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ي اندامهاطي مراحل نموي  CURLY LEAFساخت  شناسايي و بررسي بيان ژن هم
  (.Brassica nigra L)رويشي و زايشي در خردل سياه 

  1محسن اسدي خانوكي و *1، فرخنده رضانژاد1،2فرزاد گنجعليخاني حاكمي
  شناسي گروه زيستدانشگاه شهيد باهنر كرمان، دانشكده علوم، كرمان، ايران،  1

  جمن پژوهشگران جواناندانشگاه شهيد باهنر كرمان، كرمان، ، ايران 2

  2/10/97 :تاريخ پذيرش  31/2/97 :تاريخ دريافت

  چكيده

ي مؤثر در رويش، ژنها شناخت، صنعتي و دارويي مورد توجه است و تر و توليد انبوه دانه از نظر اقتصادي همواره رويش سريع
دهي  لبازدارنده گ به عنوانخود  مؤثرنقش  با CURLY LEAF (CLF)ژن . ارددهي و توليد دانه، ارزش بسيار زيادي د گل

 به دليل) (.Brassica nigra Lدر گياه خردل سياه  CLFساخت  در اين پژوهش شناسايي ژن هم. اهميت بسيار زيادي دارد
براي شناسايي اين ژن، . فتمورد مطالعه قرار گر ،خانواده بودن با گياه مدل آرابيدوپسيس و هم و صنعتي داروييمصارف 

RNA و براي بررسي بيان آن،  از برگ بالغ گياه در مرحله رويشيكلRNA  كل از برگ و رأس ساقه در دو مرحله رويشي و
، RT-PCR، با استفاده از آغازگرهاي طراحي شده و انجام فن cDNAزايشي و نيز از غنچه گل، استخراج و پس از ساخت 

نوكلئوتيدي تكثير و در بانك  665آمده، قطعه اختصاصي  به دستدر نتايج . آن مورد بررسي قرار گرفتشناسايي اين ژن و بيان 
خانواده  هاي هم  با گونه bnCLFژن مطالعه درخت فيلوژنتيكي نشان داد كه . گذاري شد امن) bnCLF )KT984485ژن با نام 

بررسي بيان ژن نشان داد . دارد Brassica rapaا با گونه خويشاوندي نزديك و بيشترين خويشاوندي ر (Brassicaceae)خود 
همچنين، در مرحله زايشي بيشترين ميزان . باشد بيان در برگ و رأس ساقه در مرحله زايشي بيشتر از مرحله رويشي مي ميزان كه

دهي  گلتوان  ميكردن آن،  خاموش بنابراين با شناسايي اين ژن و. بيان در غنچه گل در مقايسه با رأس ساقه و برگ مشاهده شد
  .تر كرد گياهان سريع برخيرا در 

  .bnCLF ،RT-PCRدهي،  خردل سياه، درخت فيلوژنتيكي، مهار گل :كليدي ه هايواژ

  frezanejad@uk.ac.ir :، پست الكترونيكي03431322090: نويسنده مسئول، تلفن *

  مقدمه

 مورد هاي يكي از پديده ،نهاندانگان در و دانه  گل تشكيل
از مطالعات اصلي شناخت همچنين  و شناسان علاقه گياه
. اشدب و نمو مي رشددخيل در نتيكي ي ژمكانيسمها

سه دهه گذشته منجر به  تحقيقات انجام شده در بيش از
زيادي شده است كه در تنظيمي و ي كليدي ژنها كشف
شركت توليد دانه   و زايي گل ريختفرآيندهاي اري از بسي
روي  عمده به طوراين تحقيقات  به هرحال،. )25( كنند مي

 Arabidopsis) آرابيدوپسيستعداد كمي از گياهان از قبيل 

thaliana) گل ميمون ،(Antirrhinum majus)  و اطلسي
(Petunia hybrid)  انجام شده كه از اين ميان گونه
گياه مدل  به عنوانپذيري  تطابق ليلبه د آرابيدوپسيس تاليانا

  .)12( اي دارد اهميت ويژه

 شامل دو دار گل اهانيگچرخه زندگي  دانه، شيپس از رو
آغاز  در اين ميان كه استي رويشي و زايشي نمو فاز
 و 12( باشد براي گياه ميمهمي ويژگي  ،دهي گليند فرآ
ه و وابست خود مختار( عوامل درونيبه فازهاي نموي  .)25
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) و بهاره شدن دوره نوري( و محيطي )به جيبرليك اسيد
 چندين مسير ژنتيكيداراي  وابسته هستند كه هر يك

زاد مهم  مسير درون همچنين، .)34( باشند مي پيچيده
 مسير سن شناخته شده است كه در كنترل به نام ديگري

اين مسير از عوامل رونويسي . سزايي دارددهي نقش ب گل
 كننده دك ريغ  RNA شده كه مهمترين آنمختلفي تشكيل 

كه بيان آن در مراحل اوليه رشد است  miRNA156 به نام
با افزايش سن گياه كاهش  به تدريجو  استرويشي زياد 

عوامل دروني و  درگير در عوامل اين مسير با ساير. يابد مي
 ،miRNA156با كاهش ميزان بيان محيطي ادغام شده و 

