقلα1   وα2  دارای ژن مقاومت

ژن  pDGBα2)در توالی ناقل  به کانامایسین هستند

( از قبل درج شده است(. برای Renillaگزارشگر رنیلا )

ین ناقل استفاده شد ا pDGBΩ1های بیانی ازناقل تهیه ناقل

باشد. بیوتیک اسپکتینومایسین میدارای ژن مقاومت به آنتی

 نهایت سازهدر 
pDGBΩ1: pDGBα1 [p35s-TFs-T35s]-pDGBα2 

[pCsLcy-β2-LUC-T35s]) ایجاد شد. در این آزمایشات )

و Promegaشرکت T4 DNALigase (M108B)از آنزیم 

Esp3I/BsmbI  شرکت فرمنتاز استفاده شد. شرایط واکنش

باشد: ساعته در دستگاه ترموسایکلر به صورت زیر می 3

 .1۶ ℃دقیقه در  5، 3۷℃در  دقیقه ۲چرخه،  ۲5

پس از هر  :هاسازی آنانتقال ناقل به باکتری و خالص

بندی و ساخت ناقل، ترانسفورم کردن مرحله از سرهم

نجام شد و محصول ا stellarهای مستعد باکتری

 LBی محیط های جداگانهترانسفورماسیون روی پلیت

 ۲5های مربوط به هر ناقل با غلظت حاوی آنتی بیوتیک

مولار و میلی 0/5ا غلظت ب IPTGلیتر، میکروگرم در میلی

XGal لیتر پخش گردید و میکروگرم در میلی 40ا غلظت ب

نگهداری شد. سپس  3۷ ℃به مدت یک شب در دمای 

 PCRسفید صورت گرفت و روز بعد واکنش-گزینش آبی

رز با تشکیل محصول واکنش روی ژل الکتروفوو  انجام
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های در های مثبت را مشخص کرد. این کلنیباند کلنی

ها به مدت یک شب در حاوی آنتی بیوتیک LBمایع  محیط

شکیر انکوباتور با شرایط دمایی فوق نگهداری شدند. 

 QIAprep Spinها با کیت سازی ناقلسپس خالص

MiniprepKit طبق پروتکل شرکت سازنده صورت ،

 گرفت.

الکتروفورز  هایی که پس ازکلون :هاناقل هضم آنزیمی

، DarIهای مثبت بودند یک مرحله واکنش هضم با آنزیم

EcoRI، BamHI ،NedI، XohI سازی آماده از داشتند. پس

ها به مدت یک شب در انکوباتور در واکنش هضم نمونه

درصد  1نگهداری و سپس روی ژل آگارز  3۷℃دمای 

ر هر مرحله با د DNAهای الکتروفورز شدند. غلظت نمونه

نومتر نا 260ODفرابنفش در -دستگاه اسپکتروفتومتر مرئی

 سنجیده شد.

 Agrobacteriumاز باکتری  :آگرواینفیلتریشن گیاه توتون

tumefaciens  30101سویهGV های که حاوی ناقل

های ست برای بررسی آنالیزا 1ΩpDGBنوترکیب 

برهمکنش عوامل رونویسی با پروموتر استفاده شد. از 

است  0166GBکه حاوی ناقل استاندارد  30101GVسویه 

های فاقد ژن که 1ΩpDGBناقل به عنوان کنترل مثبت و از 

 مورد نظر بود به عنوان کنترل منفی استفاده شد.

های مستعد و تراریختی آگروباکتریوم سازی سلولآماده

-به روش الکتروپوریشن انجام شد. نمونه GV30101سویه 

های آگروباکتریوم ترانسفورم شده روی محیط کشت 

(YEB= Yeast Extract Beef (YEB) Broth) حاوی آنتی-

های جنتامایسین، رافامپیسین و اسپکتینومایسین بیوتیک

 4۸-۷۲به مدت  ۲۸ ℃کشت داده شدند و در دمای

ها جهت تزریق بر سازی سلولساعت انکوبه شدند. آماده

( انجام شد. بدین ۲00۶اساس روش اورزاز و همکاران )

