
 1402، 4، شماره 36جلد                                                                    )       مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

7910.22034/CMR.2023.21DOI:                      893-404مقاله پژوهشي، صفحات 

در  FLOWERING LOCUS C (FLC) يان ژن ارتولوگبيابي و ميزان  جداسازي، توالي
  )Sisymbrium irio(خاكشير بدل هاي مختلف  اندام

  3زهرا بهمني و 2، رضا حيدري2، 1، فرزانه نصري*1فرخنده رضانژاد

  شناسي گروه زيستدانشگاه شهيد باهنر كرمان، كرمان،  ايران، 1
  شناسي گروه زيست گاه اروميه،دانشايران، اروميه،  2

  شناسي گروه زيستدانشگاه تبريز، ايران، تبريز،  3

  26/05/1401: تاريخ پذيرش  29/09/1400: تاريخ دريافت

  چكيده

نقش ، FLC ژن. باشند هاي مختلفي است كه تحت كنترل فاكتورهاي محيطي و دروني مي دهي نيازمند فعاليت ژن زمان گل تنظيم
بهاره شدن يك سازگاري طبيعي . كند مي مهاردهي را  ، گلبهاره شدنعنوان ژن هدف مسير  هبدارد و  دهي گلكليدي در گذر به 
دراين مطالعه، شناسايي و بررسي . يابنددهي پس از زمستان است تا گل و دانه در شرايط مطلوب محيطي نمو  براي تضمين گل

 ياختصاص يهاآغازگر. ساخته شد cDNA استخراج و اي  لپه هاي برگكل از  RNA. در خاكشير بدل بررسي شد اين ژنبيان 
 طول به نظر مورد  قطعه. دنديگرد ستفادها RT-PCR واكنش يو برا يطراح ،FLC ختسا هم هاي نژ يتوال ييراستا هم براساس

پروتئين استنباطي با  مقايسه. ثبت شد NCBI در پايگاه KT156751دسترسي   و شماره SiFLCبا نام  وشناسايي  ،نوكلئوتيد 449
با استفاده از ميزان نسبي بيان . ها بود در ساير گياهان، نشان دهنده شباهت زياد آن FLCساخت  هاي هم اسيد با پروتئين آمينو 150

در برگ ) 86(درصد بود، بالاترين ميزان  56- 86بين  ، ساقه و ريشه، برگ بالغبرگ جوان رويشي در  مرحله در ،روش نيمه كمي
در برگ مشاهده شد بويژه  ها در مرحله زايشي كاهش بيان در اين اندام .در ساقه مشاهده شد) 56حدود (ترين ميزان  ان و كمجو

كاهش  .درصد رسيد 31و به حدود  بالاتر بودهاي گل به نسبت  اما در غنچه) حدود يك درصد(كه ميزان بيان آن بسيار ناچيز 
مي تواند مربوط به تنظيم دهي،  تحريك گل گل، پس ازآن در دهي و افزايش  نده تحريك گلده بيان در برگ در فاز زايشي نشان 

  .دوباره آن و آمادگي براي مهار طي فاز رويشي باشد

  RT-PCR ،Sisymbrium irioدهي، تعيين توالي،  ، گلبرگ جوان، ساقه :كليديهاي واژه

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

  مقدمه
 رويداد يك دهد رخ مي شاخساره مريستم در كه گل تشكيل

 مستلزم دهي گل آغاز. است پيچيده تكويني و فيزيولوژيكي

ي  ها جوانه تمايز الگوي در اساسي تغييرات سري بروز يك
آذين  تشكيل مريستم گل به منجر كه است يي يا كناريانتها
براي انجام اين . گردد گل مي هاي اندام توسعه و ايجادو 

رشد  حداقلبرسد كه  دهي گل بلوغ به فرايند، ابتدا گياه بايد
 دوره وارد بتواند تا دهد انجام بايد گياه است كه رويشي

 گياهان هاي مختلف گونه در هايي دوره چنين. شود زايشي

كوتاه  بسيار دوره اين غلات در است براي مثال متفاوت
نباتات  اصلاح هاي روش با معمولاً باغي، گياهان در. باشد مي

 دوم مرحله. رسانند حداقل مي به را دهي گل بلوغ دوره

 در كه اين ويژگي بخصوص است دهي گل استعداد كسب

 اگر يعني. است درآمده سرمايي نياز صورت به معتدله مناطق

 كسب را دهي گل استعداد ،داده شود سرما گياه مقداري به

https://doi.org/10.22034/cmr.2023.2179
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توليدمثل جنسي موفق و  .)20و 15، 14( كرد خواهد
دار به توانايي  ها در گياهان گل دنبال آن نمو ميوه و دانه به
و آگاهي از تكوين گل . )27(ها در نمو گل وابسته است  آن
هاي اصلاح  براي انجام برنامههاي درگير در نمو آن،  ژن

دهي يكي از صفات  گلزمان . )10( باشد مفيد مينژادي 
كليدي در سازگاري گياهان است كه از اين طريق گياه 

 گرده افشاني و توليد بذر نمايد ،تواند در زمان مناسب مي
هاي موثر و كارا و  دهي براي توليد دانه كنترل زمان گل. )6(

 دار ي برگ براي كشت تابستاني محصولات دو ساله
شان برگ  در محصولاتي كه هدف از كشت. ضروري است

دهي منجر  خير در زمان گلااست ت )بيومس(توده  زيست يا
تحقيقات ژنتيك  .)30(شود  به رشد رويشي بيشتر مي

مولكولي در گياه مدل آرابيدوپسيس منجر به كشف تعداد 
ها شد كه در پاسخ به عوامل محيطي و دروني  زيادي از ژن

در  .)29و 3( شوند دهي مي باعث تنظيم زمان گل
، تركيبي از علائم ديگر لفآرابيدوپسيس و گياهان مخت

محيطي و دروني مانند دوره نوري روزانه، ساعت زيستي، 
خودگردان، جيبرليك اسيد، بهاره شدن، دما، ميزان قند و 

شوند تا سرنوشت مريستم راس شاخساره  سن، موجب مي
)SAM (اي گسترده از شبكه. از رويشي به زايشي تغيير كند

- و محيطي را درك مي هاي تنظيمي، اين عوامل دروني ژن

ترين زمان ممكن،  كنند و با گذر به گلدهي در مناسب
- تر گياهان ميباعث افزايش سازگاري و توليد مثل موفق

ي بسته به در گلدههاي دخيل  اين ژن .)4(شوند 
اند كه در تلفي قرارگرفتهعملكردشان در مسيرهاي مخ
ها به نام  ي گروهي از ژنرونهايت همه اين مسيرها با اثر 

 Floral pathway( مسيرهاي گلدهي هاي يكپارچه كننده ژن

integrator genes(هاي  ژن. كنند هي را كنترل ميد ، زمان گل
مسيرهاي گلدهي پس از فعال شدن به نوبه  يكپارچه كننده

 Floral identity(يت مريستم گل هاي تعيين هو خود ژن

genes (دهد را فعال كرده و گلدهي رخ مي)و 28، 21، 3، 1
نظير  دهي هاي يكپارچه كننده گل برخي از اين ژن .)40

CONSTANS (CO) ،GIGANTEA (GI) ،FLOWERING 

LOCUS T (FT) ،SUPPRESSOR of OVEREXPRESSION 

of CO1 (SOC1) ،LEAFY (LFY) ،APETALA1 (AP1) و ،
SEPALLATA (SEP) و برخي ديگر  دهي باعث تحريك گل

