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Abstractچکیده
از اکسیژن که (ROS)هاي فعال اکسیژنشرایط تنش، گونهدر

اکسیداسیون سببویابند ها تجمع میدر برگشوند،میمولکولی مشتق 
طور به. دنشوها، کلروفیل و لیپیدها میپروتئیناز جملهترکیبات مهم سلولی 

از Eویتامین. مطرح هستندEویتامینتحت عنوان 1هاکلی توکوفرول
آسکوربات، ، در ترکیب با کاروتنوئیدهاو استترکیبات محلول در چربی 

پارچگی غشاهاي کهاي دیگر در نگهداري یاکسیدانگلوتاتیون و آنتی
2هاها و توکوترینولتوکوفرول. داردینقش مهمتنششرایط درفتوسنتزي 

حذف اکسیدان قادر بهعنوان آنتیهستند که به3پاتیکیهاي آمفیمولکول
هاي چربیهاي لیپید پیروکسیل در محیطهاي فعال اکسیژن و رادیکالگونه

هاي کلیدي از آنزیم4(HPT)هموجنتیسات فتیل ترانسفراز . دوست هستند
HPTبررسی نقش آنزیم براي در این تحقیق. استEمسیر بیوسنتز ویتامین 

RNAiخاموشی این ژن با استفاده از تکنیک ،در تولید متابولیت توکوفرول

آذین وري گلروش غوطهگیاهان آرابیدوپسیس به. قرار گرفتبررسیمورد 
بیوتیک کانامایسین مورد ارزیابی تراریخت شدند و گیاهان حاصل با آنتی

در محیط حاوي . ها بررسی شداولیه قرار گرفتند و سپس میزان توکوفرول آن
هاي ارزیابی میزان توکوفرول در لاین. دست آمدگیاه به70کانامایسین حدود 

لاین نسبت به شاهد 28آمده نشان داد که میزان توکوفرول در حدود دستبه
داري ملاحظه نشد که در دار داشته است و در بقیه تفاوت معنیکاهش معنی
ترتیب بیشترین کاهش را نشان به58و 70، 67، 68، 43هاي این بین لاین

.دادند

ترانسفراز، هموجنتیسات فتیل آرابیدوپسیس تالیانا:کلیديهايواژه
(HPT) توکوفرول، ویتامین ،E تداخل ،RNA

1. Tocopherols 2. Tocotrienols
3. Amphipathic 4. Homogentisate Phytyltransferase (HPT)

Under stress conditions Reactive Oxygens Species

(ROS) are produced and accumulate in plant leaves as a

results of the oxidation of important cellular

components like proteins, chlorophylls and lipids.

Vitamin E is  the  collective  term  for tocochromonals.

This lipid-soluble substance acompanied by

carotenoids, glutathion and other antioxidants and has

an important role in keeping the integrity of

photosynthetic membranes. Tocopherols and

tocoterienols are amphipathic molecules and are able to

detoxify ROS and lipid peroxyl radicals in lipophilic

environments. Hemogentisate phytyl transferase (HPT)

is the key enzyme in the vitamin E biosynthesis

pathway. To silence HPT and invesitgate its role in

tocopherol production RNAi thechnique was used and

the results obtained revealed that tocopherol content

was decreased in derived lines.

Keywords: Arabidopsis thaliana, Homogentisate

phytyltransferase, Tocopherols, Vitamin E, RNA

interfernce
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مقدمه 
متنوعی از هشرایط طبیعی گیاهان در معرض دامندر

رقابل ها، دماهاي غیزنده و غیرزنده شامل پاتوژنهايتنش
شرایط تنش، در. دارندشوري و نور شدید قرار تحمل، خشکی،

، از اکسیژن مولکولیحاصل)ROS(هاي فعال اکسیژنگونه
به اکسیداسیون ترکیبات مهم سلولی ویافتهها تجمع در برگ
اکسیژن . دنشوها، کلروفیل و لیپیدها منجر میپروتئیناز جمله

و هاي سوپراکسیدمنفرد، هیدروژن پراکسید، آنیون
هاي فعال اکسیژنگونهترینهاي هیدروکسی رایجرادیکال
Alscher)هستند et al., 2002; Dat et al., 2000) .