میلی لیتر از  5های آگروباکتریوم نوترکیب در منظور کلنی

دور در  1۶0محیط کشت در شیکرانکوباتور با شرایط 

به مدت یک شب نگهداری شدند.  ۲۸ ℃دقیقه و دمای

ط میلی لیتر از محی 50های سلولی باکتری سپس به کشت

القایی اضافه شد و مجددا در شرایط ذکر شده در بالا قرار 

دور در دقیقه  400ها با سانتریفیوژدر گرفتند. باکتری

 MESرسوب داده شدند و در محیط اینفیلتریشن حاوی 

(Μm 10 ،)2MgCl(Μm 10( و استوسرینگون )Μµ۲00 )

حل شدند و به مدت دو ساعت در دمای اتاق روی یک 

نانومتر نگهداری  600OD=۸/0 حصول بهشکیر افقی تا 

های جوان گیاه توتون عمل آگرواینفیلتریشن در برگ .شدند

میلی لیتر بدون سوزن انجام  ۲گونه بنتامیانا با سرنگ 

-های باکتریایی به اپیدرم پشت برگگرفت. سوسپانسیون

های متصل به گیاه تزریق شدند. سپس گیاهان شب اول را 

 4در دستگاه ژرمیناتور برای مدت  در اتاق تاریک و سپس

ساعت  ۸ساعت روشنایی و  1۶روز تحت شرایط  5تا 

 نگهداری شدند. ۲0℃تاریکی در دمای 

در این پژوهش برای  :آزمون سنجش دوگانه لوسیفراز

 Dual-Luciferaseسنجش فعالیت لوسیفراز از کیت

Activity System  Assay (Promega)ایالات متحده : 

-سانتی ۸/0ای به قطر های دیراهدر ابتدا برش استفاده شد.

گرم از هر برگ میلی 1۸-1۹متر و وزن تقریبی 

-میلی 5/1های آگرواینفیلتریت شده جدا شد و در ویال

 RETSCHهای فلزی و دستگاه لیتری با استفاده ازگوی

ball Mill MM400  همگن شدند. طبق پروتکل کیت

ام شد. برای تعیین سازی عصاره گیاه انجمراحل آماده

چاهکی سفید استفاده  ۹۶فعالیت لوسیفراز از یک پلیت 

( طبق REN( و رنیلا )LUCشد. سنجش فعالیت لوسیفراز )

 GloMaxپروتکل شرکت سازنده کیت با استفاده از دستگاه 

96 MicroplateLuminometer (Promega).صورت گرفت 

 تایجن

تجزیه و  بررسی الگوی بیان عوامل رونویسی از طریق

بیان عوامل رونویسی  :Real-time PCR هایتحلیل داده

-در اندامانتخاب شده در مراحل مختلف توسعه کلاله و 

 ی بررسی نتایج آنالیزبرگ و کروم به واسطه های
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Real-time PCR  توالی عوامل صورت گرفته برای

-CsZincوCsMYB،CsERF2،CsARF8رونویسی مذکور )

finger CCCH ( که با توجه به 1)نمودار  تایید رسید( به

ترین ماده موثره در کلاله تجمع کروسین به عنوان اصلی

زعفران گام اول در انتخاب این عوامل رونویسی را تقویت 

 بخشید.

 

 های مختلف زعفران.امل رونویسی در اندامبررسی بیان عو -1نمودار 

، Yellowاین عوامل در بافت کلاله در مراحل مختلف توسعه )

Orange  وRedوم های برگ و کر( بیان بالایی دارند ولی در اندام

 شوند یا بیان کمی دارند.بیان نمی

 PCRواکنش  :هاسازی توالیبررسی تکثیر و خالص

-CsZincو CsARF8،CsMYB،CsERF2عوامل رونویسی 

finger CCCH  به ترتیب منجر به تکثیر قطعاتی به طول

bp۲3۸5 ،bp۷۸3 ،bp۶1۲  وbp۷35  گردید. مطابق انتظار

-CsLcyبرای تکثیر توالی پروموتر ژن  PCRبدنبال واکنش 

β2a قطعه با طول ،bp۷۷1  تکثیر شد. محصولPCR  توالی

های رونویسی و پروموتر ودر الکتروفورز ژل آگارز فاکتور

( از روی ژل استخراج و توسط کیت 1درصد )شکل  1

نجش کمیت و کیفیت سازی آن انجام شد. سمراحل خالص

فرابنفش در -سازی با دستگاه اسپکتروفتومتر مرئیخالص

260OD .نانومتر صورت گرفت 

 

،به a-eهای عوامل رونویسی و پروموتر. چاهک تکثیر توالی -1شکل 

، CsARF8 ،CsMYB ،CsZinc-finger CCCHترتیب 

CsERF2 ،CsLcy-β2a .Mمارکر مولکولی :Promega 1kb. 