 FLOWERINGو  TERMINAL FLOWER 1 (TFL1)نظير 

LOCUS C (FLC) اطلاعاتي كه از  .شوند دهي مي مانع از گل
ن مدل به دست مطالعات بر روي فرآيند گلدهي در گياها

باعث فهم بهتر اين فرآيند در ساير گياهان  تواند آيد، مي مي
هاي محيطي، توليد مثل  پاسخ به نشانه .)33و 32(شود 

اساس . دنماي مي گياهان پيشرفته را با تغيير فصول همگام 
مورد  Brassicaceae طور مفصل در ها به پاسخ ژنتيكي اين

كه يك فاكتور رونويسي  FLC. مطالعه قرار گرفته است
 Arabidopsis دهي كند كه گل رمز ميرا   MADS قلمرو

thaliana   را در پاسخ به نشانه هاي فصلي كنترل
تا زماني كه رونويسي آن به طور پايدار با  ، FLCكند مي

ين در پاييز در معرض دماهاي پايقرارگرفتن طولاني مدت 
كند، يعني  دهي را سركوب مي يا زمستان سركوب شود، گل

اين استراتژي توليدمثلي . كند بهار محدود ميدهي را تا  گل
دهي را در زمان مناسب پس از زمستان طبيعي  كه گل

 شود ناميده مي) Vernalization(سازد بهاره كردن  ممكن مي
ره شدن يك صفت سازشي است كه نياز به بها). 25و 19(

دهي در شرايط  دهي قبل از زمستان، گل با مهار گذر به گل
به ) باند(با اتصال  FLC .شود مطلوب بهار را موجب مي

و كنند  هاي گلدهي را كد مي كننده هايي كه فعال ژن
در . كند ميدهي را مهار  رونويسي آنها، گذر به گل سركوب

يابد و  اهش ميك FLCي  mRNAسازي، سطوح طول بهاره
شود و به  طور پايدار سركوب مي سازي به پس از بهاره

شود  مي دهد هاي هدف اجازه رونويسي و گلدهي را مي ژن
 در ژنوم FLC محل اتصال 500بيش از  .)35و 23(

Arabidopsis thaliana  وجود دارد نشان دهنده اينكه FLC در
 .ديگر غير از بهاره شدن نيز نقش دارد) اعمال(مسيرهاي 

عنوان يك پروتئين مهاركننده  دهي، به در تنظيم زمان گل
هاي مهم  سازي ژن كند و عمدتاً با سركوب فعال عمل مي

 .)18و16(د كن عمل مي SOC1و FT د دهي مانن تحريك گل
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به طور پايدار توسط  FLC بيان ها،هايي كه توسط آن كانيسمم
. مورد بررسي قرارگرفته است سرما سركوب مي شود اخيراً

به تدريج در طول قرارگرفتن در معرض  FLC سركوب
طولاني مدت  دهد و قرارگرفتن در معرض سرما رخ مي
براي سركوب زمستان است  اي كه معمول چندين هفته

قرار گرفتن در معرض سرما براي . ورد نياز استپايدار م
و  FLC تواند منجر به سركوب نسبي تر مي هاي كوتاه دوره

بهاره شدن منجر به كاهش  .)23( .دپاسخ گلدهي ناقص شو
ين ژن، پس شود و كاهش در بيان ا مي FLCسطح رونوشت 
. )26( شود تر نيز حفظ مي به محيط گرم از بازگشت گياه

و جدايي زماني بين تيمار  FLCي  پايداري حالت مهار شده
ي سبب به وجود آمدن اين فرضيه شد ده سرما و آغاز گل

عمل  FLCژنتيك بيان  كه، بهاره شدن از طريق كنترل اپي
 كه است داده نشان ژنتيكي و مولكولي مطالعات .)9(كند  مي

 ، ژنبهاره سازي(كند  مي تنظيم را FLCاصلي  سيستم سه
FRIGIDA )FRI( روي همگي كه) خودمختار و مسير 

گذارند، براي مثال براي فعال سازي  ميتأثير  FLCكروماتين 
 ليزين 3 هيستون و استيلاسيون در متيلاسيون  ژن، بيان اين

 تغييراتي ژن، اين فعاليت از ممانعت براي و ،)H3K4(4 شماره

 صورت H3K9، 27متيلاسيون ليزين  دي مانند داستيلاسيون،

در گياه مدل آرابيدوپسيس با  FLCژن  ).23و 12(گيرد  مي
ي  و در ناحيه 5، روي كروموزم شماره 5Kbطولي بيش از 

اگزون  7اين ژن شامل .بالايي آن تعيين موقعيت شده است
هاي  تاكنون در بسياري از گونه .)33( اينترون است 6و 

اند كه  شناسايي شده  FLCساخت  هاي هم بو ژن خانواده شب
در كلم  BoFLC ،در كلزا BnFLCتوان  ها مي از جمله آن

)20(،BrFLC   در شلغم)20(، RsFLC  ،در تربچهSaFLC  در
 .را نام برد در خردل هندي BjFLCو  )7(خردل سفيد 

اي  هاي مروري انجام شده، هيچ گزارش منتشر شده بررسي
 Sisymbrium(در خاكشير بدل ناسايي اين ژن را در مورد ش

irio (نشان ندادبو  از تيره شب.  

  مواد و روشها

 ي از خانواده) .Sisymbrium irio L(شير بدل  گياه خاك بذر
دانشگاه شهيد باهنر كرمان  از) Brassicaceae( بو شب
پرليت در  يحاو يها بذرها در گلدان. آوري شد جمع

و  C˚25-23رت روز و شب اي با حرا شرايط گلخانه
كشت ساعت تاريكي  8ساعت نور و  16ي روشنايي  دوره
هوگلند داده  محلول غذايي ه ويك روز در ميانشدداده 

 يبرا .روزه خود را بگذراند 49ره رويشي شدند تا گياه دو
استفاده  يرتازه در مراحل ز يها از بافت يمطالعات مولكول

استفاده  FLCتوالي ژن اي براي تعيين   لپه هاي برگ: شد
دو  در يشه، ساقه و ر برگ براي مطالعات بيان ژن از. شدند

هنگام (و زايشي ) اي برگ لپه-روزگي4( يشيرومرحله 
- روزگي49(هاي گل  غنچه و نيز از )هاي گل غنچه تشكيل

ژن و  ييمرحله در شناسا اولين .استفاده شد )برگي14
اسب و استفاده از من  هايآغازگر يآن، طراح يانب ي مطالعه

 RT-PCR )Reverseيا  و PCR يها آنها در واكنش

transcription polymerase chain reaction (آنجاكه  از .است
نامشخص بود، در گياه مورد مطالعه ژن مورد نظر  يتوال

 ياهانگ يرموجود از سا يژن هاي يآغازگرها بر اساس توال
ژن  يتوالمنظور  ينبد. يدندگرد يهم خانواده، طراح

 )Accession no: JQ663617(در  FLCهمساخت 

Arabidopsis thaliana ،)Accession no: AY306125( 

Brassica oleraceae ،)Accession no: EF542803( Sinapis 

alba ،)Accession no: AB611009( Raphanus sativus ،
)Accession no: JX901141( Brassica napusاز بانك ژن ، 

NCBI )http://www.ncbi.nlm.nih.gov( رديفي هم. گرفته شد 
. صورت گرفت ClustalW2افزار  با استفاده از نرم ها يتوال