دو مکانیسم عمومی محافظتی ،براي مقابله با تنش اکسیداتیو
از که شامل دفع مسمومیت از طریق آنزیم وجود دارد در گیاه 
مسیر تاز، کاتالاز و سمویهاي سوپراکسید دآنزیمجمله 

هاي محلول در آب و محلول اکسیدانغیرآنزیمی شامل آنتی
Alscher)است در چربی  et al., 2002; Dat et al.,

گلوتاتیون و آسکوربات ترکیبات محلول در آب .(2000
در یاکسیدانتر داراي فعالیت آنتیکه با فراوانی پائینهستند

Noctor)هستندگیاهان عالی  et al.,1998). ویتامینE

در ترکیب با استاز ترکیبات محلول در چربی که 
هاي دیگر اکسیدانآسکوربات، گلوتاتیون و آنتی، کاروتنوئیدها

تنش شرایط درپارچگی غشاهاي فتوسنتزي کدر نگهداري ی
Munne-Bosch)کندایفا میینقش مهم et al.,

ها اکسیدانآنتیی ازشرایط تنش مقادیر متفاوتدر.(2002
منجر به افزایش ظرفیت پاکسازي ویافتهافزایش شدتبه

Noctor)شود میهاي فعال اکسیژن گونه et al., 1998;

Collakova and DellaPenna. 2003b) . هشت دسته
يتوکوکرومانولاز ها و از جمله توکوفرول،وابسته1ها

مطرح Eعنوان ویتامینها از نظر ساختمانی تحتتوکوترینول
.Schneider)هستند  2005; Grusak and

DellaPenna. ها به سنتز این گروه از ویتامین.(1999
ازو بعضیهاشامل گیاهان، جلبککنندهفتوسنتزموجودات

سیانوباکترها محدود است و در پلاستید یا در غشاي 
Grusak and)اندیابی شدهتیلاکوئیدها مکان

DellaPenna. ، بتا، آلفاهدستچهارها به توکوفرول.(1999
Grusak and)شده گاما و دلتا توکوفرول تقسیم 

DellaPenna. 1999; Young Sam Seo et al.,
هاي متیل موجود در از طریق تعداد و محل گروهو (2011

1. Tocochromanols

Young Sam Seo)شوند تمایز داده می2حلقه کرومانول

et al., ماتوکوفرول گاآلفا و ،در بیشتر گیاهان عالی.(2011
.Grusak and DellaPenna)هستند فرم غالب  1999;

Young Sam Seo et al., ها در توکوفرول-آلفا.(2011
بسیاري ازدر بذور بیشتروکوفرول ت-گاماوهاي گیاهان برگ
Grusak and)شوندهاي گیاهی یافت میگونه

DellaPenna .1999) .ساختارهاي اي لپهدر اغلب بذور تک
ساخته Eعنوان فرم اصلی ویتامینمشابه توکوترینول به

Young Sam Seo)شود می et al., ها توکوفرول. (2011
کربنی 15هکرومانول قطبی و یک زنجیرهیک حلقشامل

اسید و دوست مشتق از هموجنتیسیکپرنیل چربی
.Grusak and DellaPenna)هستند فسفات ديفیتیل

هاي ها مولکولها و توکوترینولوکوفرولچون ت. (1999
پاتیک شامل یک حلقه قطبی کرومانول و یک دم آمفی
عنوان ها بهدوست ایزوپرنیلی هستند، این مولکولچربی
هاي مهمی مطرح هستند که قادر به حذف اکسیدانآنتی
هاي لیپید پیروکسیل در هاي فعال اکسیژن و رادیکالگونه

Young Sam Seo)دوست هستند هاي چربیمحیط et

al., 2011; Collakova and DellaPenna. 2003a) .
نور شدید، از جملههاتنشاي از گیاهان در پاسخ به دامنه

سطوح توکوفرول خود را ،شوريتنشدماي پائین، خشکی و 
همراه يفرآیند،پیري برگجریانعلاوه در هب. دهندتغییر می

سارت اکسیداتیو در غشاهاي با تخریب کلروفیل و خ
این .افزایش تجمع توکوفرول وجود داردوفتوسنتزي 

رشد و جریانها در که سنتز توکوفرولاند نشان دادههابررسی
.Grusak and DellaPenna)شودگیاه کنترل مینمو

دلیل اهمیت توکوفرول در فیزیولوژي گیاهان و به. (1999
ها در گیاهان عالی و آنسلامت بشر، مسیرهاي بیوسنتزي 

هاي این مسیر ها بسیار بررسی شده است و آنزیمسیانوباکتري
Young Sam Seo)اند شناخته شده et al., براي . (2011

محتواي توکوفرول و یا ترکیب متفاوت آن قموفورزيدست
با ضریب تغییرات بالا در یهایآنزیمبایدهاي گیاهی،در بافت

هاي آنزیمکردنکلوناین موضوع مستلزم .مسیر شناخته شود
بیوسنتزي اختصاصی توکوفرول و فهم دقیق و جزئی از تنظیم 

در . بیوشیمیایی و مولکولی مراحل اختصاصی مسیر است
هاي متعدد ژنکردن و تشدید بیان کلونهاي اخیر سال

که مستقیم یا غیرمستقیم در بیوسنتز ییهاآنزیمهکدکنند
انجام شد تا مشخص شود که در گیاهان دارندنقش توکوفرول 