نقشه ناقل  :pUPD2 ها در ناقلتوالیسازی همسانه

الف نشان داده شده  -۲شکل  در pUPD2سازی همسانه

است. برای تهیه ناقل نوترکیب، ابتدا طی واکنش انجام شده 

در ترموسایکلر توالی عوامل رونویسی، پروموتر و ژن 

بندی شد. محصول سرهم pUPD2گزارشگر در ناقل 

 های مستعدسلول ها و ناقل( بهواکنش اتصال )توالی

Stellar ها در ناقل منتقل و سپس به منظور تایید درج توالی

نجام شد )شکل ا XohIو  DraIهای واکنش هضم با آنزیم

 1ب(. نتایج حاصل از الکتروفورز بر روی ژل آگارز  -۲

 های نوترکیب را تایید کرد.درصد تولید ناقل

 

، a-cهایپس از هضم آنزیمی. چاهک pUPD2های . ب: تصاویر الکتروفورز ژل آگارز مربوط به ناقلpUPD2الف: تصویر شماتیک ناقل  -۲شکل 

و  d هایو چاهک DraI، با آنزیم pUPD2-CsMYB ،pUPD2-CsERF2 ،pUPD2-CsLcy-β2aهای به ترتیب محصول هضم آنزیمی ناقل

e های محصول هضم آنزیمی ناقلpUPD2-CsARF8  وpUPD2-CsZinc-finger CCCHبا آنزیمXohI .Mمارکر مولکولی :Promega 

1kb. 

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832592.1401.35.3.7.5


 1401، 3، شماره 35جلد                                                                مجله پژوهشهای گیاهی )مجله زیست شناسی ایران(                         

 

54۶ 

 

           20.1001.1.23832592.1401.35.3.7.5 DOR:                                                                                                                                      مقاله پژوهشی 

برای  :pDBGα2و  pDGBα1 های نوترکیبتهیه ناقل

بندی و اتصال در ها، واکنش سرهمتهیه این ناقل

اوی توالی عوامل ح pUPD2های ترموسایکلر برای ناقل

حاوی  pUPD2های ناقل و pDGBα1رونویسی در ناقل 

انجام شد.  pDBGα2و ژن لوسیفراز در ناقل  توالی پروموتر

های مستعد باکتری ترانسفورم و محصول واکنش به سلول

های ژنتیکی ساخته شده با در نهایت هضم آنزیمی سازه

حاصل از انجام شد. نتایج  DraI و EcorI ،NedIهایآنزیم

-های درج شده در ناقلهضم آنزیمی و تایید وجود توالی

نشان داده شده است. نتایج  3های نوترکیب در شکل 

درصد تولید  1حاصل از الکتروفورز بر روی ژل آگارز 

 های نوترکیب را تایید کرد.ناقل

 

، به ترتیب محصول a-cهایهضم آنزیمی.چاهک از پس pDGBα2و ناقل  pDGBα1های به ناقل تصاویر الکتروفورز ژل آگارز مربوط -3شکل 

) طول توالی باندهای تشکیل شده EcorI، با آنزیم pDGBα1-CsMYB ،pDGBα1-CsARF8 ،pDGBα1-CsERF2های هضم آنزیمی ناقل

با آنزیم  pDGBα1-CsZinc-finger CCCHناقل  ، محصول هضم آنزیمیdدر سمت چپ ژل نشان داده شده است(. چاهک  bبرای چاهک 

NedI چاهک .e محصول هضم آنزیمی ناقل ،pDGBα2 آنزیم  باDraI .Mمارکر مولکولی :Promega 1kb. 