در ابتدا و انتهاي موجود،  ي براساس نقاط حفاظت شده
افزار  با استفاده از نرم ييآغازگرهاي ژن،  ناحيه كد كننده

GeneRunner ها  و سپس مناسب بودن آن يدندگرد يطراح
 يمورد بررس DNAMANو  BLAST افزار نرم ي يلهوس به

كه  يدگرد يطراحبه طريقي  آغازگرها). 2( قرار گرفت
ژن را  ي كدكننده ي يهطول ناحبيشترين  RT-PCRبتوان در 

استفاده  يتوال يينها جهت تع از محصول آن و دست آورد هب
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آغازگر (روي دو اگزون مختلف همچنين آغازگرهايي . كرد
ژن  از) 6و آغازگر برگرداننده اگزون  4ه اگزون پيش برند

براي بررسي ها  در نظر گرفته شد تا بتوان از محصول آن
 صحت از اطمينان براي همچنين .استفاده كرد FLCژن  بيان

در  .دشعنوان ژن مرجع استفاده  هبGAPDH ن ژ كار، انجام

قرار  يبيو محل تقر FLCژن  يك، طرح شمات1 شكل
نشان داده شده   برنده و برگرداننده ي پيشاگرفتن آغازگره

 1آغازگرها در جدول  ينام و توال ينهمچن. )33( است
شده توسط شركت  يطراح يآغازگرها سنتز .آمده است
  . صورت گرفت تكاپوزيست

  
  )Schranz et al., 2002برگرفته از (برنده و برگرداننده روي آن  و محل قرار گرفتن آغازگرهاي پيش FLCطرح شماتيك ژن  -1 لشك

  نام، توالي و كاربرد آغازگرهاي مورد استفاده -1جدول 
  نام آغازگر  )'3→'5(توالي كاربرد

  RT-PCR CCATGRGGAGGAAGAAAC FrFLCدرFLCژنبرنده آغازگر پيش

  RT-PCR CTAATWAAGTAGTGGGAGCGT RvFLCدرFLCژنآغازگر برگرداننده

  RT-PCR TAATGTAAGTGTCGGTTCCCTC Ex-frFLCدربيان ژنبرنده آغازگر پيش

  RT-PCR CTCCTCTTCCAGTAATTTCTCC Ex-rvFLCدرFLC بيان ژنآغازگر برگرداننده

 CAAGGACTGGAGAG GTGG  Fr-GAPDH مرجعFLC برنده ژنآغازگر پيش

 TTCACTCGTTGTCGTACC  Rv-GAPDH آغازگر برگرداننده ژن مرجع

  

-RT، از FLCت ژن همساخ يو جداساز ييشناسا براي

PCR روش ابتدا  يندر ا. يداستفاده گردRNA  كل، از
رشد  ي در مرحله) روزگي4برگي، 2( اي هاي لپه برگ

 ,RNA )Qiageneرويشي با استفاده از كيت استخراج 

RNeasy Plant Mini Kit, Germany ( بر طبق روش ذكر شده
 يابيحضور و ارز يبررس براي. در كيت استخراج شد

 ياسپكتوفتومتر يها از روش RNAغلظت  يينعخلوص و ت
 ينانومتر و الكتروفورز افق 280و  260 يها در طول موج

 يسپس از رو .)13( شد استفاده درصد 1ژل آگارز  يرو
mRNA موجود يها، DNA  مكمل)cDNA ( ، با استفاده از

 RevertAid First(شركت فرمنتاز  cDNAساخت  يتك

Strand cDNA Synthesis Kit(،طبق روش ذكر در كيت ، 
اين  از .شدالگو استفاده  DNAبعنوان  PCRدر  و از آن يهته

DNA يها همراه آغازگر هب الگو Fr-FLC و Rv-FLC  در
استفاده ) FLC(ژن هدف  ييشناسا يبرا، PCR  واكنش

ميكروليتر cDNA ،1ميكروليتر  2اين منظور  به .يدگرد
ر برگرداننده، درون ميكروليتر آغازگ 1برنده و  آغازگر پيش

 ,PCR )BIONEER, AccuPowerR PCR PreMixلوله ليوفيليزه 

Korea ( ريخته و با آب دوبار تقطير استريل) مخصوص
توسط  PCRميكروليتر رسانده و برنامه  20به حجم ) تزريق

 PTC (1148 MJ Mini Personal Termal ترموسايكلر مدل

Cycler BioRad, USA) مدت  گي اوليه بهو با مرحله واسرشت
گراد آغاز گرديد و با  درجه سانتي 95دقيقه در دماي  5

گراد  درجه سانتي 94چرخه با دماي واسرشتگي  37انجام 
مدت  گراد به درجه سانتي 52، دماي اتصال ثانيه 45مدت  به
مدت  گراد به درجه سانتي 72دقيقه و دماي طويل شدن،  1
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مدت  به نهايي شدن دقيقه ادامه يافت و با مرحله طويل 1
پس  .گراد به اتمام رسيد درجه سانتي 72دقيقه در دماي  10

درصد  1، كيفيت محصول برروي ژل آگارز PCR از انجام
 محصول كيفيت و حضور ،PCR انجام از پس .بررسي شد

تخليص و منظور  به. شد بررسي درصد 1آگارز ژل روي
 PCR، 30 يقژن از طر ي شده يرتكث ي قطعه يتوال يينتع
از  يكروليترم 20به همراه  PCRاز محصول  يكروليترم

و برگرداننده به شركت  برنده يشپ يآغازگرهاهريك از 
نتايج حاصل از تعيين توالي . )34( فرستاده شد تكاپوزيست
رديف شده  هم ClustalWو  BLASTهاي  افزار ابتدا با نرم

خي از هاي بر اي استنباطي و توالي وسپس توالي اسيد آمينه
با استفاده از  NCBIموجود در بانك ژن  FLC هاي ارتولوگ

 Parsimony Treeبا روش  MEGA 6.06 (6140226)افزار  نرم
براي مطالعه بيان . بررسي شدها  آن مقايسه و ميزان شباهت 

 2(برگ، ريشه و ساقه در مراحل رويشي كل از  RNAژن، 
و  )روزگي 49برگي،  14(و زايشي ) روزگي 4برگي، 

 RNAبا استفاده از محلول استخراج همچنين از گل 
)GeneAll, RiboEx, Total RNA isolation solution, Korea( 

استفاده از اين محلول استخراج براساس دستورالعمل و 
 .گرفت قرار بررسي مورد شده كميت استخراج و كيفيت .شد

انجام و با استفاده از آغازگرهاي بيان،  cDNAساخت  سپس
ديگري كه  PCRواكنش  .شد انجام پليمراز اي زنجيره اكنشو

و  Fr-GAPDHعنوان الگو و آغازگرهاي  به  cDNAدر آن از 
Rv-GAPDH  و برنامه بيان)Expression ( استفاده شد انجام

 مشخص منظور به .شد تا صحت انجام آزمايش را تاييد كند

رز ، از الكتروفورز با ژل آگاFLCارتولوگ  ژن بيان شدن
،  PCRپس از اتمام واكنش.. يك درصد استفاده شد

 با UVر اين ژل زير نوبارگيري و از وي ژل ر PCRمحصول
. شدعكس گرفته  UV-transiluminator ه دستگا استفاده از

، و استفاده از ژن خانه Image Jافزار  سپس با استفاده از نرم
ش براي سنج .كمي شد بطور نسبي ميزان بيان ژندار  نگه 

