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 اهانیدر گ(، گذر از فاز رویشی به زایشی را TFL1افزایش بیان ژن زمان گلدهی خردل )

 اندازدیم ریخأبه ت سیدوپسیآراب ختهیترار

 1*فرخنده رضانژاد و 1، زهرا محمدی2و  1محسن اسدی 

 یشناسستیزایران، کرمان، دانشگاه شهید باهنر کرمان، دانشکده علوم، بخش  1

 ای، تهران، گروه علوم کشاورزیی و حرفهدانشگاه فن ،ایران 2

 28/12/1402 تاریخ پذیرش: 26/07/1402 تاریخ دریافت:

 چکیده

کیفیت و کمیت  روی طور مستقیمبهحائز اهمیت است چراکه  اریبس یکشاورز اتدیتول یسازنهیبه یبرا یزمان گلده قیدق میتنظ

مهم در سراسر  یدانه روغن کی بعنوانخردل  .گذاردمی اثرها ها و همچنین سهولت برداشت و بازاریابی آنبرگ، گل، دانه و میوه

 TERMINAL FLOWERعملکرد آن دارد. ژن  شیدر افزا یمینقش مستق اهیگ ساختارو  یو زمان گلده شودمیجهان شناخته 

ژن از  نینقش دارد. در مطالعه حاضر، ا اهانیدر گ شاخساره شکل نییو تع یگلده ندیاست که در فرآ یدیکل یهااز ژن یکی 1

برای تعیین  قرار گرفت. بررسیمورد  سازی آرابیدوپسیسختیترار یهاشیآزماشد و عملکرد آن با استفاده از  کلون لخرد

با روش  Arabidopsisکلونینگ طراحی شد و گیاهان تراریخت  Gatewayعملکرد ژن، سازه افزایش بیان با استفاده از روش 

زمان  ریخأباعث ت (Col-0) ی آرابیدوپسیسوحش تیپکد کننده در  ناحیه . افزایش بیان( تولید شدندFloral dipی گل )ورغوطه

 نیب آذین(گل یهابرگها )براکته، تعداد حال نیا با شاهد شد. اهانیبا گ سهیروزت، در مقا یهاتعداد برگ شیافزای و گلده

گیاهان آرابیدوپسیس ، در شدهمنتقلداد که ژن  نشان qRT-PCRنتایج  ماند. یباق یکسان به نسبت شاهدو  ختهیگروه ترار

در این  شدهیبررساین نتایج نشان داد که ژن  آن در گیاهان شاهد شناسایی نگردید. mRNA کهیدرحالبیان شد، تراریخت 

ه مورد یک هدف مهم در بهبود ژنتیکی این گیا بعنوانمهارکننده گلدهی در خردل عمل کند و بتواند  بعنوانتحقیق ممکن است 

 استفاده قرار گیرد.

 وری گل، همساختکلونینگ، غوطه Gatewayبازدارنده گلدهی، بیان ژن، : واژه های کلیدی

  Frezanejad@mail.uk.ac.ir الکترونیکی: پست،  03432112606مسئول، تلفن:  نویسنده* 

 مقدمه

مراحل نموی گیاهان است. زمان مناسب گلدهی برای اکثر گیاهان حائز اهمیت بوده و  ترینمهمفرآیند گلدهی یکی از 

ها داشته باشد. برای مثال، اگر گلدهی در زمانی با شرایط آب و هوایی مناسب و قابل تواند تأثیر بسزایی در سازگاری آنمی

لقاح نیز گلدهی باید با سایر های دگرها شود. در مورد گونهتواند منجر به پراکنش موفق دانهمی تیدرنهان رخ دهد، اطمینا

های اصلی هماهنگ باشد. کنترل گذر از مرحله رویشی به زایشی از نظر کشاورزی و اقتصادی افراد جمعیت و نیز گرده افشان

. مطالعات نشان داده است که زمان مناسب گلدهی نمو گیاه را با تغییرات فصول هماهنگ کرده (38و  24)نیز بسیار مهم است 

 .(47)شود و موجب افزایش تولید میوه و دانه می
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در گیاهان ترکیبی از عوامل محیطی و درونی مانند دوره نوری روزانه، ساعت زیستی، مسیر خودگردان، تنظیم کننده رشد 