 .)37 و 36( يابد افزايش مي دهي ي محرك گلژنها بيان
 به طورا نيستند بلكه جديكديگر از  ي ژنتيكيمسيرها

يد تولتعيين زمان  كنترل سبب و ارتباطنددر  با هم يدشد
  .)32( دنگرد شرايط مناسب ميدر  ثليم

 ، با تغييرزايشيگذر از فاز رويشي به  ،شناسي از نظر ريخت
از تشكيل  ،نويهي جانبي ثامريستمهاو ساقه  رأسمريستم 

مريستم . )33( گردد مشخص ميآذين  به مريستم گل ،برگ
مستقيم به پريمورديوم گل تبديل شده و  طور بهيا آذين  گل

ي مريستمهاو يا در ابتدا توليد  شود يك گل ايجاد مي
 ي جانبي هرمريستمهاكند و سپس اين  مي ثانويه جانبي

 شود كيل ميتش آذين گلگل تبديل و  پريمورديومكدام به 
از چهار حلقه  ايها لپهتيپيك دوكامل ساختار گل . )16(

كاسبرگ، گلبرگ، پرچم و مادگي تشكيل مركز شامل  هم
 ي گل وابسته بهاندامها يك ازتشكيل هر  .)24( شده است

ي گل اندامهاي تعيين هويت ژنها ي متعددي است كهژنها
 جهشها از طريق مطالعه ژنها اينشناسايي . شوند ناميده مي

 به صورتآرابيدوپسيس و گل ميمون  گياهان در
جايگزيني نوعي اندام ( (Homeotic) دگرريختي هومئوتيك
 .مشخص شده است) ي ژنيجهشهابا اندامي ديگر طي 

معرفي  ،ABCكلاس ژني  3در  ژنها مجموعه اين ،اولين بار
شده و  امروزه اين مدل دستخوش تغييرات. )9 و 7( شدند

 ABC(DE)و مدل  شناخته شده استديگر دو كلاس ژني 
دهي، بر  اكثر تحقيقات در مورد گل كه شود ميمعرفي 

 از ،AGAMOUS (AG) .)35( محور اين كلاس ژني است
در تشكيل ، MADS-boxژن  به عنوانو  Cي كلاس ژنها

 بيان و با دخالت دارد 4و  3هاي  پرچم و مادگي در حلقه
 يافته جهشآلل  .ودش مادگي تشكيل مي SEPو  AGي ژنها

ي توليد مثلي اندامهاسبب تشكيل گل فاقد  آگاموس
ي ژنها از APETALA2 (AP2) .)10و  6، 1( شود مي

كاسبرگ  تشكيل در مؤثرنقش  علاوه بر Aمربوط به كلاس 
گل  2و  1هاي  حلقه AGدر سركوب ژن  و گلبرگ،

 )22( و همكاران Maes ،به هرحال. )10( دخالت دارد
ارتولوگ ژن  به عنوان PhAP2Aد كه ژن كردنگزارش 

AP2 نقش مهاركنندگي ژن كلاس  ،در گياه اطلسيC  در
 ژنها نقشعملكرد و را ندارد و بنابراين  2و  1هاي  حلقه

ژن  چند AP2 علاوه بر ژن .ها متفاوت است در بين گونه
 ،CURLY LEAF (CLF) ينامهابه  آرابيدوپسيسديگر 

STERILE APETALA (SAP) ،AINTEGUMENTA 

(ANT)  وSEUSS (SEU) كه سركوب ناسايي شدند ش
 جهش اين .)20و  13، 11، 8( معرفي شدند AGژن كننده 
 تغيير جزئي سبب ANT جز به ي سركوب كنندهژنها

در مادگي و پرچم  به به ترتيبكاسبرگ و گلبرگ 
ي اندامهاتشكيل  عدم به منظور .شود مي 2و  1هاي  حلقه

 2و  1 يها حلقهدر ل رويشي و مراح توليد مثلي در
 CURLY ژن. لازم است AGبيان ژن  كاهش ،زايشي

LEAF (CLF)، در و همچنينرا در اين مهار مهمي  نقش 
پروتئيني  اين ژن .)29 و 18 ،15( دهي دارد بازدارندگي گل

لوژي بالايي با محصول ژن حس كند كه همو را كد مي
 (Drosophila melanogaster)در مگس سركه چشايي 

ي گل اندامهاي متنوعي از قبيل همه بافتهادر و  )13( دارد
و  باريك برگها يافته جهششده و در حالت  بيان برگهاو 

داد پهنك برگ به سمت بالا در امتحركت ( پيچ خورده 
دهي نيز زودتر اتفاق  كوتاه و گل گرهها، ميان )محور طولي

و گل  ه طور عادي بيان شدهب AGژن همچنين . افتد مي
گلبرگ و  به جايدگرريختي هومئوتيك پرچم و مادگي را 

  .)13( دهد يمكاسبرگ نشان 
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 clf ي جهش يافتهبرگهادر  سلولهاد كاهش در ابعاد و تعدا
دهد كه اين ژن در تقسيم و اندازه ابعاد سلولي در  نشان مي

پروتئين اين ژن  .)19( زايي برگ دخالت دارد طي ريخت
و فعاليت هيستون متيل  CLF– PRC2كمپلكس با تشكيل 