نيمه كمي ميزان شدت باندهاي بيان ژن مد نظر و 
، ImageJها با كنترل داخلي با استفاده از  سازي آن نرمال

شدت باندهاي ژن مورد مطالعه و كنترل داخلي با نرم افزار 
هاي مورد   پس از انجام پردازش بر روي داده. محاسبه شد

 ازه مطالعه نسبت به كنترل داخلي، آناليز آماري با استفاد

 اطمينان بيضر با وSPSS افزار  نرم توسط دانكن آزمون

 از استفاده با نمودارها و گرفت قرار سهيمقا مورد درصد95

 RT-PCR شاتيآزما در .شدند رسم Excel 2007 افزار نرم
 ).13( شد گرفته نظر در تكرار سه

  نتايج
 RNAنتايج نشان داد كه حضور سه باند پررنگ مربوط به 

 RNAكيفيت مطلوب  ي مي، نشان دهندههاي ريبوزو
  .)2شكل (است  RT-PCRاستخراج شده براي انجام 

  
هاي  كل استخراج شده از برگ RNAفورزي رخ الكترو نيم -2شكل

كل داراي سه باند  RNA: 1. ي رويشي در مرحله) .S. irio L(اي  لپه
نشانگر مولكولي : 5.8s .Mو  28s ،18sهاي ريبوزومي RNAواضح 

DNA 1kb )Fermentase(  

استفاده  RT-PCRكل از آن در  RNAپس از استخراج 
عنوان الگو و  به cDNAكه در آن از  PCRواكنش . گرديد

 Complete CDS برنامه  و Rv-FLCو  Fr-FLCآغازگرهاي 
كه  شد تك باند اختصاصياستفاده گرديد، منجر به تكثير 

وجود ). 3شكل(باشد  نوكلئوتيد مي 500در محدوده حدود 
اختصاصي نشان دهنده طراحي مناسب پرايمرها و  تك باند

ظاهر ساده، گاهي  با وجود. ها استاختصاصي بودن آن
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تواند بسيار چالش آفرين طراحي يك پرايمر مناسب مي
زيرا زماني كه يك ژن براي نخستين بار شناسايي ؛ باشد
تواند مي ′3شود، وجود حتي يك باز نامناسب در ناحيه مي
  .گردد PCRعث عدم موفقيت با

هاي خوانده  براي بررسي صحت خوانش هر يك از توالي
برنده و برگرداننده، همرديفي  شده توسط آغازگرهاي پيش

انجام گرفت  BLASTاين دو توالي با استفاده از نرم افزار 
رديفي،  هم نتايج .آمده است 4ي آن در شكل  كه نتيجه

هاي خوانده شده  درصدي رشته 87شباهت   دهنده نشان
  .برنده و برگرداننده بود توسط آغازگرهاي پيش

برنده و  ي پيش در نهايت، پس از بررسي دو رشته
برنده بر  ي پيش برگرداننده و اصلاح بعضي نقاط رشته

برنده كه جهت آن  ي پيش ي برگرداننده، رشته اساس رشته
) NCBI(ها  ، براي ثبت در پايگاه دادهاست '3→'5صورت  به

توالي خوانده شده . آمده است 5آماده شد كه در شكل 
  . مربوط به توالي هر هفت اگزون است) نوكلئوتيد 449(

، شباهت بسيار بالاي اين توالي را BLASTنتايج حاصل از 
در گياهان ديگر  FLC  )همساخت( ارتولوگهاي  با ساير ژن
هايش در  ميزان شباهت اين قطعه با همساخت. نشان داد

و  Brassica rapa: ي شب بو به اين شرح است دهخانوا

Brassica napus 89% ،Sinapis alba 88% ،Eutrema 

salsugineum 87% ،Arabidopsis lyrata 86% ،Arabidopsis 

halleri 85 .% بنابراين اين توالي مربوط به ژن همساخت
FLC  در گياه خاكشير بدل)Sisymbrium irio (است.  

  
 ي ، نشان دهندهRT-PCRلكتروفورزي محصول رخ ا نيم -3شكل 

 نوكلوئيدي 450 حدودباند  :SiFLC. 1ي مورد نظر از ژن تكثير ناحيه 
  برگرداننده و FrFLC  برنده پيش سنتزشده با استفاده از آغازگرهاي

RvFLC  و برنامهcDNA-Conserve .M:  نشانگر مولكوليDNA 

1kb )Fermentase.(  

Score  Expect  Identities  Gaps  Strand  

340 bits (184)  5e‐98  263/302 (87%)  1/302(0%)  Plus/Plus 

         
Query  95   GACGCATCCGTCGCTCTTCTCGTCGTCTCTGCCTCGGGAAAGCTCTACAGCTTCTCCTCC  154 
            ||||||||| |||||||||| ||||||||||||||||||||||| ||||||||||| ||| 
Sbjct  68   GACGCATCCATCGCTCTTCTAGTCGTCTCTGCCTCGGGAAAGCTATACAGCTTCTCGTCC  127 
 
Query  155  GGGGATATGGTGGTCAAGATCCTTGATCGATATGGAAAACAACATGCTGATGATCTTAAA  214 
            |||||||   ||| ||||||||||||||| |||  ||||||||||||||||||| ||||| 
Sbjct  128  GGGGATAACCTGGGCAAGATCCTTGATCGGTATTTAAAACAACATGCTGATGATTTTAAA  187 
 
Query  215  GCTTTGGATCGTCAGTCAAAAGGTCTGAACTACGGCTTACACCATTAGCAACTGCAAGTT  274 
            || |||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||| | ||| |||| || || 
Sbjct  188  GCCTTGGATCGTCAGTCAAAAGGTCTGAACTACGGTTTACACCCTGAGCTACTGGAAATT  247 
 
Query  275  GTGGAAAGCATGCTTTTGGATTCCAATGTTGGTAATGCAAGTGTCAATTCCCTCACGTT-  333 
            |||||||||| ||||||||| || ||||||||||||| ||||||| ||||| |||      
Sbjct  248  GTGGAAAGCAAGCTTTTGGAATCAAATGTTGGTAATGTAAGTGTCGATTCCGTCATTCAG  307 
 
Query  334  CTGGAGGATCACCTTGATAAAGCCCACTACGAAATTGGAGCGAGGAAGACCGACCTGAAG  393 
            |||||||||||||||||||| |||| || || |||| |||| |||||||| || |||| | 
Sbjct  308  CTGGAGGATCACCTTGATAACGCCCTCTCCGTAATTAGAGCTAGGAAGACAGAACTGATG  367 
 
Query  394  TT  395 
            || 
Sbjct  368  TT  369 

  
  BLAST ي توسط برنامهRv-FLC و  Fr-FLCشده توسط آغازگرهاي  خوانده  برنده و برگرداننده دو توالي پيش همرديفي نتايج - 4شكل
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5ʹCTCGTCCGCTTTCCCGACGCTGTGACGCATCCATCGCTCTTCTAGTCGTCTCTGCCTCGGGAAAGCTATACAG
CTTCTCGTCCGGGGATAACCTGGGCAAGATCCTTGATCGGTATTTAAAACAACATGCTGATGATTTTAAAGCCT
TGGATCGTCAGTCAAAAGGTCTGAACTACGGTTTACACCCTGAGCTACTGGAAATTGTGGAAAGCAAGCTTTT
GGAATCAAATGTTGGTAATGTAAGTGTCGATTCCGTCATTCAGCTGGAGGATCACCTTGATAACGCCCTCTCCG
TAATTAGAGCTAGGAAGACAGAACTGATGTTGAAGCTTGTCGAGAACCTTAAAGAAAAGGAGAAATTGCTGA
AAGAGGAGAACCAGGTTTTGGCTAGCCAGATGGAGAAAAATAATCTCGTCAGAGCCGAAGCTGATAATATGG
AGATTCACCCG-3ʹ  