از رویشی به  SAM1شوند تا سرنوشت گیاهی بخصوص هورمون جیبرلین، بهاره شدن، دما، میزان قند و سن گیاه، موجب می

کنند و با گذر به گلدهی در ظیمی، این عوامل درونی و محیطی را درک میهای تنای گسترده از ژنزایشی تغییر کند. شبکه

ی در گلدههای دخیل این ژن .(37) شوندتر گیاهان میترین زمان ممکن، باعث افزایش سازگاری و تولیدمثل موفقمناسب

ها به نام ی گروهی از ژنرواند که در نهایت همه این مسیرها با اثر بسته به عملکردشان در مسیرهای مختلفی قرار گرفته

مسیرهای گلدهی پس از  های یکپارچه کنندهکنند. ژندهی را کنترل می، زمان گل2مسیرهای گلدهی های یکپارچه کنندهژن

 .(2)دهد را فعال کرده و گلدهی رخ می 3های تعیین هویت مریستم گلنوبه خود ژنفعال شدن به 

آذین، نقش مهمی یک تنظیم کننده مهم زمان گلدهی و نیز هویت مریستم گل بعنوان TERMINAL FLOWER 1 (TFL1)ژن 

 لویک 20یک پروتئین محلول و کوچک  TFL1. ژن (46و  31)در کنترل زمان گلدهی و موفقیت تولیدمثلی گیاهان دارد 

. خانواده (29و  9)تعلق دارد  4(PEBPکند که به خانواده پروتئینی متصل شونده به فسفاتیدیل اتانول آمین )مز میی را ردالتون

ای در گلدهی شود. این خانواده نقش عمدهها یافت میها گرفته تا یوکاریوتدر تمامی موجودات از باکتری PEBPژنی 

، FT5 ،TSF6های دارای پنج عضو دیگر به نام 1TFLدر آرابیدوپسیس علاوه بر  PEBPکند. خانواده ان گوناگون ایفا میگیاه

BFT7 ،ATC8  وMFT9 1های شبه توان در سه زیرخانواده تقسیم نمود. ژناست. این شش ژن را میTFL  1)شاملTFL،  BFT 

بازدارنده گلدهی  TFL1های شبه . ژن(35)( MFT)شامل  MFTهای شبه (؛ و ژنTSFو  FT)شامل  FTهای شبه (؛ ژنATCو 

 .(10)ی دانه نقش دارند زنجوانهنیز در   MFTهای شبه فعال کننده گلدهی هستند. ژن FTهای شبه و ژن

آذین لگریستم محدود مکند، باعث رشد ناعلاوه بر اینکه یک بازدارنده گلدهی است و زمان گلدهی را تنظیم می TFL1ژن 

و لوبیا  (Glycine max)در گیاه سویا  TFL1ژن  4ای در اگزون شماره شود. نشان داده شده که حتی یک جهش نقطهنیز می

 .(48و  12)یل کند ها را به رشد محدود تبدحدود آنتواند رشد نام، می(Vigna unguiculata)چشم بلبلی 

به نواحی تنظیمی  ماًیمستق APETALA1 (AP1)و  LEAFY (LFY)های شواهد ژنتیکی بسیاری نشان داده است که پروتئین

و  26 ،21)کنند در فرآیند گلدهی عمل می TFL1فعال کننده و مهارکننده  بعنوانترتیب متصل شده و ب TFL1ژن  3′سیس 

سرکوب شده و باعث حفظ حالت رویشی  TFL1آذین، توسط در مریستم گل  AP1و LFY. در مقابل، بیان هر دو ژن (54

که  tfl1های شود. در تأیید این مطلب، نشان داده شده است که در موتانتدهی در این ناحیه میمریستم و جلوگیری از گل

آذین بیان شده و باعث تبدیل کامل این مریستم به ی نواحی مریستم گلدر تمام LFYو  AP1  حضور ندارد، TFL1پروتئین 

                                                           
1 Shoot apical meristem 
2 Floral pathway integrator genes 

3 Floral identity genes 
4 Phosphatidylethanolamine binding protein 

5 FLOWERING LOCUS T 
6 TWIN SISTER OF FT 

7 BROTHER OF FT AND TFL1 
8 ARABIDOPSIS THALIANA CENTRORADIALIS HOMOLOG 

9 MOTHER OF FT AND TFL1 
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، 1SOC1 ،SVP2نظیر  Box-MADS. برخی دیگر از فاکتورهای رونویسی متعلق به خانواده (40و  32)شوند مریستم زایشی می

AGL243  4وSEP4 ،1از طریق  توانندیمAP  1بیانFLT (44و  34 ،4)های در حال نمو مهار کنند را در گل. 