 FLOWERING ژن كنندگي روي بياناثر مهارترنسفرازي، 

LOCUS T (FT) )ژن مسير دوره نوري كه باعث  ينمهمتر
 ژن و )شود دهي در پاسخ به افزايش طول روز مي آغاز گل

FLOWERING LOCUS C (FLC)  در غياب مسير بهاره
عدم سبب  مؤثركه اين واكنش خود عملكردي  ددار شدن،

 گردد نامساعد مي تشكيل گل در فصل و شرايط محيطي
 ليبا اتصال سه گروه مت مهاركنندگياين  .)30 و 18 ،14(

 H3 ستونيه 27شماره  نيزيل نهيدآمياس يرو
)H3K27me3 (يقوي تر ياثر مهاركنندگ و شود يم انجام 

يك ژن كد  FLC .)27 و 18( دارد FLCنسبت به  FT يرو
اين فاكتور كه  است MADS-boxرونويسي كننده فاكتور 

وصل شده و بيان آن را كاهش  FTبه جايگاه  يماًمستق
بيان اين  .)31( افتد مي يرتأخدهي به  گلدر نتيجه و  دهد مي

اين  يابد و شدن كاهش مي ژن در پاسخ به مسير بهاره
اي  ي پيچيدهمكانيسمهاوسيله  هسركوب، از طريق سرما ب

  .)12( شود تنظيم مي

 گياه اطلسي ،كه برخلاف آرابيدوپسيسشده است گزارش 
 ،PhCLF1ي نامهابه  CLF ارتولوگژن  داراي سه حداقل

PhCLF2  وPhCLF3 متفاوت  با يكديگر آنهابيان  و است
مشخص كردند كه  ژنها اينهمچنين با آناليز توالي . است

PhCLF1  وPhCLF2  ارتولوگCLF  وليهستند 
PhCLF3  ارتولوگ ژنEZA1  استگياه آرابيدوپسيس 

 11مطالعات جديد نشان داده است كه بيش از  .)23(
 CLFتوسط ژن  آنهاي آرابيدوپسيس، رونويسي ژنها درصد

مشخص حتي . )21(شود  ميي مختلف سركوب اندامهادر 
 يژنها با فعاليت مهاركنندگي بر ساير كه اين ژن شده است

 clf-28افته ي جهشو گياه  نقش مهمي دارد مراحل روياني
هايي با وزن زياد و بزرگ و محتواي روغني بسيار  دانه

. )21(كنند  بالاتري نسبت به تيپ وحشي خود توليد مي

و  RNA silencingبا استفاده از روش  شده انجام مطالعات
 را آرابيدوپسيس يده زود گل ،CLFژن  يساز خاموشبا 

اين ي كنندگي قوعمل مهاردهنده  نشانكه داده است  نشان
 .)2( است FTاز قبيل  دهي ي محرك گلژنها برژن 

 ،clf يافته جهش خاموش شده و انگياه همچنين در
فزايش ا FLCو  FTي ژنها بيان مشخص شده است كه

  .)18و  2( يابد مي

 Brassica nigraخردل سياه با نام علمي  ،گياه مورد مطالعه

L.  و نام انگليسيBlack mustard  از راستهBrassicales  و
خردل سياه  گونه. است )Brassicaceae( شب بوتيره 
ي برگها، سانتيمتر 120تا 80ارتفاع با  ساله يك ،علفي گياهي
 ميوه خورجين است و ي زردگلها، جام چليپايي ،متناوب

مصارف متنوعي دارد و اهميت اين گياه در طب سنتي . )5(
 33تا  23ي كه دارا باشد آن مي استفاده از دانه به دليلآن 

د ، اسي)مصارف صنعتي و تهيه صابون( درصد روغن
 ميرونات پتاسيم به صورتميرونيك، گلوكوزيد سولفوازت 

ارزش درماني  .است درصد موسيلاژ 20و يا سينيگرين
بيشتر  به مراتبه خردل سياه در استعمال خارجي پودر دان

آور، ضد اسكوربوت،  مقوي معده، قي( از مصرف داخلي
، تسكين دردهاي التهاب است و براي )دهنده يرونملين و 
رفع خفگي استفاده  دندان درد و، روماتيسمي عصبي،

  .)3( شود مي

مشخصات ژن  شناساييو  در اين پژوهش استخراج
است  دهي ژن بازدارنده گل ينمهمتركه  CLF ساخت هم

 ،همچنين .صورت گرفت (Brassica nigra) در خردل سياه
ساقه در دو فاز  رأسگ و مريستم بر ربيان اين ژن د
  .گل مورد بررسي قرار گرفتغنچه  نيز و رويشي و زايشي

  روشهامواد و 
بذر  ،از شركت پاكان بذر اصفهان :شت گياه مورد مطالعهك

تهيه گرديد و در  (Brassica nigra)خردل سياه گياه 
 با به ترتيب خاك، ماسه و كوكوپيتي حاوي يگلدانها
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پس از  .كشت شدند گلخانهايط در شر 1:1:2نسبت 
شناسايي ژن و  رويش، براي انجام مطالعات مولكولي