 .NCBIدر پايگاه ) .S. Irio L(در گياه خاكشير بدل FLC ساخت  توالي ثبت شده از ژن هم -5شكل

N-Terminal 
ARPLSRRCDASIALLVVSASGKLYSFSSGDNLGKILDRYLKQHADDFKALDRQSKGLNYGLHPELLEIVESKLLESN
VGNVSVDSVIQLEDHLDNALSVIRARKTELMLKLVENLKEKEKLLKEENQVLASQMEKNNLVRAEADNMEIHP- C- 
Terminal 

  S. Irioدر SiFLC توالي پروتئين استنباطي بخش تعيين توالي شده از ژن -6شكل

بيشترين شباهت  Brassica rapaدرصدي آن با  89شباهت 
 NCBIاين ژن در بانك ژن . توالي اين ناحيه از دو ژن است

 )Accession Number( ي دسترسي و شماره SiFLCبا نام 
KT16751 به اينكه اين ناحيه از ژن  باتوجه. ثبت گرديد
 1توالي اگزون (اگزون است  7طور تقريبي مربوط به هر  به

توان توالي  ، مي )شوند به طور ناقص مشاهده مي 7و 
. دست آورد اين قطعه از ژن را به  وسيله پروتئين كد شده به

اسيد آمينه  150از اين توالي پروتئين استنباطي كه داراي 
هت بررسي شباهت آن با ساير است در مراحل بعدي ج

  )6شكل (استفاده گرديد  SiFLCساخت  هاي هم پروتئين

منظور بررسي نواحي حفاظت شده و همچنين ميزان  به
، FLCهاي  ساخت با ساير هم SiFLCشباهت محصول ژن 

ها در  ساخت توالي پروتئين استنباطي آن با توالي ساير هم
هاي  ساخت ز هم، توالي پروتئين برخي ا هاي ديگر گونه
FLC  از سايتNCBI رديفي  دريافت شد و پس از هم
 ها با توالي نقاط مشترك آن Clustalw2ي  برنامه ي وسيله به

شكل (مشخص و مقايسه گرديد  SiFLCپروتئين استنباطي 
ساخت آن در  با هم SiFLCپروتئين  BLAST ي نتيجه ).7

Brassica rapa  درصدي نشان داد كه نشان 81شباهت 
همچنين درخت فيلوژنتيكي  .دهنده بالاترين شباهت است

ها با استفاده از  اين پروتئين) همولوژي(مربوط به شباهت 

رسم شد  Parsimony Treeبه روش  MEGA 6نرم افزار 
  ).8شكل (

هاي مختلف گياهان در مراحل نموي  در اندام SiFLCبيان 
. دبررسي گردي) روزگي 49( و زايشي ) روزگي 4(رويشي 

نوكلئوتيدي را  119 ي تكثير قطعه RT-PCRنتايج حاصل از 
 377ي  ها و قطعه در برخي از اندام SiFLCبراي ژن 

ها،  در تمامي اندام GAPDHنوكلئوتيدي را براي ژن مرجع 
 جينتا. است آزمايش امانج صحت دهنده نشان داد كه نشان

 مرجع ژن انيب زان نسبييم كه داد نشان جينتا. كه  داد نشان

ي رشد رويشي  هاي مورد مطالعه در هر دو مرحله در اندام
هاي مختلف  ميزان نسبي بيان در اندام. بود كسانيو زايشي 

در برگ، ساقه و ريشه در ، FLCنشان داد كه ميزان بيان ژن 
ها در مرحله  مرحله رويشي بيشتر از ميزان بيان همين اندام

هاي هر دو  اندامدر  مرجع ژن انيب زانيم كه. زايشي است
ميزان نسبي . بود كسانيي رشد رويشي و زايشي  مرحله

، FLCبيان در اندامهاي مختلف نشان داد كه ميزان بيان ژن 
در برگ، ساقه و ريشه در مرحله رويشي بيشتر از ميزان 

در مرحله . بيان همين اندامها در مرحله زايشي است
در برگ بويژه (رويشي نيز، ميزان نسبي بيان در برگ 

و ريشه نسبت به ساقه بالاتر مشاهده شد ) جوان
   ).10و  9هاي  شكل(
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با استفاده از  هاي ديگر در گونه FLCساخت  هاي هم برخي از پروتئين و S. Irioدر  SiFLCمقايسه توالي پروتئين استنباطي  -7شكل 
هم (هاي آمينواسيدي مشابه هم، حفاظت شده  ريشه  نشان دهندهترتيب  در زير هر ستون، به(.) و (:) ، (*)علائم . Clustalw2  برنامه

  .باشد ، ميرديف شده هاي هم و نيمه حفاظت شده در تمام توالي) خانواده

  

   

 برگ: 1: ترتيب عبارتند از بهها  شماره. در خاكشير بدل ي نموي رويشي و زايشي هاي مختلف طي دو مرحله در اندام SiFLCبررسي بيان ژن  -9شكل 
ها  در تمامي واكنش. ريشه رويشي: 8ريشه زايشي،  :7گل، : 6ساقه رويشي، :  5ساقه زايشي، : 4. برگ بالغ رويشي،: 3برگ جوان رويشي، : 2زايشي، 

  .عنوان كنترل مثبت در نظر گرفته شده است به GAPDHبيان ژن 
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 Parsimonyبه روش  MEGA 6با استفاده از نرم افزار  ي مختلفها در گونه FLCهاي همساخت  پروتئين) شجره نامه(درخت فيلوژني  -8شكل 

Tree . در اين شكل علامت پيكان ژنSiFLC  درS. Irio دهد را نشان مي  

  
حروف متفاوت . )P<0.05(و آزمون دانكن  Imagejافزار  با استفاده از نرم S. Irio مختلف در هاي در اندام SiFLCبيان ژن شدت نسبي  -10شكل
 - 4برگ بالغ مرحله رويشي،  -3برگ جوان در مرحله رويشي، - 2برگ در مرحله زايشي،  -1: ترتيب عبارتند از بهها  شماره .استدار بودن  عنينشانه م

  .رويشيريشه مرحله  -8، زايشيريشه مرحله  -7گل،  -6رويشي، مرحله ساقه  -5ساقه مرحله زايشي، 
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  بحث و نتيجه گيري
 هايسيرم متفاوت هاي سيگنال هك رسد مي ذهن به سوال اين

 ادغام چگونه دارند پوشاني هم هم با كه دهي گل عمده

 كه حالي در شود؟ اتخاذ واحد نموي تصميم يك تا شوند مي

 اما بگذارند تاثير دهي به گل گذر روي است ممكن ژن صدها

 ژن دو و FT نبيا نهايي مقدار به گل تصميم زمان ايجاد

 هم روي. دارد ستگيب  LFY و SOC1 (AGL20) ، ديگر كليدي

گلي  مسير ساز پارچه هاي يك ژن ژن، سه به اين رفته
 يك متفاوتي هاي روش به مختلف مسيرهاي) 39(گويند  مي