TFL1 و FT ی زمان گلدهی هستند. اگرچه هر دو، زمان گلدهی و شکل ظاهری ساختار گیاه را کنندهژن کلیدی کنترل دو

حرک یک ژن م FTگلدهی و  بازدارندهیک  TFL1 ره شداطور که اشهمان کنند، اما نقشی متضاد یکدیگر دارند.تنظیم می

ر توالی ی دکساندرصد ی 56 باً یتقربسیار شبیه هم بوده و  FTو  TFL1های . ساختار کلی پروتئین(53)گلدهی است 

یک مولکول  صورتبههای آوندی برگ در بافت FTپروتئین رمز شده توسط ژن . (22)شود ها مشاهده میی آندینواسیآم

از طریق  FT . حرکت پروتئین(53)شود رسان متحرک از برگ به سمت رأس ساقه حرکت کرده و باعث شروع گلدهی میپیام

أسی بیان شده و در مریستم ر TFL1. برعکس، (25)شود آوندهای آبکش بوده و درنهایت از انتهای این آوندها بارگذاری می

-ها صورت میاحتمال از راه پلاسمودسمکند. این حرکت بهای به لایه دیگر در رأس ساقه حرکت میپروتئین آن تنها از لایه

تری در عامل مهم با یکدیگر متفاوت است اما تفاوت توالی آمینواسید این دو پروتئین FTو  TFL1. الگوی بیان (11)گیرد 

 . (23)ها است تعیین عملکرد متضاد آن

محصولات کشاورزی  های روغنی وترین دانهاز نظر اقتصادی یکی از مهم Brassica juncea (L.) Czern and Cossخردل یا 

وانسته ت کند،رابری میهای این گیاه از نظر کمیت و کیفیت با کلزا ب. ازآنجاکه روغن حاصل از دانه(57و  55)در دنیا است 

نسبت به  شودمی جایگزین آن در صنعت تولید روغن معرفی گردد. این گیاه که با نام خردل هندی نیز شناخته بعنواناست 

انواده شب متعلق به خ . گیاه خردل(52)است  هبوده و تولید آن کم هزین های خاص مقاومگرما، تنش خشکی و برخی بیماری

از ( است. Arabidopsis thalianaگیاه مدل، آرابیدوپسیس ) گیاهان کلزا، کلم، کلم پیچ و با خانوادههمو   (Brassicaceae)بو 

ه ب با توجه ست. زیرای محصولات کشاورزی، تنظیم زمان گلدهی در این گیاه مهم اقتصادی دارای اهمیت فراوان انژادبهمنظر 

. (50)غنی شود تواند باعث افزایش محصول در این دانه روتی و غیر زیستی، زمان مناسب گلدهی میهای فراوان زیستنش

با توجه به نقشی که . (27)تواند بازده محصول را تغییر دهد همچنین نشان داده شده است تغییر ساختار شاخساره این گیاه می

ین دو ازیاد  در زمان گلدهی، ساختار و شکل ظاهری گیاه از نظر رشد محدود یا نامحدود دارد و اهمیت بسیار TFL1ژن 

حله بعد در مر موضوع در گیاه خردل، در پژوهش حاضر ابتدا توالی ژن همساخت این ژن در گیاه مورد مطالعه شناسایی و

  Gatewayوشرستفاده از ی تراریختی آرابیدوپسیس و اهاشیآزماد احتمالی آن در فرآیند گلدهی، با استفاده از نقش و عملکر

 ،  بررسی شد.(41) کلونینگ

 مواد و روشها

در اتاق کشت استاندارد، در دریافت و  TAIR5( از Col Arabidopsis thaliana-0دانه گیاه آرابیدوپسیس ): گیاه مورد مطالعه