 20 ي بالغ گياهبرگهانمونه برداري از  ،CLF ساخت هم
  .صورت گرفت در مرحله رويشي روزه

طراحي آغازگرهاي مناسب،  به منظور :طراحي آغازگرها
و  خانواده همدر گياهان  CLF ساخت همي ژنها توالي

 Accession) آرابيدوپسيس از قبيل مورد نظراه گي همجنس

no: NM_001335847)، شلغم (Accession no: 

XM_009142214.2)كلزا ، (Accession 

no:XM_013831623.2) تربچه ،(Accession no: 

XM_018624785.1)  ياز بانك ژنو ساير گياهان NCBI 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)  با گرفته شدند و

 MUSCLEافزار آنلاين  استفاده از نرم
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) يهمتراز 

آمده و بر طبق  به دست نتيجه بر اساس. انجام شد تواليها
رنده ب شپيليگونوكلئوتيدي اآغازگرهاي  ،نقاط حفاظت شده

 GeneRunner 6.5 افزار نرمو برگرداننده با استفاده از 
سپس براي تشخيص مناسب بودن اين دو  وطراحي شدند 

 primer افزار نرمدر  ژنها به ديگر آنهاصال عدم اتو  آغازگر

blast  آغازگر. ندمورد بررسي قرار گرفت forward-CLF با 

5) يتوال -GTGGTCTCAAGTCGTGTTG-3  و (

reverse-CLF 5) يبا توال -

GCTCTCCTGTGTATTCCC-3 سنتز  .شدند يطراح (
و اين آغازگرها توسط شركت پيشگام صورت گرفت 

آغازگرهاي ليوفيليزه شده طبق دستورالعمل شركت سازنده، 
 10با غلظت  و براي تهيه محلول كاريآماده گرديد 

اضافه  10به  1آب ديونيزه به نسبت  ، به آغازگرهاپيكومول
  .شدند نگهداري -20مايدر فريزر با د و شد

با  CLFجهت شناسايي ژن  :Total RNAستخراج ا
 ,RNA (RibospinTM Plantاستفاده ازكيت استخراج 

GeneAll) ي برگهااز  كيت،ذكر شده در  دستورالعمل و

و براي تعيين  كل استخراج شد RNA ،روزه 20 بالغ گياه
از استخراج شده،  RNAحضور و كيفيت خلوص 

 با (BIO-RAD powerpac, USA) الكتروفورز افقي
درصد و  1ژل آگارز  مشاهده نوارهاي مربوطه روي

 NanoDropاه همچنين براي كميت و غلظت از دستگ

2000, Thermo Scientific™ استفاده شد.  

-RTو انجام واكنش  complementary DNAسنتز 

PCR: DNA به عنوان مكمل DNA  الگو براي انجامPCR 
استخراج  RNAاز روي  cDNAسنتز رشته اول . استلازم 
 RevertAid First Strand cDNA) با استفاده از كيتشده 

Synthesis Kit)  شركت فرمنتاز و آغازگرOligo (dT)18  به
پس از سنتز  .روش ذكر شده در كيت صورت گرفت

cDNA اي پليمراز براي تكثير  مرحله واكنش زنجيره
كه  بدين صورت ،شدمورد نظر انجام  ميليوني قطعه ژني

 1نانوگرم،  700با غلظت  cDNAميكروليتر  1حدود 
به هر كدام ( رگشتو ب رفتميكروليتر از آغازگرهاي 

شركت  PCRميكس  ميكروليتر مستر 10و )جداگانه صورت
به تيوب  (SinaClon PCR Master Mix, 2X) سيناكلون
هايت حجم نهايي با در ن و اضافه ليتري يليم 2/0ليوفيليزه 

تر رسانده و با پيپت كردن روليميك 20آب مقطر استريل به 
با استفاده از دستگاه ترموسايكلر  .كامل مخلوط شد به طور
 PTC (1148 MJ Mini Personal Termal Cyclerمدل 

BioRad, USA) زماني  با برنامه اي پليمراز يرهواكنش زنج
همچنين . فتصورت گر 1و دمايي ذكر شده در جدول 

 به نام از صحت انجام كار، دو ژن مرجعبراي اطمينان 

GAPDH  ي تواليهابا)F-GAPDH<5 - 

CAAGGACTGGAGAGGTGG -3 -Rو  <

GAPDH<5 - TTCACTCGTTGTCGTACC -3 و ) <

ACTIN 7 )rFACT<5 -

GCGTACTACTGGTATTGTGC-3 rRACT<5و  < - 

TCAGAGAATCAGTGAGGTCC-3  به عنوان) <
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با الكتروفورز  .)17 و 4( كنترل مثبت در نظر گرفته شدند
باند اختصاصي تكثير تعيين  درصد، 1افقي و ژل آگارز 

از  پس تعيين توالي، .گرديد بررسي PCRمحصول  شده

دو  به همراه، روي ژل آگارز از تخليص باند مورد نظر
شركت پيشگام توسط  ،برنده و برگرداننده پيشآغازگر 