دهي  گذر به گل .)10(كنند  مي كنترل را گلي سازي پارچه
يك تغيير نموي مهم براي به حداكثر رساندن موفقيت 

. ي زندگي نهاندانگان است توليد مثل جنسي در چرخه
هاي بسياري در مسيرهاي ژنتيكي مختلف، فرآيند گذر  ژن

ز ا FLCها ژن  از بين آن. كنند دهي را كنترل مي به گل
، نقش مهمي را  MADS-boxخانواده فاكتورهاي رونويسي 

بخش اعظم اختلاف در آغاز   .كند ايفا مي دهي در مهار گل
 FLCو  FRIي تنوع آللي در دو لوكوس  وسيله دهي، به گل

در  FLCو  FRIاز آنجا كه تنوع آللي . شود ايجاد مي
هاي مختلف آرابيدوپسيس بسيار معمول است،  اكوتيپ

دهي،  هاي اثرگذار بر زمان گل ها لوكوس هاي آن ساخت هم
متضاد با  )36و 12(اند  در ساير گياهان درنظر گرفته شده

شدن به ميزان  دهي، بهاره ها در مهار گذر به گل نقش اين ژن
 .)38(برد  دهي را از بين مي زيادي تاخير در آغاز گل

 توانايي ايجاد در قدم ولينا عنوان به شدن بنابراين بهاره
اختصاصي حاصل   تك باند .)7(كند  مي عمل دهي گل براي

اول بيانگر طراحي  ي در درجه روي ژل آگارز RT-PCRاز 
ها و مناسب بودن غلظت مواد  و عملكرد صحيح آغازگر

مناسب  PCR ي چنين برنامه هم. است PCRبكار رفته در 
از جمله عوامل موفقيت در كسب ) بخصوص دماي اتصال(

با استفاده  RT-PCRواكنش  .)31(تك باند اختصاصي است 
تكثير  ي قطعه ، وجوداي استخراجي از برگ لپه RNAاز 
خاكشير بدل  FLC، بعنوان ژن نوكلئوتيد 449ول  طه با شد

در بانك ژن  SiFLCبا نام  KT156751دسترسي   شمارهبا 
ژن  ي كد كننده ي طول اين قسمت از ناحيه. شد ثبت

، )8(در آرابيدوپسيس تاليانا  ،FLCساخت  همارتولوگ يا 
،  )7(، خردل سفيد )37(، كلزا )32(آرابيدوپسيس هالري 

ردل هندي ، شلغم، خردل سياه، خردل زرد و خ)22(كلم 
ي  قطعهاين  .نوكلئوتيد گزارش شده است 449، )24(

در   زوناگ 7، مربوط به هر  FLCساخت  يابي شده هم توالي
ترين توالي نوكلئوتيدي به  نزديك. باشد خاكشير بدل مي

SiFLC  مربوط به گياه ،Brassica rapa 89باشد كه  مي 
پروتئين استنباطي اين قطعه از . با آن مشابهت دارد درصد
 درصد 81آمينواسيد است كه  150، داراي SiFLCژن 

طول . دهد نشان مي B. rapaيكساني را با توالي آمينواسيدي 
هاي  طول ساير همساخت ، باSiFLCاين قطعه از پروتئين 

FLC طول كامل پروتئين . ي شب بو برابر است در خانواده
FLC هاي پروتئيني ثبت شده از اين ژن در  در اكثر توالي

باشند،  ي شب بو مي كه متعلق به خانواده NCBIسايت 
تاكنون در بسياري از . آمينواسيد است 196تقريباً 

 FLCساخت  هاي هم هاي مختلف، ژن هاي خانواده سجن
و همكاران  de Oliveriaبراي مثال  . شناسايي شده اند

 Coffea arabica(ناحيه كد كننده اين ژن را در قهوه ) 2014(

L.( اند  يابي كرده توالي)هاي اين ژن در  تعداد نسخه. )8
بو متفاوت است، در ژنوم  هاي مختلف خانواده شب جنس

وجود ) AtFLC(آرابيدوپسيس تنها يك نسخه از اين ژن 
چندين  Brassicaدر حالي كه اعضاي ديپلوئيد جنس . دارد

هاي  ساخت شوند، اين هم ز اين ژن را شامل مينسخه ا
 .)41(دهي ارتباط دارند  چندتايي با اختلاف در آغاز گل

آمينواسيد  150با SiFLC ي توالي پروتئين استنباطي  مقايسه
ي شباهت زياد  دهنده ، نشانFLCهاي  و ديگر همساخت

بو،  در خانواده شب FLCهاي  ساخت هاي هم ژن. ها بود آن
هايي با تفاوت اندك در تعداد و نوع اسيد آمينه كد  پروتئين

، )197(در خردل سفيد FLC پروتئين استنباطي . كنند مي
، )197(، شلغم )196(، كلزا )197(، كلم )197(تربچه 

و يوترما ) 197(، خردل هندي )196(آرابيدوپيس تاليانا 
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ي اين  توالي كامل ناحيه كد كننده. آمينو اسيد دارد) 197(
نسبت به شب بو، به   هاي ديگر ژن، در گياهان خانواده

هاي  براي مثال پروتئين. تر شناسايي شده است ميزان كم
، 210، انگور 204، پرتقال 206در قهوه  FLCساخت  هم

با توجه  .آمينواسيد دارد 203گردو و  208، غان 199كاكائو 
به توالي يابي كامل ناحيه كد كننده و شباهت بالاي آن با 

 Nتوان نتيجه گرفت كه ناحيه  مي FLCهاي  ساخت ساير هم
ترمينال اين پروتئين، بيش از ساير مناطق آن حفاظت شده 

هاي گياهي مختلف  ي قرارگيري گونه بررسي نحوه. است
دهد كه گياهان  م شده، نشان ميدر درخت فيلوژني رس

هاي مجاور  ، همگي در شاخهSisymbrium irioي  خانواده هم
اند و اين مطلب، تأييدي بر صحت  اين گياه قرار گرفته

. باشد گياه ميدر اين  FLCتوالي خوانده شده براي ژن 
با   SiFLC، پروتئين BLASTنتايج حاصل از  باتوجه به

SaFLC (Sinapis alba) و BrFLC (Brassica rapa) 
در درخت فيلوژني رسم ) در خردل سفيد FLCساخت  هم(

 بالاياند، كه با شباهت  شده، در يك شاخه قرار گرفته
هاي نوكلئوتيدي و پروتئيني اين دو گياه مطابقت  توالي
همچنين در درخت فيلوژني رسم شده، گياهان . دارد

هاي  دهبو از ساير گياهان متعلق به خانوا خانواده شب
 خاكشير بدل، در در SiFLCژن بيان  .اند مختلف جدا شده
 توجهيطور قابل ب ساقه و ريشه برگ، فاز رويشي در

ي  مرحلهبرگ، ساقه و ريشه در در بيان آن ، اما شدمشاهده 
ميزان . حتي در برگ ديده نشد وكاهش نشان داد  زايشي

ار بالاتر بيان آن در فاز رويشي، صحت نقش اين ژن در مه
مي كند و باتوجه به نقش آن در مهار تأييد گلدهي را 

گلدهي، بديهي است كه ميزان آن در مرحله زايشي كاهش 

بهرحال، ميزان آن در گل  .كه گلدهي تحريك شود يابد
مقداري افزايش نشان داد كه از برگ، ) غنچه هاي گل(