سنتز توکوفرول هستندههاي مختلف محدودکننددر بافتآیا

2. Chromanols
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اي که به بیوسنتز توکوفرول و توکوترینول اولین مرحله.خیریا 
وسیله فیتیل اسید بهشود پرینیلاسیون هموجنتیساتمنجر می

یب به ترتاست که به1فسفاتجرانیل ديفسفات یا جرانیلدي
ن-6متیل -2 جرانیل یا متیل جرانیل2فیتیل بنزوکوئینو

ها با هوموجنتیسات این واکنش. شودمنتهی می3بنزوکوئینون
جرانیل و هوموجنتیسات جرانیل(HPT)فتیل ترانسفراز 

Abbasi)شوند ترانسفراز کاتالیز می et al., 2007).
هاي مختلف و در گیاهان، ترکیب توکوفرول بین گونه

Grusak)هاي مختلف یک گونه با هم تفاوت دارد بافت

and DellaPenna. بذور غنی از گاما معمولاً. (1999
تجمعها آلفا توکوفرولکه در برگدرحالی،توکوفرول هستند

1. Geranylgeranyl diphosphate
2. 2-methyl-6- phytyl benzoquinon
3. Methyl geranylgeranyl benzoquinon

بتا و گاما توکوفرول در اغلب گیاهان خیلی فراوان . یابدمی
هاي اکسیداننیستند، بنابراین آلفا توکوفرول  همراه با آنتی 

هاي زداي گونهعنوان سمهیدروفیل گلوتاتیون و آسکوربات، به
.Foyer and Noctor)فعال اکسیژن پیشنهاد شده است 

، تعادل Foyer and Noctor(2005)طبق نظر . (2003
هاي فعال اکسیژن در نهایت ها و گونهاکسیدانآنتی

شدن یا تها با سازگاري و سخکننده این است که سلولتعیین
در .دهندشده به تنش آب پاسخ میریزيبا مرگ برنامه

هاي رویشی توتون تجمع مجموع آلفا توکوفرول در اندام
خصوص وقتی که هاي زایشی بهکه بافتیابد درحالیمی

اند مانند پرچم و بذور، غنی از گاما توکوفرول آبگیري شده
.هستند

مسیر شیکیمات و بیوسنتز توکوفرول-1شکل

p-از طریق مسیر شیکیمات در پیرواتهیدروکسی فنیل
و سپس از طریق شدهسنتز بیوسنتز اسیدهاي آمینه آروماتیک 

به (HPPD)هیدروکسی فنیل پیروات داکسیژناز -pآنزیم 
Norris))1شکل (دشوهموجنتیسات تبدیل می et al.,

فسفات و ديشدن فیتیلترکیب اخیر با اضافه.(1998
گریز توسط آنزیم هموجنتیسات جانبی آبهپیوستگی زنجیر

فیتیل بنزوکوئینون تبدیل - 6متیل- 2فیتیل ترانسفراز به 
Cheng)دشومی et al., 2003; Van Eenennaam et

al., 3و2بعدي این ترکیب در اثر متیلاسیون سپس.(2003
شودبنزوکوئینون تشکیل می-4و1- فیتیل- 5-متیلدي

(Collakova and DellaPenna. 2001; Savidge et
al., این (TC)توکوفرول سیکلاز آنزیمثیرأبا ت.(2002

Porfirova)توکوفرول تبدیل شدهگاما ماده به et al.,

2002; Sattler et al., دخالت آنزیم و در نهایت با(2003
توکوفرول آلفا (γ-TMT)وکوفرول متیل ترانسفرازگاما ت

در HPTیاHPPDافزایش فعالیت آنزیم. شودساخته می
ژنیک به افزایش محتواي توکوفرول در بذور و گیاهان ترانس

وHPPDهمچنین فعالیت شد،هاي آرابیدوپسیس منجر برگ
HPT شودروشنایی القا میتنشتحت(Collakova and

DellaPenna. 2003b) و افزایش فعالیتHPPD یا
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HPTژنیک به افزایش محتواي توکوفرول در گیاهان ترانس
Tsegaye)انجامد میدر بذور آرابیدوپسیس  et al., 2002;

Collakova and DellaPenna. 2003a) . در مجموع از
طور شد که تغییرات توکوفرول بهمشخصهابررسیاین 

شود در حالیکنترل میHPTوHPPDاز طریقايبرجسته
توکوفرول دست در مسیر بیوسنتزکه مراحل بعدي پایین

.Collakova and DellaPenna)محدودکننده نیستند

2003a).منظور بررسی نقش آنزیم در این تحقیق بهHPT

خاموشی این ژن با استفاده از ،در تولید متابولیت توکوفرول
. قرار گرفتبررسیمورد RNAiتکنیک 

هامواد و روش
مواد گیاهی و شرایط رشد

در گلدان 2- کلمبیاگیاهان آرابیدوپسیس تالیانا واریتهبذور
روز در تاریکی 2مدت بذر بهخوابنو جهت شکستشد هشتاک