 ( شدت نور C 21°ساعت تاریکی در دمای  8و  C 23° ساعت روشنایی در دمای 16) روزبلندشرایط دوره نوری 

sec/2mol/mμ 100  و یا سینی )برای انتقال ژن( متریسانتی 10های رصد رطوبت، کشت گردید. این گیاهان در گلداند 60و-

                                                           
1 SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CO1 
2 SHORT VEGETATIVE PHASE 

3 AGAMOUS-LIKE 24 
4 SEPALLATA 4 

5 The Arabidopsis Information Resource 
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های استاندارد اتوکلاو شده )خاک تایی )برای بررسی فنوتیپ( کشت گردیدند. برای این گیاهان از خاک 30های کشت 

Debco Plugger  مخلوط با کودOsmocote Extra Mini   لیتر بر لیتر میلی 3لیتر و  گرم بر 5/3با غلظتAzamax استفاده )

گردید. از گیاهان کشت شده در خاک برای رشد آرابیدوپسیس جهت انتقال ژن و همچنین در مراحل بعد جهت بررسی 

های آگار حاوی محیط جامد های آرابیدوپسیس روی پلیتفنوتیپ استفاده گردید. جهت شناسایی گیاهان تراریخت شده، دانه

( کشت گردیدند. گیاهان آرابیدوپسیس پس از کشت دانه به مدت MS 2/1یا  MSدرصد ) 50یگ و اسکوگ کامل یا موراش

 .(1)شکل  گراد قرار گرفتنددرجه سانتی 4ساعت در تاریکی و دمای  48

در مرحله  در مرحله رشد رویشی و برگ و جوانه رأسی گیاه آرابیدوپسیس (Brassica juncea) از جوانه رأسی گیاه خردل

آوری در نیتروژن مایع ها بلافاصله پس از جمع(. همه بافت2استفاده گردید )شکل  DNAو  RNAگلدهی برای استخراج 

 نگهداری شد. -80منجمد و در فریزر 

 ,DNA (Qiageneژنومی از برگ گیاه خردل و آرابیدوپسیس با استفاده از کیت استخراج  RNA :DNAو  DNAاستخراج 

DNeasy Plant Mini Kit, Germanyبر طبق روش ذکر شده در کیت استخراج شد ). RNA  کل از جوانه رأسی خردل و برگ

( بر طبق Qiagene, RNeasy Plant Mini Kit, Germany) RNAو جوانه رأسی آرابیدوپسیس، با استفاده از کیت استخراج 

 Fermentasشرکت فرمنتاز ) DNaseاز آنزیم  DNAحذف آلودگی احتمالی  بمنظور .روش ذکر شده در کیت استخراج شد

DNase I, RNase-free.و به روش پیشنهادی شرکت تولید کننده استفاده شد ) 

تیمار شده بود استفاده  DNaseکل استخراج شده از مریستم رأس شاخساره خردل که با آنزیم  RNA، از RT-PCRبرای انجام 

( و RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kitشرکت فرمنتاز ) cDNAخت گردید. بدین منظور با استفاده از کیت سا

 بعنوان PCRدر  cDNAتهیه گردید. در نهایت از این  cDNAتیمار شده، رشته اول  RNAطبق روش ذکر شده در آن از روی 

DNA  الگو استفاده شد. توالی کامل ناحیه کد کننده ژن همساختTFL1 ( در گیاه خردلB. juncea با پرایمرهای اختصاصی )

bjTFL1-F  وbjTFL1-R  ( توسط 1)جدولRT-PCR .تکثیر و سپس جهت توالی یابی به شرکت تکاپو زیست ارسال گردید 

 فهرست آغازگرهای )پرایمر( استفاده شده در این پژوهش -1جدول 

 کاربرد (’ 3’5)  توالی آغازگر نام آغازگر

BjTFL1-F ACGAGATCTATGGAGAATATGGGAGTTAG  توالی یابیTFL1 خردل 

BjTFL1-R ATAGGTCACCGCATTTGATAGGCATAAAC  توالی یابیTFL1 خردل 

Gate-BTFL1j-F 
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT

ATGGAGAATATGGGAGTTAG 
Gateway کلونینگ 

Gate-BjTFL1-R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT

GCATTTGATAGGCATAAAC 
Gateway کلونینگ 

q-bjTFL1-F CTAGCATAGGGATACACAGGTTC 

 TFL1سنجش بیان 

و تأیید تراریختی  خردل

 گیاهان
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 کاربرد (’ 3’5)  توالی آغازگر نام آغازگر