  .شدانجام 
 RCRيي براي انجام دما و يزمانبرنامه  -1جدول 

 PCRبرنامه واكنش  دما زمان چرخه

  واسرشتگي اوليه  95  دقيقه 4  1

32  
  واسرشتگي ثانويه  95  ثانيه 30
  اتصال  55  يهثان 30
  طويل شدن  72  ثانيه 30

  طويل شدن نهايي  72  دقيقه 5  1
 

افزار  نرمبا  :)فيلوژنتيكي(تبارزادي  آناليزها و رسم درخت
با آمده  به دست تواليدرصد شباهت  ،BLASTآنلاين 
مورد بررسي قرار  ،ساير گياهان CLF ساخت همتوالي 

 MEGA 7 افزار نرمبا درخت فيلوژنتيكي همچنين . رفتگ
 Neighbor به نام روش مبتني بر فاصله و با استفاده از

joining  و بررسيBootstrap  به منظور(تكرار  1000با 

توالي . رسم گرديد) ها ايجاد حدود اطمينان براي شاخه
در پايگاه  Translateبا برنامه  پروتئين استنباطي اين ژن

ExPACy )https://web.expasy.org/translate ( مورد
 يهمرديفميزان شباهت و  و مقايسه ترجمه قرار گرفت

برخي از  CLF ساخت هم اين پروتئين با پروتئين توالي
  .)2جدول ( بررسي گرديد ClustalX 2.1 افزار نرمبا  گياهان

  .ي نوكلئوتيدي و رسم درخت فيلوژنتيكيتواليها يهمترازهاي گياهي مورد استفاده براي  ي گونهدسترس رهشما -2 جدول
  گونه گياهي  شماره دسترسي گونه گياهي  شماره دسترسي

XM_019327438.1Ipomoea nilXM_021028422.1Arabidopsis lyrata 
XM_008342074.2 Malus domestica NM_001335847.1 Arabidopsis thaliana 
XM_021777390.1Manihot esculentaXM_016108412.2Arachis duranensis 
XM_022293776.1Momordica charantiaXM_016346228.2Arachis ipaensis 
XM_010113494.1 Morus_notabilis XM_022718652.1Brassica napus 
AB098523.1 Petunia hybrida XM_018658650.1 Brassica rapa 
FJ917288.1 Physcomitrella patens XM_013781780.1 Brassica oleracea 
XM_002307237.2 Populus trichocarpa XM_020362128.1 Cajanus cajan 
XM_021968866.1Prunus aviumXM_010430986.2 Camelina sativa 
XM_018624784.1 Raphanus sativus XM_016714718.1 Capsicum annuum 
XM_015722002.1 Ricinus communis XM_004511853.2 Cicer arietinum 
NM_001335847.1 Solanum lycopersicum XM_011651023.1 Cucumis sativus 
NM_001302925.1 Solanum lycopersicum XM_017387231.1 Daucus carota 
XM_010532945.2 Tarenaya hassleriana XM_012998065.1 Erythranthe guttatus 
XM_007047257.2 Theobroma cacao XM_011465678.1 Fragaria vesca 
XM_017571943.1Vigna angularis XM_022127476.1Helianthus annuus 
XM_014665464.2 Vigna radiata XM_021419653.1Herrania umbratica 
  XM_021829524.1Hevea brasiliensis 

 

 براي :و آناليز آماري CLF ساخت همژن  بررسي بيان
 ،نظرمورد  ياندامهادر  CLF ساخت هم ژنبيان  مطالعه
RNA مرحله رويشي دو در ساقه رأسبرگ بالغ و  كل از 

 29( گلغنچه  نيز و) روزگي 25( زايشي و )زگيرو 15(

هاي RNAكيفيت و كميت  .استخراج گرديد )روزگي
آغازگرهاي  .استخراج شده مورد بررسي قرار گرفت

با توالي  rFCLF ينامهابه  مناسب براي بررسي بيان اين ژن

(5 -CACAAGCACTCTACGACATC-3  rRCLFو  (



 1399، 3، شماره 33جلد )                                                                          مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

375 

5( يبا توال -ATTGAGATACACCGATCAGC-3( 
اي  واكنش زنجيره cDNAپس از ساخت  .طراحي شدند

مشخص شدن بيان ژن  به منظور. پليمراز انجام شد
ي مورد نظر و همچنين كيفيت اندامهادر  CLF ساخت هم

 ودرصد  1با ژل آگارز از الكتروفورز  PCRمحصولات 
 CLFشدت باندهاي بيان ژن  ميزان براي سنجش نيمه كمي

 ImageJ افزار نرماز  با كنترل داخلي آنهانرمال سازي  و

1.51 (https://imagej.nih.gov/ij/index.html) استفاده شد 
و آزمون  SPSS v23افزار  ها با نرم آناليز آماري داده و

Duncan 05/0( خطاي با سطح احتمال < P(  صورت
 ي مختلف رسماندامهادر ميزان بيان آن و نمودار گرفت 
  .گرديد

  نتايج
 هايRNAآمده مربوط به الكتروفورز  به دستنتيجه 

ساقه  رأسروزه و برگ و  20از برگ گياه  استخراج شده
بر وجود  گل غنچه نيز ودر دو مرحله رويشي و زايشي 

و  rRNA 28s ،rRNA 18sهاي ريبوزومي RNAسه باند 
rRNA 5.8s اسب استدهنده كيفيت خلوص من نشان 