یک هفته بعد از . گرفتگراد قرار درجه سانتی4و سرماي 
هاي جداگانه منتقل به گلدانهاي یکسانگیاهچه،زنیجوانه

هاي هفته در اتاقک3مدت دررشد رویشی منظور و بهندشد
ساعت نور و 8شرایطشده تحت رشد با شرایط کنترل

جهت تغییر از فاز رویشی به . گرفتندساعت تاریکی قرار 16
تغییر ساعت تاریکی 8ساعت نور و 16رژیم نوري به ،زایشی
. یافت

محیط کشت گیاه
زنی بذور و رشد بافت گیاه جهت جوانهکشترايب

بانیم برابرMSاز محیط هاي آرابیدوپسیس تالیانا گیاهچه
درصد آگار 75/0رز و اکادرصد س2ها و ویتامینفزودن ا

محیط هجهت تهی.شدتنظیم 8/5روي آنpHشد و استفاده
بیوتیک کانامایسین به محیط رم بر لیتر آنتیگمیلی50انتخابی 

. شدکشت مذکور اضافه 
RNAاستخراج 

هاي آرابیدوپسیس با ازت مایع فریز و سپس پودر برگ
RNA،(Abbasiبافر استخراجدرپودر حاصله . شدند et

al., ایزوآمیل الکل /کلروفرم/موژن و سپس با فنله(2007
حجم 2موجود در محلول حاصل با RNA. شداستخراج 

رسوب حاصل در آب تیمارشده با . اتانول رسوب داده شد
DEPC براي حذف . هداري شدگدرجه ن- 80حل و در
اوله رشت.دشانجامDNaseIبا تیمار ژنومیDNAآلودگی

cDNA پرایمر با استفاده ازطبق دستورالعمل شرکت فرمنتاز
بردار معکوس نوکلئوتیدي و آنزیم رونوشت30تی الیگو دي
پیشرودوم با استفاده از پرایمر اختصاصیهرشت. ساخته شد

5’-

GGATCCTACAGGTTTTCTAGGCCTCAT
ACAGT-3’

و پرایمر اختصاصی برگشتی
5’-
GTCGACGGTATATCCTTAAACAATGC
AATAACGACA-3’

و BamHIداراي سایت برشیترتیب بهخوددر ابتدايکه
SalIدرجه ساخته شد65در دماي ذوب بودند .

و انتقال بهpBin:HPT:RNAiخت سازه سا
اگروباکتریوم

که داراي 2.1تکثیرشده در ناقل پی سی آرPCRقطعه 
باکتري ساب کلون و به باشد انتهاي صاف می

Escherichia coliسویهDH5αاز . قل شدتمن
صورت استخراج پلاسمید ،حاوي این ناقلتهاي مثبنیوکل

هاي برشی موجود در دو سر پرایمرها هضم و با آنزیمگرفت 
وارد و pUC18صورت سنس در ناقل حاصل بههقطع. شد

سپس در .منتقل شدDH5αسویه E. coliباکتري ناقل به
هضم و BglIIو  XhoI.هاي برشی بعد ناقل با آنزیمه مرحل
سازه.شدسنس وارد ناقل صورت آنتیاولیه بههتکثیرشدهقطع

که حاوي قطعه سنس و اینترون ) pUC18:RNAi(حاصل 
تر وپرومهضم و بینPstIتوسط آنزیم استسنس و آنتی

S35کلم ویروس موزاییک گل(CaMV35S promoter)

Agrobacterium. )4شکل (شد وارد ocsترمیناتورو

tumefaciens در محیط حاوي سازه خاموشی ژن موردنظر
صورت شبانه کشت داده شد درجه به28دماي تحتو مایع 

محیط کشت حاوي باکتري . برسد8/0حدود ODتا به 
رسوب حاصل . شدسانتریفیوژ 13000دقیقه با دور 10مدت به
.رسید8/0حدود ODبه ورز حل اکادرصد س5محلولدر

ژن به آرابیدوپسیسانتقال
زده آرابیدوپسیس که به گلخانه منتقل شده بذور جوانه

بعد . هفته در شرایط رشد رویشی قرار گرفتند3دت بودند به م
در شرایط رشد ، رشد رویشی مناسببااز سه هفته گیاهانی 

. شودزایشی قرار گرفتند تا گلدهی یکنواخت در گیاهان ایجاد 
گروباکتري حاوي سازه اتلقیح گیاهان با ،هاقبل از بازشدن گل

ثانیه کل 20مدتبه، به این ترتیب کهشدانجام خاموشی ژن 
هوایی گیاهان آرابیدوپسیس در داخل محلول باکتري قرار اندام

پوششی ،پس از آن جهت حفظ رطوبت. )2شکل (داده شد
روز در تاریکی 2مدت روي گیاهان تلقیح شده قرار گرفت و به