q-bjTFL1-R CTCTGGGCGTTAAAGAAGACA 
 TFL1سنجش بیان 

 خردل

Cyclophilin-F TGGACCAGGTGTACTTTCAATGG سنجش بیان سایکلوفیلین 

Cyclophilin-R CCACTGTCTGCAATTACGACTTT نجش بیان سایکلوفیلینس 

M13 Reverse 
CAGGAAACAGCTATGAC 

 
 تأیید تراریختی گیاهان

 

 

TA  کلونینگ و توالی یابیcDNA  و ژنTFL1 توالی کامل ناحیه کد کننده  :خردلcDNA  و توالی ژنومی ژنTFL1 خردل 

و با روش پیشنهادی کیت  Vivantisت کلونینگ شرک TAو با استفاده از کیت  pTG19-T)دارای اینترون و اگزون( در وکتور 

خود بوده و دارای ژن مقاومت به  1(MCSدر درون جایگاه کلونینگ چندگانه ) lacZکلون گردیدند. این وکتور دارای ژن 

نامیده  TA-BjTFL1-Geneو  TA-BjTFL1-CDSترتیب ونینگ، وکتورهای نوترکیب حاصل بسیلین نیز است. پس از کلآمپی

منتقل شدند.  DH5αسویه   Escherichia coliهای مستعدکتورهای نوترکیب با روش پیشنهادی کیت به باکتریشدند. نهایتاً و

، از هر وکتور نوترکیب دو کلونی انتخاب و پس از استخراج پلاسمید PCR (6)های مثبت به روش کلونی پس از تأیید کلنی

  و در دو جهت توالی یابی گردیدند. M13ها توسط پرایمرهای اختصاصی و از پلاسمید هرکدامتوالی یابی شد. 

ز ا خردل TFL1برای ساخت سازه افزایش بیان ژن : کلونینگ Gatewayبه روش  خردل TFL1ساخت سازه افزایش بیان 

زی به روش ی کلون ساکل طوربه( و به روش پیشنهادی شرکت استفاده گردید. Invitrogenکلونینگ )کیت  Gatewayروش 

Gateway ی اصلی شامل دو مرحلهBP  وLR .است 

با استفاده از پرایمرهای اختصاصی ژن دارای  خردل TFL1ژن  cDNAبرای ساخت سازه افزایش بیان، توالی کد کننده 

پس از الکتروفورز، از ژل به روش توضیح داده شده در کیت تخلیص  PCRتکثیر شد. محصول  PCRدر  attbهای جایگاه

 BP، تخلیص شد. این قطعه سپس با استفاده از واکنش  (QIAquick® PCR Purification Kit)شرکت کیاژن  PCRمحصول 

( Zeocinزئوسین ) کیوتیبیآنتو دارای ژن مقاومت به  Entryمنتقل گردید. این وکتور از نوع  pDONR-Zeoبه درون وکتور 

 .Eهای مستعد انجام گرفت، وکتور نوترکیب حاصل به درون باکتری BP Clonaseکه توسط آنزیم  BPاست. پس از واکنش 

coli (α-Select BIO-85027, Bioline به روش شوک حرارتی منتقل گردید )(17)های تشکیل شده با کلونی . کلونیPCR  و

به وکتور مقصد  LRهای مثبت پلاسمید دارای ژن مورد نظر استخراج و در واکنش تعیین توالی تأیید گردیدند. از کلونی

pGWB602Ω  منتقل گردید. این واکنش توسط آنزیمLR Clonase  ژن  کد کنندهانجام شد و توالیTFL1 در این وکتور  خردل

( Spectinomycinدارای ژن مقاومت به اسپکتینومایسین ) pGWB602Ωقرار گرفت. وکتور  CaMV 35Sترل پروموتر تحت کن

 کیوتیبیآنتهای مثبت در محیط مایع حاوی های تشکیل شده به روش هضم آنزیمی تأیید گردیدند. کلونیبوده و کلونی