گاه غلظت خوانده شده با دست در همچنين .)1شكل (
بود و  بر ميكروليتر نانوگرم 700 غلظت بيش از ،نانودراپ

 .قرار داشت 2تا  8/1در محدوده  280به  260ميزان جذب 
 20كل گياه  RNAالكتروفورزي  تصوير ژلدر اينجا فقط 

  .روزه نشان داده شده است

گياه خردل سياه  CLF اختس همتكثير قطعه اختصاصي ژن 
و الكتروفورز محصول آن،  RT-PCRبا استفاده از فن 

جفت  665وجود باند اختصاصي در محدوده مورد انتظار 
آميز آغازگرها و برنامه  باز، نشان دهنده اتصال موفقيت

همچنين وجود باند . تكثير مناسب براي اين ژن بوده است
حت انجام نشان دهنده ص ACTIN 7و GAPDHژن مرجع 

   ).2شكل ( استآزمايش 

  
. ي استخراج شدهRNAالكتروفورزي  تصوير ژل -1شكل 

1(RNA روزه در مرحله رويشي 20ي كل برگ بالغ گياه .M ( نشانگر
  .SMOBIO 100bpمولكولي 

  
-RTطرح الكتروفورزي از تكثير قطعه اختصاصي توسط  -2شكل 

PCR .1 ( ساخت همدي ژن نوكلئوتي 665قطعه اختصاصي تكثير شده 
bnCLF .2 ( تكثير ژن مرجعGAPDH .3 ( تكثير ژن مرجع

ACTIN 7 .M ( نشانگر مولكوليSMOBIO 100bp.  
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نوكلئوتيدي  665و خوانش  PCRيابي محصول  نتايج توالي
نشان داد كه قطعه مورد  BLASTاين ژن و بررسي با برنامه 
. است CLFساخت  كننده ژن هم نظر مربوط به ناحيه كد

در  Translateوالي پروتئين استنباطي اين ژن با برنامه ت
 221به دست آمد كه اين پروتئين داراي  ExPACyپايگاه 

  ).3شكل ( استيدآمينه اس

  
توالي . ExPACyدر پايگاه  Translateآمده با برنامه  به دستدر خردل سياه  bnCLFتوالي نوكلئوتيدي و توالي پروتئين استنباطي ژن  -3شكل 

  .يشرو و پسرو با فلش مشخص شده استپ

، قطعه اختصاصي BLASTهمچنين در نتايج حاصل از 
 ساخت همي ژنها تكثير شده شباهت بسيار بالايي با ساير

CLF  در ديگر گياهان از جملهArabidopsis thaliana ،
Raphanus sativus ،Arachis ipaensis وIpomoea nil 

جدول (است  Brassica rapaدارد كه بالاترين شباهت با 
مقايسه با اين  در همپوشانيو درصد  يكسانيدرصد  ).3

 Eهمچنين ارزش . باشد ژن بسيار زياد و قابل توجه مي

كه است  01/0مشخص شده در جدول كمتر از حد مجاز 
تصادفي نبوده و نتايج پذيرفته  همپوشاني دهد نشان مي

بر وجود  بنابراين اين ميزان درصد شباهت خود گواه .است
 (Brassica nigra)در گياه خردل سياه  CLF ساخت همژن 

با شماره  bnCLFاست و اين توالي با نام اختصاري 
  .ثبت شد NCBIدر پايگاه  (KT984485)دسترسي 

  . اهانيگ ريبا سا اهيخردل س اهيدر گ bnCLFساخت  شده ژن هم ييشناسا يشباهت توال زانيم -3جدول 
  شماره دسترسي  نام گياه  درصد يكساني  يهمپوشاندرصد  Eارزش 
 Arabidopsis thaliana NM_001335847.1 93% 100%  صفر

  Brassica rapa  XM_009142214.2 99% 100%  صفر
  Raphanus sativus  XM_018624784.1 97% 100%  صفر

4e-107  %80 %80 Arachis ipaensis  XM_016346228.2  
3e-83  %77 %78 Ipomoea nil  XM_019327438.1  

  

 CLF ساخت هممربوط به ژن توالي فيلوژنيتيكي  بررسي
 MEGA افزار نرمبا  هاي گياهي برخي از گونه خردل سياه با

نشان  Neighbor joining به نام از روش مبتني بر فاصله 7
خردل سياه از نظر ژنتيكي، خويشاوندي  bnCLFداد كه ژن 

شكل (دارد  Brassica rapaنزديك با گونه گياهي بسيار 

توالي پروتئين اين ژن و مقايسه  يهمتراز همچنين در. )4
كه  )4جدول ( ونه مختلف گياهي مشخص شدچند گبا 

، Arabidopsis thalianaهاي  با گونهشباهت زياد 
Brassica rapa ،Camelina sativa، وIpomoea nil  دارد
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  .)5شكل ( ديده شد Brassica rapa يعني بو از خانواده شب  اي گونهبا  يكساني نيشتريب اما

  
و  Neighbor joiningبا گياهان ديگر به روش  CLF ساخت همميزان شباهت توالي نوكلئوتيدي ژن  ).فيلوژنتيكي(طرح درخت تبارزادي  -4شكل 