برای تهیه ناقل نهایی  :pDGBΩ1 های بیانیساخت ناقل

های نوترکیب، از دستگاه ترموسایکلر برای درج توالی

 pDGBΩ1و ساخت ناقل  α2و  α1هایموجود درناقل

-استفاده شد و محصول واکنش طبق مراحل قبل به سلول

های منتقل و درنهایت غربالگری باکتری Stellar های

سفید انجام شد. تایید درج –تراریخت از طریق گزینش آبی

هضم با  های نوترکیب، از طریق واکنشها در ناقلتوالی

(. نتایج 4انجام شد )شکل BamHI و DraIهای آنزیم

درصد تولید  1حاصل از الکتروفورز بر روی ژل آگارز 

 های نوترکیب را تایید کرد.ناقل

 

ب محصول ، به ترتیA1-D1ها. ( و هضم آنزیمی ناقلpDGBΩ1های بیانی )ناقل PCRتصاویر الکتروفورز ژل آگارز مربوط به واکنش  -4شکل 

PCR  توالی عوامل رونویسیCsMYB ،CsERF2 ،CsZinc-fingerCCCH ،CsARF8 .A2-D2 محصول ،PCR  توالی پروموترCsLcy-

β2aهای. چاهکa-cهای ، به ترتیب محصول هضم آنزیمی ناقلpDGBΩ1-CsMYB ،pDGBΩ1-CsERF2،pDGBΩ1-CsZinc-finger 

CCCH با آنزیم ،DraI چاهک .d محصول هضم آنزیمی ناقل ،pDGBΩ1-ARF8  با آنزیمBamHI .Mمارکر مولکولی ،Promega 1kb. 

سازی آگرواینفیلتریشن گیاه توتون و بررسی فعال

به منظور  :پروموتر با آزمون سنجش دوگانه لوسیفراز

-بررسی بیان پروموتر تحت کنترل عوامل رونویسی، ناقل

بر اساس متد الکتروپوریشن به  pDGBΩ1های بیانی 
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Agrobacterium tumefaciens (pGV3101 )های سلول

های تراریخت شده جهت منتقل شدند، سپس آگروباکتریوم

های گیاه توتون با استفاده از روش تراریختی برگ

( استفاده transientبصورت بیان موقت ) آگرواینفیلتریشن

ش دوگانه لوسیفراز به منظور ارزیابی شد. نتایج آزمون سنج

فعالیت عوامل رونویسی و چگونگی اثر مثبت یا منفی آنها 

نشان  CsLcy-β2aسازی رونویسی پروموتر ژن بروی فعال

داد که در مقایسه با کنترل مثبت و منفی تنها عامل 

سازی به طور مستقیم منجر به فعال CsMYBرونویسی 

 (.۶شود )شکل یم CsLcy-β2aرونویسی پروموتر ژن

 

 pDGBΩ1های ی سازه بیانی تهیه شده در ناقلتوسط عوامل رونویسی. الف و ب، به ترتیب نقشه CsLys-β2aسازی موقت پروموتر فعال–۶شکل 

های توتون تراریخت با گزارشگر لوسیفراز در برگشده برای ژن ( اندازه گیریLUC/REN(. ج، نسبت لومینسانس )GB0166و ناقل بیانی کنترل )

( استفاده شد. نتایج به -C( بعنوان کنترل منفی )empty) pDGBΩ1های حاوی توالی عوامل رونویسی و ناقل کنترل )استاندارد(. ناقل استفاده از ناقل

 .اند( سه تکرار نمایش داده شدهSEانحراف استاندارد ) ±( Meansصورت میانگین )

 گیریبحث و نتیجه

، CsMYBدر پژوهش حاضر فعالیت چهار عامل رونویسی

CsARF8، CsERF2 و CsZinc-finger CCCH  با روش

Real-TimePCR های مختلف زعفران مشخص در بافت

شد که این عوامل در بافت کلاله به عنوان اندام اصلی 

آپوکاروتنوئیدها، بیشترین  بیوسنتز کننده کاروتنوئیدها و

دهند که حاکی از نقش احتمالی این میزان بیان را نشان می

-عوامل رونویسی در مسیر بیوسنتز ماده موثره زعفران می

باشد. این پژوهش با مطالعات پیشین در خصوص بررسی 

-های مختلف زعفران و گونهبیان عوامل رونویسی در بافت

ر آگاهی از وجود یا منظو به Crocusهای مختلف جنس 

ها در مسیر عدم وجود عوامل رونویسی در کلاله و نقش آن

بیوسنتزی کاروتنوئید/آپوکاروتنوئید زعفران مطابقت دارد 

توانند بر عوامل رونویسی می. با توجه به اینکه (1۶و  10)