                                                           
1 Multiple cloning site 
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هت استخراج پلاسمید و تهیه گلیسرول استوک استفاده اسپکتینومایسین به مدت یک شب رشد داده شده و سپس از آن ج

از این پلاسمید و وکتور  نامیده شد. 35S::BjTFL1بود  خردل TFL1گردید. پلاسمید بیانی نوترکیب حاصل که دارای ژن 

 برای انتقال به آگروباکتریوم و در نهایت به گیاه آرابیدوپسیس استفاده گردید. pGWB602Ωخالی 

( با روش الکتروپوریشن به pGWB602Ωو  35S::BjTFL1دو سازه افزایش بیان و وکتور خالی ) :باکتریومانتقال به آگرو

منتقل شدند.  GV3101(  سویه Agrobacterium tumefaciens( آگروباکتریوم )electro-competentهای مستعد )درون باکتری

انجام  msec 5برای زمان  Ω ،2.5 kV ،25 μF 200( با تنظیمات Bio-Rad Gene Pulser IIاین انتقال با دستگاه الکتروپوریشن )

 پذیرفت.

، استخراج پلاسمید از آگروباکتریوم انجام و پلاسمید جهت تأیید سازه: انتقال سازه افزایش بیان به گیاه آرابیدوپسیس

، pGWB602Ωو وکتور خالی  35s::BjTFL1های های دارای سازهاستخراج شده با هضم آنزیمی تأیید گردید. از آگروباکتریوم

. سویه آگروباکتریوم در ابتدا (5)وری گل استفاده گردید برای انتقال ژن به گیاهان تیپ وحشی آرابیدوپسیس به روش غوطه

 باید کند تا به مرحله اشباع برسد. در این مرحلهجنتامایسین و ریفامپسین رشد می کیوتیبیآنتدرون محیط کشت کامل دارای 

نشست شده و سپس ته نشستتهها با سانتریفیوژ برسد. در مرحله بعد باکتری OD600= 0.8-1.0رت محلول به درجه کدو

گردد )محلول تلقیح(. ساکارز و حل می Silwet L-77سورفاکتانت  %05/0ساکارز و  %5حاصل مجدداً در محلولی دارای 

Silwet L-77 توجه این است که  اما نکته قابل؛ برای موفقیت این روش مهم هستندSilwet L-77 های بالا تواند در غلظتمی

. نگهداری گیاهان (5)برد وری در گل به فاصله چند روز شانس موفقیت را بالاتر میبرای گیاه سمی باشد. تکرار کردن غوطه

 شود.در شرایط مرطوب به مدت یک روز باعث افزایش نرخ انتقال ژن و تراریختی می

های ترانسفورم . دانه(33) آوری و استریل گردیدندهفته از انتقال ژن جمع 6ها پس از دانه: نسفورم شدهغربالگری گیاهان ترا

روز، گیاهان تراریخت  10پس از  رشد کردند. BASTA کشعلفلیتر گرم بر میلیمیلی 25دارای  MS 2/1ی محیط بر روشده 

( C21°یکی ساعت تار 8و  C23°ساعت روشنایی،  16) روزبلندشناسایی و به خاک منتقل شدند. این گیاهان در شرایط نوری 

گیاه انتخاب گردید. پس از استخراج  12تصادفی  طوربهدرون ژنوم، از هر ژنوتیپ  T-DNAرشد کردند. برای تأیید الحاق 

DNA با ،PCR  و استفاده از پرایمرهای اختصاصی ناحیه کد کنندهTFL1 و وکتور، صحت الحاق ژن به درون ژنوم  خردل

 ی زمان گلدهی استفاده گردید.ریگاندازهبرای بررسی فنوتیپ و  0Tتأیید گردید. همه گیاهان تأیید شده 

ها از ژنوتیپ هرکدامکل، از سه تکرار زیستی برای  RNAجهت استخراج : جهت تأیید عملکرد سازه qRT-PCRاستفاده از 

ی شامل بردارنمونهنوتیپ(. گیاه برای ژ 12ی شد )در مجموع بردارنمونهگیاه تراریخته مثبت  4استفاده شد. برای هر تکرار از 

 cDNAو ساخت  DNaseاستخراجی با  RNAآذین و نواحی مریستم رأس ساقه، انجام شد. تیمار مخلوطی از برگ، محور گل

ساخته شده جهت کاهش احتمال خطای ناشی از برداشت با سمپلر در  cDNAبه روش توضیح داده شده قبلی انجام شد. 