هاي  ي نوكلئوتيدي گونهتواليهاشماره دستيابي . خردل سياه در اين نمودار با فلش مشخص شده است bnCLFجايگاه قرارگيري . MEGA 7برنامه 
  .آمده است 2گياهي مورد استفاده در جدول 

  
 Brassica napusدر گياهان  CLFي پروتئيني ژن تواليهابا  bnCLF (AMR93351.1)سازي پروتئين  يفهم رد -5شكل 

(XP_022574373.1) ،Brassica rapa (XP_018514166.1) ،Arabidopsis thaliana (NP_001324816.1) ،Cucumis 

sativus (XP_011649325.1) ،Ipomoea nil (XP_019182983.1) ده از نرم افزار با استفاClustalX 2.1 .هاي گياهي مورد  انتخاب گونه
  .رفته استت تبارزادي صورت گمقايسه با استفاده از اطلاعات درخ
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  . اهانيگ ريبا سا اهيخردل س اهيدر گ bnCLFساخت  شده ژن هم ييشناسا ي پروتئينيشباهت توال زانيم -4جدول 
  شماره دسترسي نام گياه درصد يكساني همپوشانيدرصد Eارزش 

9e-153  %99 %96 Arabidopsis thaliana NP_001324816.1 

6e-168  %99 %100 Brassica rapa  XP_018514166.1  
1e-44  %66 %94 Brassica napus  XP_022574373.1  
3e-116  %99 %81 Cucumis sativus  XP_011649325.1  
4e-109  %99 %76 Ipomoea nil  XP_019182983.1  

  
در آن شدت  و CLFژن  بيانكه  ت بيان ژن نشان دادمطالعا

ي مختلف، متفاوت اندامهااز مراحل نموي و در يك هر 
فاز رويشي  به طي فاز زايشي بيان اين ژن نسبت. است

مقايسه با گل بيشترين ميزان بيان را در غنچه بيشتر بوده و 
 .)7و  6ي شكلها(دهد  ساير مراحل نموي نشان مي

شود كه ميزان  مشاهده مي رسم شده، ارنمودهمچنين در 
هر مرحله نموي  در نسبت به رأس ساقه برگدر  بيان

  ).7شكل (بيشتر است  متفاوت،

  
برگ بالغ ) 1. در خردل سياه CLF ساخت همميزان بيان ژن  -6شكل 

 25برگ بالغ ) 3روزگي رويشي  15ساقه  رأس) 2. روزگي رويشي 15
) 6غنچه گل ) 5. وزگي زايشير 25ساقه  رأس) 4. روزگي زايشي

در نظر  ACTIN 7كنترل مثبت، ژن  واكنشهادر تمامي . كنترل منفي
  .گرفته شده است

[]
[]

[]

0 20

0.40

0.60

0.80

1.00

اند
ي ب

نسب
ت 

شد
ان 

ميز

CLFبيان ژن 

  
در خردل سياه با  CLF  ساخت شدت نسبي بيان ژن هم -7شكل 

) Duncan )05/0 < P .(1و آزمون  ImageJ افزار نرماستفاده از 
) 3روزگي رويشي  15ساقه  رأس) 2. ي رويشيروزگ 15برگ بالغ 
) 5. روزگي زايشي 25ساقه  رأس) 4. روزگي زايشي 25برگ بالغ 

با حروف  ييميانگينها بودن و دار يحروف متفاوت نشانه معن .غنچه گل
  .ندارند يدار يتفاوت معن يمشابه از نظر آمار

  بحث
از  يسال گذشته اطلاعات قابل توجه 25در بيش از 

به شكيل گل در گياهان ي مولكولي و ژني تمهامكانيس
با وجود پيشرفت در شناسايي و تشخيص  آمده اما دست
 است كامل مشخص نشده طور هب، هنوز ژنها عملكرد نحوه

كنند  سطح مولكولي چگونه عمل ميدر  آنهاكه محصولات 
 ،فاز رويشي در .)25( باشند و داراي چند نقطه هدف مي

ي جانبي مريستمهاه توليد برگ و شاخساره ب رأسمريستم 
شاخساره تحت  رأستشكيل گل در مريستم پردازد و  مي

 12( استي محرك و بازدارنده ژنها اثر فعاليت بسياري از
سزايي در ه نقش ب ،ي بازدارندهژنها در اين ميان .)26و 

وضعيت رويشي شرايط محيطي و عدم تشكيل گل در 
 CLF (CURLY LEAF) ژنها يكي از اين .نامناسب دارند

در اين مطالعه براي شناسايي و درك . )23 و 13( است
در  CLF، ژن اندامهاصحيح از حدود بيان آن در برخي از 

گياه  CLF ساخت همژن  به عنوانسياه  گياه خردل
با شناسايي و . آرابيدوپسيس و ساير گياهان شناسايي گرديد

ن جفت بازي، حضور ژ 665توالي يابي قطعه اختصاصي 
به  (Brassica nigra)سياه  در گياه خردل CLF ساخت هم