های مسیر بیوسنتزی کاروتنوئیدی گیاهان تاثیر روی ژن

 بعنوان CsLcy-β2aدر این تحقیق از پروموتر ژن  بگذارند،

کاروتنوئیدی های اصلی مسیر بیوسنتزی یکی از آنزیم

 (.۷زعفران استفاده شد )

در این مطالعه با استفاده از سیستم بیان موقت بر پایه 

آزمون دوگانه لوسیفراز، اثر عوامل آگرواینفیلتریشن و 

ساختار ناقل در  CsLcy-β2aرونویسی بر روی پروموتر ژن

با توجه  ورد بررسی قرار گرفت.م pDGBΩ1بیانی 

( Nicotiana.bentamianaکاربردهای متعدد گیاه توتون )

ها و مطالعه در مهندسی ژنتیک به منظور بررسی انتقال ژن

( در این تحقیق از آن به ۲و  1عوامل موثر در انتقال ژن )

 شد.برای بررسی بیان موقت استفاده  عنوان گیاه مدل
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عوامل بسیاری در کارایی آگرواینفیلتریشن موثرند. کیفیت 

مواد گیاهی، مراحل مختلف بافت گیاهی یا سنین مختلف 

بافت، طول روز، سویه آگروباکتریوم مورد استفاده، 

ترکیبات فنولی و مدت زمان سپری شده بعد از 

(. ۷آگرواینفیلتریشن از جمله عوامل مهم تاثیرگذار هستند )

گذارند عوامل مختلفی که بر بیان موقت تاثیر می در میان

توان به مدت زمان کشت با آگروباکتریوم اشاره کرد. می

 T-DNAیک دوره زمانی کافی برای اتصال و انتقال قطعه 

ی (. دوره۲1به نمونه، برای آگروباکتریوم مورد نیاز است )

روز است و مدت زمان بیش از این حد  3-۷زمانی مناسب 

(. در این ۲1کند )رایی ترانسفورماسیون کمک نمیبه کا

پژوهش سطح بیان ژن گزارشگر چهار روز بعد از ترزیق 

ارزیابی شد. انتخاب این دوره براساس مطالعات انجام شده 

صورت گرفت. ترکیبات فنولی مانند استوسرینگون از دیگر 

های عوامل تاثیر گذارند. ترکیبات فنولی با تاثیر بر ژن

دهند. زای باکتری میزان بیان راتحت تاثیر قرار میبیماری

 ۲00غلظت  ازاینرو در پژوهش خود از استوسرینگون با

( با اضافه ۲00۶کاستا و همکاران ) میکرومولار استفاده شد.

کردن استوسرینگون در محیط القایی برای انتقال ژن در 

بادام کارایی ترانسفورماسیون را سه برابر افزایش دادند. 

باشد. عامل تاثیرگذار دیگر سویه باکتری مورد استفاده می

-های آگروباکتریوم به طور قابل ملاحظهزمینه ژنتیکی سویه

دهد و مشخص ای سطح بیان موقت را تحت تاثیر قرار می

ها به شده است که تفاوت ترانسفورماسیون در بین سویه

(. در پروهش حاضر از 14داری نوسان دارد )طور معنی

ستفاده شد، زیرا در ا GV3101گروباکتریوم سویه آ

تحقیقات قبلی گزارش شده که اینفیلتریشن با سویه 

GV3101 های بیشترین میزان بیان ژن را در مقایسه با سویه

دهد ( نشان میLBA4404 ،C58C1دیگر آگروباکتریوم )

(. کارایی استفاده از بیان موقت بر پایه آگروباکتریوم به 3۲)