ای طراحی نیز به گونه qBjTFL1-Rو  qBjTFL1-Fرقیق گردید. دو پرایمر  Nuclease-freeطر بار با آب مق 50های کم، حجم

ی سازنرمالآرابیدوپسیس را تکثیر نکنند. برای  TFL1باشند و ژن  خردل TFL1ای از ژن شدند که تنها قادر به تکثیر قطعه

-Rotorها در دستگاه فاده شد. تمامی واکنشژن مرجع است بعنوان CYCLOPHILIN5 (At2g29960)ها از ژن سطح رونوشت

Gene Q real-time PCR machine (QIAGEN)  افزارنرمو با سه تکرار انجام پذیرفت. از Rotor-Gene Q (QIAGEN)  جهت

 میانگین سه تکرار محاسبه گردید. صورتبه( استفاده شد. مقادیر هر ژن comparative quantitationسنجش کمّی )
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زمان در خاک جوانه زده و در شرایط یکسان رشد نمودند. زمانی که گیاهان تراریخت و شاهد هم: ی زمان گلدهیگیراندازه

و تعداد براکته )برگ  1های روزتیمتر رسید، روز گلدهی ثبت گردید. همچنین تعداد برگآذین گیاهان به طول یک سانتیگل

گیری زمان گلدهی استفاده گردید. سطح بیان وط به هر ژنوتیپ در اندازهمرب 0Tنیز ثبت گردید. از تمامی گیاهان  2آذین(گل

TFL1 در گیاهان تراریخت افزایش بیان با پرایمرهای  خردلq-bjTFL1-F  وq-bjTFL1-R  به روش توضیح داده شده در قبل

 گیری شد.اندازه

صورت ن ژن بهمیزان بیا وهای روزتی و براکته برگ گیری زمان گلدهی، تعدادهای مربوط به اندازهداده :هابررسی آماری داده

( و P<0.05) Independent Samples t Testتحلیل آماری با روش و ( بیان گردید. تجزیه SEخطای استاندارد ) ±میانگین 

 ( صورت پذیرفت.SPSS Inc. Chicago, IL, USA) SPSS Statistics v 18افزار نرم

 

 نتایج

جام و از ترتیب در گلخانه و اتاق رشد ان( بArabidopsis thaliana( و آرابیدوپسیس )Brassica junceaکشت گیاهان خردل )

 (. 1 گیاهان حاصل جهت مراحل بعدی استفاده شد )شکل

 

. نوک پیکان نشان دهنده برگ روزتی و ( گیاه آرابیدوپسیس در مرحله گذر به گلدهیA(؛ Arabidopsis thalianaگیاه آرابیدوپسیس ) -1شکل 

( رشد گیاه آرابیدوپسیس جهت استفاده در انتقال ژن به C( گیاه بالغ آرابیدوپسیس در مرحله نمو میوه Bآذین( پیکان نشان دهنده براکته )برگ گل

 Brassicaاز گیاه مورد مطالعه، خردل ) ( تصویریEخانه جهت مشاهده فنوتیپ  30های ( کاشت گیاه آرابیدوپسیس در سینیDوری گل روش غوطه

juncea روزگی. 55(، در 

                                                           
1 Rosette leaves 

2 Cauline leaves 
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ژنومی و ناحیه کد  DNAبا استفاده از پرایمرهای اختصاصی قطعات مربوط به : از گیاه خردل TFL1جداسازی همساخت 

اصی (. وجود تک باندهای اختص1تکثیر شد )جدول  RT-PCRو  PCRدر گیاه خردل با  TFL1ژن همساخت  cDNA کننده 

 (.2ها است )شکل برای هرکدام از این قطعات نشان دهنده طراحی مناسب پرایمرها و اختصاصی بودن آن

 

 
  bp 100( لدر M؛ cDNA( قطعه مربوط به 2ژنومی؛  DNA( قطعه مربوط به 1 خردل TFL1رخ الکتروفورزی جداسازی ژن نیم -2شکل 