ز پوشش روي گیاهان برداشته شد و ور2بعد از .گرفتندقرار 
ر گرفتند تا بذردهی کامل گیاهان در شرایط نرمال رشد قرا

آوري و جهت انتخاب گیاهان تراریخت بذور رسیده جمع. گردد
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.شدها استفاده از آن

)الف()ب()ج(
گیاهان تراریختآوردن دستآذین و بهوري گلاجراي روش غوطه) الف-2شکل

انتخاب اولیه گیاهان تراریخت با استفاده از محیط کانامایسین) ب و ج

انتخاب گیاهان تراریخت در محیط کشت
آرابیدوپسیس با استفاده از شاهدگیاهان تراریخت و بذور
دقیقه ضدعفونی 5مدت سدیم بهدرصد هیپوکلریت10محلول

شده سه سدیم بذور ضدعفونیوکلریتپجهت حذف هی. شد
بار تقطیر استریل شستشو و سپس بذور در مرتبه با آب دو

شده در محیط بذور ضدعفونی.شدندفضاي زیر هود خشک 
MS½ بیوتیک کانامایسین گرم بر لیتر آنتیمیلی50به همراه

شاهدهاي زنی بذور گیاهچهدو هفته بعد از جوانه. کشت شدند
. از تراریخت قابل تفکیک بودند

استخراج توکوفرول
Abbasiاستخراج توکوفرول به روش et al.,(2007)

نسبت به: طور خلاصه به این صورت استانجام شد که به
رابر حجمی آن شش تا هشت بمیزان بافت مورد استفاده

30دقیقه در دماي 10مدت متانول اضافه گردید و سپس به
سپس . و سانتریفیوژ گردیدگراد قرار گرفتندتیساندرجه 

حجم متانول به 4تا 2ی برداشته شد و مجددا یمحلول رو
رسوب اضافه شد و در شرایط مشابه تیمار گردید و با 

ی به محلول قبل اضافه گردید و جهت یفیوژ محلول رویسانتر
.گیري مورد استفاده قرار گرفتاندازه

توکوفرولگیري میزان اندازه
ستونو HPLCگیري توکوفرول از دستگاه جهت اندازه

C18مطابق روشAbbasi et al.,(2007) استفاده
هايآلفا و گاما توکوفرول در غلظتاستانداردهاي. گردید

تهیه شد و پس از تهیه نانوگرم 100و50، 20، 10، 5مختلف 
با ها منحنی استاندارد و مقایسه سطوح زیر منحنی نمونه

سطوح زیر منحنی استانداردها میزان توکوفرول مربوطه 
.محاسبه گردید

نتایج و بحث

HPTاي از ژن تکثیر قطعه

به HPTژن 301پرایمر پیشرو از جفت باز شماره 
BamHIاي انتخاب شد که داراي توالی آنزیم برشی گونه

باشد
(5’-
GGATCCTACAGGTTTTCTAGGCCTCAT.
ACAGT-3’)

نیز HPTژن 875و پرایمر برگشتی از جفت باز شماره 
باشدSalIنحوي انتخاب شد  که داراي توالی آنزیم برشی به

(5’-
.GTCGACGGTATATCCTTAAACAATGC.
AATAACGACA-3’).

،از آرابیدوپسیسcDNAو ساخت RNAپس از استخراج 
مورد HPTاي از ژن این دو پرایمر جهت تکثیر قطعه

الف نشان -3گونه که در شکل همان. ار گرفتنداستفاده قر
اي پلیمراز با استفاده از این دو داده شده است واکنش زنجیره

شود و جفت بازي می575پرایمر منجر به تکثیر یک قطعه 
در HPTژن . استتقریباً از وسط ژن موردنظر تکثیر شده 

اي جفت باز است اما از آنجا که بر1184آرابیدوپسیس داراي 
شود نیازي به تکثیر استفاده میRNAiخاموشی از تکنیک 

کل قطعه نیست، بنابراین از وسط ژن مذکور تکثیر صورت 
صورت دو رشته درآید و همچنین بهRNAگیرد تا بتواند می

.تر صورت گیردبا کوچکتربودن این قطعه انتقال ژن هم آسان
pBin:HPT:RNAiساخت سازه 

اي پلیمراز، به ناقل واکنش زنجیرهقطعه تکثیرشده در 
منتقل  و سپس به باکتري انتقال داده PCR2 -1حدواسط 

هاي منتخب انجام و هضم استخراج پلاسمید از کلون. شد
انتظار بر این بود که هضم آنزیمی . آنزیمی انجام شد

BamHI/SalI جفت بازي را نشان دهد575قطعات .
است یک قطعه ده شدهد نشان دا- 3طور که در شکل همان
و 10، 9، 5، 4، 3، 2، 1هاي شماره جفت بازي در ردیف575
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قطعه حاصل از روي ژل جدا شد و در .  شوددیده می11
سنس و سپس در جهت آنتی) ب-4شکل (جهت سنس 