 Accession)با شماره دستيابي  bnCLFاثبات رسيد و با نام 

no: KT984485) اهميت گياه خردل . در بانك ژن ثبت شد
و توليد ) تهيه صابون و روغن(سياه به جهت ارزش صنعتي 

 داروهاي گياهي باعث شده كه كاشت اين گياه از اين نظر
بودن با گياه  خانواده هممفيد واقع گردد و همچنين به دليل 
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مدل آرابيدوپسيس از نظر تحقيقاتي و آزمايشات مولكولي 
  .)28( مورد توجه است

آن به اتصال فاكتور رونويسي با  CLFاثر بازدارندگي ژن 
مجموعه . شود مي زآغا PRC2 به نام كمپلكس ديگري

CLF-PRC2 يتغيير فاز رويشسبب عدم  با فعاليت خود 
از جمله  CLF پروتئيندر حقيقت  .گردد به زايشي مي

فاكتورهاي مهمي بوده كه با عملكرد قوي اثر خود بر روي 
و اين گذر را به تأخير  استتشكيل گل مهاركننده  ،FTژن 
   .)18و  14، 2( اندازد مي

وجود شباهت بسيار بالاي توالي نوكلئوتيدي و توالي 
ا ساير گياهان نشان داد كه اين ژن از ب bnCLF پروتئيني

در  CLF ساخت همنظر توالي نوكلئوتيدي و پروتئيني با 
 Brassicaو  Arabidopsis thalianaمانند  اهانيگديگر 

rapa كه اين  نيز نشان داد يتيكنمودار فيلوژنو  مشابه است
بسيار  ينزديك ،ژن در خردل سياه، از نظر توالي نوكلئوتيدي

هاي  ديگر گونه CLF ساخت هموالي ژن با ت يزياد
و راسته  Brassicaceaeخانواده خود در تيره  هم

Brassicales كه اين توالي  احتمالبه  بنابراين. دارد
در گياه خردل سياه  CLFساخت  شناسايي شده، ژن هم

 گياهان ديگر در CLF ساخت هممانند ژن و است 
 كنندگي ديگر رو مها دهي نقش بازدارندگي گل ، خانواده هم
   .دارد را ژنها

 در مرحله زايشي وو بيان بالاي آن بيان اين ژن  مطالعه
كه ييد كند تواند تأ ميمرحله رويشي  نسبت بهگل  غنچه
 دارد و يمؤثرنقش دهي  در مرحله زايشي و گل CLFژن 
گر  اثر سركوب ،در اين مراحل پروتئين آن زياد احتمال به

قين اثر مهاري اين ژن را محق برخي. دارد AGروي ژن 
 .)29 و 23 ،13( گل نشان دادند 2و  1هاي  حلقه روي

گزارش شده است كه علاوه بر سركوب ژن آگاموس، بيان 
 به صورت SHOOT MERISTEMLESS (STM)ژن 

بنابراين با توجه . گردد سركوب ميمستقيم توسط اين ژن 
پر  فعاليت و نقش اين ژن ،به بيان آن در اين مراحل نموي

 CLFاز طرفي بيان كم ژن و  .)30و  18( تر شده است رنگ
 و 19( لازم است ژنها براي سركوب برخي ازدر طي نمو 

ي محرك ژنها بر CLF با توجه به نقش ژنبنابراين  .)21
توان با سركوب و خاموش  ، ميبازدارندگي آندهي و  گل

، كرد تر سريع بسياري از گياهان در دهي را گلآن، كردن 
سازي اين ژن درگياه  كه محققين با خاموش مان طوره

اين ويژگي از  و تر كردند دهي را سريع آرابيدوپسيس گل
و رويشي كوتاه كاشت گياهان با دوره نظر اقتصادي براي 

 در پايان يك فصل زراعيهمچنين توليد سريع دانه 
  .)2( باشد صرفهه ب تواند مي
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Abstract 

Growing faster and mass production of seed is always notable economically, 
industrially and pharmaceutically. Hence, the identification of the effective genes in 
growth, flowering and seed production is very valuable in the plants. The CURLY 
LEAF (CLF) is a key gene due to its important role in flowering inhibition. In this 
research, identification of CLF gene in black mustard (Brassica nigra L.), due to 
pharmaceutical and industrial consumption and its proximity to Arabidopsis model 
plant, was studied. For gene identification studies, the total RNA was extracted from the 
mature leaves in the vegetative stage. Gene expression was studied using extracted 
RNAs from leaves and shoot tips in both vegetative and generative stages as well as 
flower buds. Identification and expression were investigated after cDNA synthesis using 
the designed primers and the RT-PCR technique. The results confirmed a specific 
fragment of 665 nucleotides recorded in the gene bank as bnCLF (KT984485). The 
studies of phylogenetic tree showed that the CLF gene of the black mustard has a close 
relation with Brassicaceae family but the most homology was observed with Brassica 
rapa. The higher expression of CLF was observed in leaf and shoot tip at generative 
phase compared with vegetative phase. Further, the highest of expression amount was 
seen in floral buds in generative phase than leaf and shoot tip. Therefore, it seems that it 
is possible to accelerate flowering in some plants by identification and repression of this 
gene. 

Key words: Brassica nigra, Phylogenetic tree, Flowering repressor, bnCLF, RT-PCR. 