گزارش شده . ساقه و ريشه در مرحله رويشي كمتر بود
شود و به  ر نسل بعدي، از سركوب رها ميد FLCاست كه 

يك گياه بهاره شده اجازه مي دهد تا به ) فرزندان(ج ينتا
در اين نسل، تنظيم  FLC سازي فعال. هدزمستان پاسخ د
شود تا بازيابي حالت پيش بهاره شده را به  مجدد ناميده مي

 است نشان مطالعات. فرزندان يك گياه بهار شده اهدا نمايد
 در و گياه هاي بافت اكثر در زيادي ميزان به FLC ژن كه

 نمو مرحله ترين ابتدايي جمله از آن، نمو مراحل سراسر
 فعاليت. شود مي بيان بلوغ حال در هاي دانه در رويان

 موثر كنترل براي نمو رويان، مراحل تمامي در FLC پروتئين
تصور  .است نياز مورد آن مهار خصوص به و  دهي گل آغاز
و  H3K27me3 كه تنظيم دوباره سبب حذف شود مي

ممكن است قبل يا  شود كه مي FLCسازي رونويسي فعال
رخ  رويان در حال نموز لقاح در يا پس ا طي تشكيل گامت

بنابراين بيان دوباره اين ژن در گل، پس از ). 12( دهد
كه سبب گل دهي (تواند كاهش آن در فاز زايشي مي

تنظيم دوباره آن و آمادگي ، مي تواند مربوط به )شود مي
همچنين مطالعات نشان  .براي مهار طي فاز رويشي باشد
در يك بافت به دليل  FLC داده است كه سركوب پيشرونده

به  FLC يك مكانيسم خودگردان سلولي است كه در آن
شود اما  ها سركوب مي طور كامل و پايدار در برخي سلول
امد اين سركوب پي. شود در برخي ديگر اصلا سركوب نمي
براي فعاليت ژن  FLC پيشرونده خودگردان سلولي فعاليت

هاي مختلف متفاوت  ها و بافت براي ژن احتمال ، بههدف
  ).23( است

منابع
1- Amasino, R.M., and Michaels, S.D., 2010. The 

timing of flowering, Plant Physiology, 154(2), 
PP: 516-520. 

2- Asadi-Khanuki, M., Rezanejad, F, Sharifi-sirch,i 
G.R., and Sasan, H.A., 2015. Sequencing of 
LEAFY homologous gene in Solanum villosum 
Mill, Journal of Cell & Tissue, 6 (1), PP: 51-58. 

3- Antoniou-Kourounioti, R.L., Berggren, K., 
Selga, C., Tudor, E.H., Yates, B., Cox, D., 
Harris, B.R.C., Irwin, J.A., Howard, M., and 
Säll, T., 2020. Natural variation in autumn 
expression is the major adaptive determinant 
distinguishing Arabidopsis FLC haplotypes. 
Elife, 9, e57671 p. 



 1402، 4، شماره 36جلد                                                                    )       مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

7910.22034/CMR.2023.21DOI:                      893-404مقاله پژوهشي، صفحات 

4- Blázquez, M., Koornneef, M., and Putterill, J., 
2001. Flowering on time: genes that regulate the 
floral transition. EMBO reports, 2(12), PP: 1078-
1082.  

5- Cho, L.H, Yoon, J., and An, G., 2017. The 
control of flowering time by environmental 
factors, Plant Journal. 90(4), PP: 708-19. 

6- Cockram, J., Chiapparino, E., and Taylor, S.A., 
et al. 2007. Haplotype analysis of vernalization 
loci in European barley germplasm reveals novel 
VRN-H1 alleles and a predominant winter VRN-
H1/VRN-H2 multi-locus haplotype, Theoretical 
and Applied Genetics, 115(7), PP: 993-1001.  

7- D’Aloia, M., Tocquin, P., and Périlleux, C., 
2008. Vernalization�induced repression of 
FLOWERING LOCUS C stimulates flowering in 
Sinapis alba and enhances plant responsiveness 
to photoperiod. New Phytologist, 178(4), PP: 
755-765.  

8- de Oliveira, R., Cesarino, I., Mazzafera, P., and 
Dornelas, M.C., 2014. Flower development in 
Coffea arabica L, new insights into MADS-box 
genes, Plant reproduction, 27(2), PP: 79-94.  

9- Dennis, E.S., and Peacock, W.J., 2007. 
Epigenetic regulation of flowering. Current 
opinion in plant biology, 10(5), PP: 520-527.  

10- Domagalska, M., 2006. Genetic analyses of 
brassinosteroid control of flowering time in 
Arabidopsis thaliana. (Doctoral dissertation, 
Universität zu Köln).  

11- Dornelas, M.C., and Rodriguez, A.P.M., 2005. 
The rubber tree (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) 
homologue of the LEAFY/FLORICAULA gene 
is preferentially expressed in both male and 
female floral meristems, Journal of Experimental 
Botany, 56(417), PP: 1965-1974. 

12- Finnegan, E.J., Robertson, M., and Helliwell, 
C.A., 2021. Resetting FLOWERING LOCUS C 
Expression After Vernalization Is Just Activation 
in the Early Embryo by a Different Name. 
Frontiers in Plant Science, 11, 2146 p.  

13- Ganjalikhani Hakemi, F., Rezanejad, F., and 
Asadi Khanouki, M., 2020. Identification and the 
survey of gene expression CURLY LEAF 
homologous during developmental stages in 
vegetative and reproductive organs of Brassica 
nigra L. Cellular and Molecular Researches 
(Iranian Journal of Biology), 33(3), PP: 456-467. 

14- Glover, B.J., 2009. Understanding flowers and 
flowering: an integrated approach. Oxford 
University Press Oxford. 

15- Hepworth, J., Antoniou-Kourounioti, R.L., 
Berggren, K., Selga, C., Tudor, E.H., Yates, B., 
Cox, D., Harris, B.R.C., Irwin, J.A., Howard, M., 
and Säll, T., 2020. Natural variation in autumn 
expression is the major adaptive determinant 
distinguishing Arabidopsis FLC haplotypes, 
Elife, 9,e57671 p. 

16- Hu, Y., Liu, B., Sun, C., Liu, J., Wang, X., 
Cheng, F., Liang, J., Wang, X., and Wu, J., 2016. 
Evolution of TWIN SISTER of FT (TSF) genes 
in Brassicaceae. Horticultural Plant Journal, 2(1), 
PP: 16-25. 

17- Kardailsky, I., Shukla, V.K., Ahn, J.H., and 
Dagenais, N. et al. 1999. Activation tagging of 
the floral inducer FT, Science, 286 (5446), PP: 
1962-1965.  

18- Kennedy, A., and Geuten, K., 2020. The role of 
FLOWERING LOCUS C relatives in cereals. 
Frontiers in plant science, 11,2108 p. 

19- Khan, M.R.G., Ai, X.Y., and Zhang, J.Z., 2014. 
Genetic regulation of flowering time in annual 
and perennial plants. Wiley Interdiscip Rev: 
RNA, 5(3), PP: 347-59. 

20- Kim, D.H., Doyle, M.R., Sung, S., and Amasino, 
R.M., 2009. Vernalization: winter and the timing 
of flowering in plants. Annual Review of Cell 
and Developmental, 25, PP: 277-299.  