که داراي (pUC-RNAi)در ناقل حدواسط ) ج-4شکل (
اسط ناقل حدو. جفت بازي بود قرار گرفت200یک اینترون 

سنس بود با آنزیم برشی که حاوي قطعه سنس، اینترون و آنتی
PstIبودن کلون باید هضم شد که که در صورت مثبت
طور همان. اي با اندازه مجموع این قطعات حاصل گرددقطعه

شود، هضم آنزیمی منجر به تولید که در شکل مشاهده می

جفت باز براي قطعه 575(جفت بازي شد 1350یک قطعه 
جفت باز براي 575جفت باز براي اینترون ناقل و 200سنس، 

جفت بازي حاصل از هضم 1350قطعه ). سنسقطعه آنتی
CaMV35Sبین پروموتراز روي ژل جدا و PstIآنزیمی 

قرار pBinناقل بیانی ocsویروس موزائیک کلم و ترمیناتور
بود که pBin:HPT:RNAiناقل نهایی ). ج-4(گرفت 

اگروباکتریوم باکتري ژن به آرابیدوپسیس به براي انتقال
.منتقل شدC58C1:pGV2260سویهینسشتومفا

،گرددجفت بازي می575منجر به تکثیر یک قطعه HPTآغازگرهاي . HPTاي پلیمراز با استفاده از آغازگرهاي واکنش زنجیره) الف-3شکل
نتایج تکثیر با آغازگرهاي پیشرو و برگشتی)د،محل اتصال آغازگر برگشتی) ج، محل اتصال آغازگر پیشرو)ب

قرارگیري ) ب،جفت بازي200مورد استفاده حاوي قطعه اینترونpUC18:RNAiناقلطرح) الف.pBin:HPT:RNAiساخت سازه - 4شکل
طرح ) د،pUC18:RNAiسنس در ناقل قرارگیري نسخه دیگري از ژن در وضعیت آنتی) ج،pUC18:RNAiژن در وضعیت سنس در ناقل

هضم آنزیمی به تولید یک ) يسنس ژن موردنظرحاوي قطعه سنس، اینترون و آنتیpBin:HPT:RNAiطرح سازه ) ـ، هpBinناقل بیانی 
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قطعه ). سنسجفت باز براي قطعه آنتی575جفت باز براي اینترون ناقل و 200جفت باز براي قطعه سنس، 575(جفت بازي منجر شد 1350قطعه 
.قرار داده شد) ل دشک(pBinناقل بیانی ocsویروس موزائیک کلم و ترمیناتور s35بین پروموتر جفت بازي حاصل از روي ژل جدا و 1350

شده از هاي انتخابارزیابی میزان توکوفرول در لاین
دارروي محیط گزینشی کانامایسین

در این بررسی بذوري که در محیط کشت حاوي 
بیوتیک رشد کردند احتمالاً واجد سازهآنتی

pBin:HPT:RNAiمقاومت به باشند که هم ژن می
مقایسه گیاهان شاهد و 2شکل (باشد کانامایسین را دارا می

و هم حاوي ژن دخیل در ) باشدتراریخت مؤید این مطلب می
در مسیر HPTچون ژن . هستندEمسیر بیوسنتز ویتامین 

مؤثر است و انتقال این سازه باعث Eبیوسنتزي ویتامین 
تراریختی این لذا براي تأیید ،گرددخاموشی این ژن می

گیاهان حاصل مورد بررسی قرار Eگیاهان میزان ویتامین 
) الف، ب و ج(5طور که در شکل در این بررسی همان. گرفت

طور که همان. نشان داده شده است، مورد بررسی قرار گرفت
توکوفرول در الفا میزان الف نشان داده شده است -5در شکل 

بیوتیک اوي آنتیگیاهان رشدکرده بر روي محیط کشت ح
25و ، 39، 34، 58، 70، 67، 68، 43هاي کانامایسین در لاین

. اندترتیب بیشترین کاهش را در مقایسه با شاهد نشان دادهبه
گیاهان در ب نشان داده شده است - 5طور که در شکل همان

بیوتیک کانامایسین رشدکرده بر روي محیط کشت حاوي آنتی
، 57، 31، 39، 34، 70، 67هاي لاینمیزان گاما توکوفرول در 

ترتیب بیشترین کاهش را در مقایسه نیز به58و 43، 48، 69
در مجموع تراریختی گیاه با . با شاهد به خود اختصاص دادند

منجر به بیشترین کاهش در میزان توکوفرول  کل HPTژن 
در 39و 34، 58، 70، 67، 68، 43هايترتیب در لاینبه

).ج-5شکل (یاهان شاهد گردید مقایسه با گ
عنوان یک گیاه مدل اهمیت زیادي گیاه آرابیدوپسیس به