-ررسی برهمکنش عوامل رونویسی با پروموتر ژنمنظور ب

 (.3۸های هدف در تحقیقات متعدد اثبات شده است )

تاکنون در مطالعات فراوانی از سیستم آزمون دوگانه 

گزارشگر مبتنی بر لوسیفراز کرم شب تاب به منظور تایید 

ها برهمکنش عوامل رونویسی با پروموتر مربوط به ژن

در این پژوهش درون (. 3۷و  3۶، 35استفاده شده است )

-CsLcy بعد از توالی پروموتر ژن pDGBΩ1ناقل بیانی 

β2aتوالی ژن ،( های گزارشگر لوسیفرازLUC و رنیلا )

(RENدرج شد تا امکان اندازه )های گیری سطح بیان ژن

گزارشگر و در نتیجه بررسی برهمکنش عوامل رونویسی با 

)ژن رنیلا تحت پروموتر توالی پروموتر این ژن فراهم شود 

سازی نتایج آزمون دوگانه جداگانه بیان شده و برای نرمال

لوسیفراز استفاده شد(. زو و همکاران از روش لوسیفراز 

ر روی ب CpbHLH1/2برای بررسی اثر عوامل رونویسی 

های لیکوپن بتا سیکلاز استفاده کردند. آنها نشان دادند ژن

عنوان تنظیم کننده مثبت به  CpbHLH1/2که استفاده از 

و  CpLCY-Bهای سبب افزایش تکثیر پروموتر ژن

CpCYC-C (. فو و همکاران نشان دادند که 3۷شود )می

افزایش بیان لوسیفراز وابسته به سطح بیان عامل رونویسی 

CpNAC1 ها ی سازی پروموتر ژنو در نتیجه فعال

CpPDS2/4 در (. از نتایج سنجش لوسیفراز 1۲باشد )می

 CsMYB عامل رونویسی بیاناین مطالعه مشخص شد تنها 

منجر به  N. bentamianaهای گیاه تراریخت در برگ

( LUCافزایش نسبت لومینسانس ژن گزارشگر لوسیفراز )

که این امر حاکی از برهمکنش شود ( میRENبر رنیلا )

CsMYB پروموتر ژن  توالی ابCsLcy-β2a باشد. می

دوامنا و همکاران از روش لوسیفراز برای بررسی -آمپومه

ستفاده ا LCY-βاتصال عامل رونویسی به پروموتر ژن 

ه عنوان ب AdMYB7کردند. آنها نشان دادند که استفاده از 

کننده مثبت سبب افزایش تکثیر ژن گزارشگر یک تنظیم

در  LCY-βلوسیفراز و در نتیجه افزایش رونویسی ژن 

. بر این اساس، نتایج بدست آمده (۹شود )ان مدل میگیاه

 متابولیسم در ار CsMYB در مطالعه حاضر نقش

 سازیفعال ازطریق کاروتنوئید/آپوکاروتنوئید احتمالاً

-می نشان بیوسنتزی کاروتنوئیدی مسیر هایژن رونویسی
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 توضیح در اخیر هایدهد. نتیجه این تحقیق ازپیشرفت

 مسیر کاروتنوئیدی تنظیم رد MYB نقش عوامل رونویسی

های این تحقیق عدم یکی از محدودیت .کندمی پشتیبانی

امکان بررسی نقش عوامل رونویسی مورد استفاده در 

های مسیر بیوسنتزی سازی بیان سایر آنزیمبررسی فعال

باشد که امید است در کاروتنوئیدی/آپوکاروتنوئیدی می

ار گیرد. آنالیزهای بیشتر های بعدی مورد استفاده قرپژوهش

های مسیر بیوسنتری ماده عوامل رونویسی بر روی سایر ژن

های این موثره زعفران درک ما را از چگونگی تنظیم ژن

سازی بیان آنها و افزایش تولید و مسیر به منظور بهینه

تجاری سازی آپوکاروتنوئید کروسین به عنوان اصلی ترین 

 قا خواهد بخشید.ترکیب ضد سرطانی زعفران ارت

 منابع
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Identification of transcription factor affecting a promoter of 

carotenoid/apocartenoid biosynthetic pathway in  
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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. 
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