21- Lin, F., Xue, S.L., Tian, D.G., and Li, C.J., et al., 
2008. Mapping chromosomal regions affecting 
flowering time in a spring wheat RIL population. 
Euphytica, 164(3), PP: 769-777.  

22- Lu, K., Huang, N., Liu, Y., and Yu, T., 2009. 
Brassica oleracea flowering locus T mRNA, 
complete cds. from 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU984306
.1 

23- Madrid, E., Chandler, J.W., and Coupland, G., 
2021. Gene regulatory networks controlled by 
FLOWERING LOCUS C that confer variation in 
seasonal flowering and life history, Journal of 
Experimental Botany, 72(1), PP: 4-14. 

24- Mayee, P., and Singh, A., 2013. Brassica juncea 
flowering locus T variant 3 gene, complete cds, 
from http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/ 
EU984306.1 

25- Nocker, S., 2001. The molecular biology of 
flowering. Horticultural Reviews, 27, PP: 1-39.  

26- Okamoto, T., and Okabe, S., 2000. Ultraviolet 
absorbance at 260 and 280 nm in RNA 
measurement is dependent on measurement 
solution, International Journal of Molecular 
Medicine, 5(6), PP: 657-666.  



 1402، 4، شماره 36جلد                                                                    )       مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

7910.22034/CMR.2023.21DOI:                      893-404مقاله پژوهشي، صفحات 

27- Putterill, J., Laurie, R., and Macknight, R., 2004. 
It's time to flower: the genetic control of 
flowering time, Bioessays, 26(4), PP: 363-373.  

28- Quesada, V., Dean, C., and Simpson, G.G., 2005. 
Regulated RNA processing in the control of 
Arabidopsis flowering, International Journal of 
Developmental Biology, 49(5/6), 773 p.  

29- Richter, R., Kinoshita, A., Vincent, C., Martinez-
Gallegos, R., Gao, H., van Driel, A.D., Hyun, Y., 
Mateos, J.L., and Coupland, G., 2019. Floral 
regulators FLC and SOC1 directly regulate 
expression of the B3-type transcription factor 
TARGET OF FLC AND SVP 1 at the 
Arabidopsis shoot apex via antagonistic 
chromatin modifications. PLoS genetics, 15(4), 
p.e1008065. 

30- Salehi, H., Ransom, C.B., Oraby, H.F., Seddighi, 
Z., and Sticklen, M. B., 2005. Delay in flowering 
and increase in biomass of transgenic tobacco 
expressing the Arabidopsis floral repressor gene 
Flowering Locus, C., Journal of plant 
physiology, 162 (6), PP: 711-717.  

31- Sambrook, J., and Russel, D.W., 2001. 
Molecular cloning: a laboratory manual (3-
volume set) (Vol. 999): Cold spring harbor 
laboratory press Cold Spring Harbor, New York:. 

32- Satake, A., Kawagoe, T., Saburi, Y., Chiba, Y., 
Sakurai, G., and Kudoh, H., 2013. Forecasting 
flowering phenology under climate warming by 
modelling the regulatory dynamics of flowering-
time genes, Nature communications, 4.2303, 
PP:1-8.  

33- Schranz, M.E., Quijada, P., Sung, S.B., Lukens, 
L., Amasino, R., and Osborn, T.C., 2002. 
Characterization and effects of the replicated 
flowering time gene FLC in Brassica rapa. 
Genetics, 162(3), PP: 1457-1468.  

34- Sheikhbahaei, M., Rezanejad, F., Sasan, H., and 
Ravan, H., 2020. Isolation and Sequencing of 
Flowering locus T (FT) homologous gene in 
Lepidium sativum L., a Phylogeny study of its 
deduced protein, Cellular and Molecular 
Researches (Iranian Journal of Biology), 33(4), 
PP: 515-523. 

35- Sheldon, C.C., Jean Finnegan, E., Dennis, E.S., 
and James Peacock, W., 2006. Quantitative 
effects of vernalization on FLC and SOC1 
expression. The Plant Journal, 45(6), PP: 871-
883.  

36- Uptmoor, R., Li, J., Schrag, T., and Stützel, H., 
2012. Prediction of flowering time in Brassica 
oleracea using a quantitative trait loci�based 
phenology model. Plant Biology, 14(1), PP: 179-
189.  

37- Wang, R., Farrona, S., and Vincent, C., et al. 
2009. PEP1 regulates perennial flowering in 
Arabis alpina, Nature, 459(7245), PP: 423-427.  

38- Weigel, D., 2012. Natural variation in 
Arabidopsis: from molecular genetics to 
ecological genomics. Plant Physiology, 158(1), 
PP: 2-22.  

39- Wigge, P.A., 2011. FT, a mobile developmental 
signal in plants. Current Biology, 21(9), R374-
R378.  

40- Yi, X., Gao, H., Yang, Y., Yang, S., Luo, L., Yu, 
C., Wang, J., Cheng, T., Zhang, Q., and Pan, H., 
2021. Differentially Expressed Genes Related to 
Flowering Transition between Once-and 
Continuous-Flowering Roses. Biomolecules, 
12(1), 58 p. 

41- Zou, X., Suppanz, I., Raman, H., Hou, J., and 
Wang, J., 2012. Comparative analysis of FLC 
homologues in Brassicaceae provides insight into 
their role in the evolution of oilseed rape, PLoS 
ONE 7(9): e45751p. 

 

 
 



 1402، 4، شماره 36جلد                                                                    )       مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

7910.22034/CMR.2023.21DOI:                      893-404مقاله پژوهشي، صفحات 

 Isolation, sequencing and expression levels of FLOWERING 
LOCUS C ortholog gene (FLC) in different organs of Sisymbrium 

irio (Brassicaceae) 
Rezanejad F. 1, Nasri F.1,2, Heidari R.2 and Bahmani Z.3 

1 Dept. of Biology, Shahid Bahonar University of Kerman, Kerman, I.R. of Iran 
2 Dept. of Biology, Urmia University, Urmia, I.R. of Iran  

3 Dept. of Biology, University of Tabriz, Tabriz, I.R. of Iran 

Abstract 

Regulation of flowering time requires the activity of various genes that are controlled by 
environmental and internal cues. The FLC gene plays a key role in transition to 
flowering and suppresses flowering as target gene of vernalization pathway. 
Vernalization is a natural adaptation to ensure flowering after winter so that flowers and 
seeds can develop in favorable environmental conditions. In this study, identification 
and expression of FLC gene was investigated in rocket mustard (Sisymbrium irio). Total 
RNA was extracted from cotyledon leaves and cDNA was made. Specific primers were 
designed based on tsequence alignment of FLC homogenous genes and used for RT-
PCR reaction. The identified 449 nucleotids fragment was recorded as SiFLC with 
accession number KT156751 in the NCBI database. Sequencing of the coding region 
and comparison of its putative protein (with 150 amino acids) and FLC orthologues in 
other plants showed their high similarity. Expression relative rate using the semi-
quantitative method, in vegetative stage in young leaves, mature leaves, stems and roots 
was between 56-86%, which the highest (about 86%) and the lowest (about 56%) levels 
were observed in young leaves and stems respectively. In the reproductive stage, a 
decrease in expression was observed in these organs especially in leaves (about one 
percent). However, expression level was higher in flower buds and reached about 31%. 
Decreasing leaf expression in the reproductive phase indicates flowering induction. FLC 
higher levels in flowers, after transition to flowering, allows the next generation to 
reregulate its rate and respond to winter during vegetative phase. 
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