مورد توجه قرار Eداشته و در تحقیقات مسیر سنتز ویتامین 
. (Collakova and DellaPenna. 2003b)داشته است 

بسیار اهمیت ) Eویتامین(در بیوسنتز توکوفرول HPTآنزیم
ژنیک شده بیان ترانسهاي انجامطبق بررسی. دارد

و هموجنتیسات (HPT)ترانسفراز هموجنتیسات فتیل
ترتیب اولین مرحله که به(HGGT)جرانیل ترانسفراز جرانیل

موجب ،دهندها را انجام میايلپهبیوسنتز در دولپه و تک
برابر در بذور و 15افزایش توکوفرول و توکوترینول تا 

استهاي آرابیدوپسیس، ذرت و کاهو شده برگ
(Young Sam Seo et al., 2011) .HPT ازHGA1 و

1. Homogentisate

PDP2 براي تشکیل اولین پرینیل کوئینول حدواسط در مسیر
Collakova and)کند بیوسنتز توکوفرول استفاده می

DellaPenna. 2003a) . چونHGA وPDP در سنتز
شوند و یل نیز استفاده میپلاستوکوئینون، فیلوکوئینون و کلروف

HPT که در نقطه انشعاب این مسیرها قرار دارد، آنزیمی
Collakova)آید شمار میکلیدي در مسیر توکوفرول به

and DellaPenna. 2003a).
کردن نقش ژن در یک مسیر بیوسنتزي براي مشخص

ها  تشدید بیان ژن و بررسی اثر آن روي میزان یکی از راه
راه دیگر در جهت تأیید نقش ژن در . باشدنهایی میمتابولیت 

مسیر بیوسنتزي این است که خاموشی ژن صورت گیرد و در 
تولید آن نقش ژن در صورت کاهش میزان متابولیت و یا عدم

ها، تشدید در اکثر پژوهش. مسیر بیوسنتزي مشخص گردد
مورد بررسی قرار گرفته و تأثیر آن را در گیاه HPTبیان 
یابد ها بیشتر آلفا توکوفرول تجمع میدر برگ. اندی کردهبررس

(Collakova and DellaPenna. 2003b) . بررسی با
منجر به 35S::HPT1/35S::γ-TMTهدف تشدید بیان 

ها گردیده است در برگEبرابري فعالیت ویتامین 2/3افزایش 
(Collakova and DellaPenna. 2003b) . در بذور بالغ

رود اما شمار میآرابیدوپسیس نیز گاما توکوفرول فرم غالب به
35S::HPT1/35S::γ-TMTدر آرابیدوپسیس تراریخته 

برابر 12میزان توکوفرول آلفا غالب بوده  و نسبت به شاهد 
HPTآنزیم . مشاهده گردیده استEافزایش ویتامین 

عنوان یک آنزیم کلیدي در مسیر بیوسینتز توکوفرول به
رسد که بتواند جریان را به نفع نظر میشود و بهسوب میمح

.Collakova and DellaPenna)توکوفرول تغییر دهد 

2003b) .ی که توسط پژوهشدرYoung Sam Seo et

al.,(2011)بیان اکتوپیک ژن هموجنتیسات انجام شد ،
افزایش اجرا شد و سببفرنگی فتیل ترانسفراز سیب در گوجه

در HPTآنزیم . شدفرنگی ها و میوه گوجهتوکوفرول در برگ
در این . بسیار اهمیت دارد) Eویتامین (بیوسنتز توکوفرول 

.شد(MdHPT1)از میوه سیب جدا HPTهمولوگ بررسی
هاي برگ. فرنگی انجام شددر گوجهmdHPT1تشدید بیان 

برابر 9/2تا 6/1برابر و 6/3تا 8/1حاوي T1ل سنهتراریخت
ترتیب بیشتر آلفا و گاما توکوفرول را نسبت به گیاه شاهد به

Young Sam Seo)دارا بودند et al., بیان . (2011
و HPTترانسفراز ژنیک هموجنتیسات فتیلترانس

2. Phytyl diphosphate
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جرانیل ترانسفراز که اولین مرحله هموجنتیسات جرانیل
دهند انجام میترتیب ها را بهايلپهبیوسنتزي در دولپه و تک

برابر در بذور و 15باعث افزایش توکوفرول و توکوترینول تا 
Young Sam)اندهاي آرابیدوپسیس ذرت و کاهو شدهبرگ

Seo et al., 2011).

هاي توکوفرول از برگ. شده از روي محیط کانامایسین و رشدیافته در گلداننمودارهاي مربوط به میزان توکوفرول در گیاهان انتخاب-5شکل 
از گیاهان آرابیدوپسیس تراریخت احتمالی که از روي محیط گزینشی کانامایسین انتخاب شده بودند در حال رشد رویشی در گلدان بودند و همچنین

دهد که و همچنین توکوفرول کل نشان میγ (AوToc -α(مقایسه میزان آلفا و  گاما توکوفرول. شاهد در همان مرحله جداسازي گردیدگیاهان
.میزان توکوفرول در غالب گیاهان انتخاب شده نسبت به شاهد کاهش داشته است

براي سنتز توکوفرول HPTبراي تعیین اینکه آیا فعالیت 
تحت تنش محدودکننده است یا نه، گیاهان تیپ وحشی و 

35S::HPT115در . مورد تنش قرار گرفته و آنالیز شدند
35S::HPT1هاي تیپ وحشی و روز تنش، هر دو برگ

هاي مرتبط غیرتنشی تجمع توکوفرول کل نسبت به کنترل
تحت 35S::HPT1هاي توکوفرول برگسطوح. دیده شد

افزایش . روز بود15برابر بیشتر از کنترل در طول 4تا 2تنش 

دیده، همبستگی هاي تنشتوکوفرول در تیپ وحشی
و فعالیت HPT mRNAداري با افزایش سطوح معنی

تنشی داشت هاي غیرنسبت به کنترلHPTاختصاصی 
(Collakova and DellaPenna, 2003b) .قیقات تح

گزارش شده است HPTبسیار کمی در جهت خاموشی ژن
تنها گزارش مربوط به خاموشی این ژن از طریق جهش 

در گیاه مناسب Eباشد که جهت مطالعات تأثیر ویتامین می
زنی بسیار نیست چون بذور این گیاهان موتانت قابلیت جوانه
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پایین داشتند لذا جهت رفع این مشکل در این تحقیق 
مورد استفاده قرار RNAiشی ژن به کمک سیستم خامو

مورد Eگرفت تا نقش این ژن در مسیر بیوسنتزي ویتامین 
شده در در این تحقیق گیاهان انتخاب. بررسی قرار بگیرد

محیط کانامایسین به گلدان منتقل شدند و از این گیاهان 
آرابیدوپسیس و گیاهان شاهد که در حال رشد در فیتوترون 

که در مرحله رشد رویشی نمونه گرفته شد و از آنجاییبودند 
گیاهان داراي سن یکسان بودند و از بافت یکسانی جهت 

برداري مورد استفاده قرار گرفته بود و همچنین میزان نمونه
شده براي شاهد و تراریخت احتمالی برابر مواد اولیه استفاده

دهد که مینتایج حاصل از آنالیز میزان توکوفرول نشان. بود
کاهش میزان . این سازه به گیاه انتقال داده شده است

توکوفرول کل در مقایسه با شاهد و همچنین نتایج کارهاي 
دهد که شده در فوق نشان میژن در کارهاي اشارهتشدید بیان

. باشددر گیاه مؤثر میEاین ژن در مسیر بیوسنتزي ویتامین 
شده است در گیاهان ج نشان داده- 5طور که در شکل همان

میزان توکوفرول در 39و 34، 70، 67، 68، 43انتخاب شده 
درصد نسبت به گیاه شاهد 82، و 84، 85، 86، 90، 96حدود 

دهنده تأثیر این ژن در مسیر کاهش نشان داده است که نشان
دهد باشد و از طرف دیگر نشان میمیEبیوسنتزي ویتامین 

یی در خاموشی این ژن در گیاه که این سیستم کارایی بالا
.دهدآرابیدوپسیس نشان می

، که vte2آرابیدوپسیسهاي از طرف دیگر چون موتانت
موتانت شده بود،  فاقد هر گونه توکوفرول HPTها ژن در آن

ها داراي مشکلاتی جهت بودند بذور حاصل از این موتانت
Sattler)زنی بودندجوانه et al., 2003, جهت رفع(2004

طور همان. این مشکل از این سیستم خاموشی استفاده گردید
، 67، 68، 43ج نشان داده شده است گیاهان -5که در شکل 

و 40، 35، 25، 14، 10، 6به ترتیب داراي 49و 64، 54، 52
باشند که نشان درصد توکوفرول کل گیاه شاهد می42
نی حاوي توان با این سیستم خاموشی، گیاهادهد میمی

هاي دست آورد و در بررسیبهEدرصدهاي متفاوت ویتامین 
فیزیولوژیکی بعدي مورد استفاده قرار داد تا مشکل 

حاصل از جهش با استفاده از vte2آرابیدوپسیسهايموتانت
Sattler)مواد شیمیایی در گیاه آرابیدوپسیس et al.,

2003, . نیز برطرف گردد(2004

سپاسگزاري
گروه زراعت و اصلاح نباتات پردیس کشاورزي و منابع از 

طبیعی دانشگاه تهران که امکانات و فضاي آزمایشگاهی 
قدردانی ،مناسب جهت انجام این تحقیق را در اختیار گذاشتند
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