صورت مستقیم و معکوس تعیین توالی گردیدند. نتیجه تعیین توالی و آن، به و تأیید TAهر دو قطعه پس از انتقال به پلاسمید 

نوکلئوتید بود که دارای یک چارچوب خوانش باز  1063ها نشان داد که قطعه ژنومی دارای طولی معادل ردیفی توالیهم

(ORF به طول )د با پروتئین درص 95کند که آمینواسیدی را کد می 177نوکلئوتید است و یک پروتئین  534TFL1  در

، MG272469و   MG272468های دستیابیبا شماره cDNAآرابیدوپسیس یکسانی دارد. توالی قطعه ژنومی و قطعه مربوط به 

 (.3در بانک ژن ثبت گردیدند )شکل 
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ثبت شده است. در شکل  MG272469و   MG272468هایکه در بانک ژن با شماره دستیابی خردل TFL1توالی نوکلئوتیدی کامل ژن   -3شکل 

 ها مشخص است. توالی آمینواسیدهای کد کننده توسط توالی اگزون

 

فزایش در زمان گلدهی، وکتور دوگانه جهت ا خردل TFL1برای روشن شدن نقش  :خردل TFL1ساخت سازه افزایش بیان 

. در این روش، استفاده گردیدونینگ کل  Gatewayبیان این ژن طراحی و ساخته شد. جهت ساخت سازه افزایش بیان، از روش

را  خردل TFL1وارد گردید. این وکتور ناحیه کد کننده pGWB602Ω به درون وکتور مقصد  خردل TFL1ناحیه کد کننده 

حاصل  شود. سازه نوترکیبقرارداد. این پروموتر منجر به افزایش بیان ژن هدف می CAM35Sتحت کنترل پروموتر 

35S::BjTFL1 (.4)شکل  نامیده شد 

 

نشان دهنده مرزهای راست و  LBو  RBکلونینگ.   Gatewayساخته شده به روش  35S::BjTFL1تصویر شماتیک از وکتور نوترکیب  -4شکل 

 است. T-DNAچپ 

، هضم آنزیمی و تعیین توالی جهت تأیید صحت کلونینگ PCRهای در هر مرحله از کلونینگ، بسته به شرایط از روش 

 (.5ید )شکل استفاده گرد
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 1؛ چاهک NcoIو  StuIخردل توسط دو آنزیم  TFL1حاوی ژن  pDONR/Zeoانجام هضم آنزیمی دوگانه بر روی پلاسمید ( a  -5شکل 

حاوی  pGWB602Ωانجام هضم آنزیمی دوگانه بر روی پلاسمید ( bدهد. پلاسمید غیر برش خورده را نشان می 2پلاسمید برش خورده و چاهک 

 دهد.پلاسمید غیر برش خورده را نشان می 2پلاسمید برش خورده و چاهک  1؛ چاهک NotIو  StuIردل توسط دو آنزیم خ TFL1ژن 

صورت مستقل به گیاه آرابیدوپسیس تیپ وحشی با واسطه ها بهتمامی سازه: ها به گیاه آرابیدوپسیسانتقال سازه

های خالی نیز (. همچنین سازه6مناسب غربال شدند )شکل  حاصل، روی محیط کشت 0Tهای آگروباکتریوم منتقل و دانه

 شاهد به گیاهان تیپ وحشی آرابیدوپسیس منتقل شد.  بعنوان

 

 اند.(. در شکل تنها گیاهان حاوی پلاسمید رشد کردهBASTAباستا ) کشعلفحاوی  MSکشت گیاهان ترانسفورم شده بر روی محیط   -6شکل 

 (. 7تأیید شد )شکل  PCRهان رشد کرده بر روی محیط انتخابی، حضور سازه در گیاهان با برای تأیید تراریخت بودن گیا
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با  آرابیدوپسیس گیاه 12( در 35S::BjTFL1) خردل TFL1( تأیید وجود سازه افزایش بیان ژن 12تا  1تأیید انتقال ژن به درون گیاه؛   -7شکل 

( کنترل 15؛ PCRالگو در  بعنوانتیپ وحشی آرابیدوپسیس  DNA( 14؛ PCRگو در ال بعنوان pGWB602Ω( پلاسمید 13؛ PCRاستفاده از 

 ( مارکر.Mمنفی، 

 

و  1S::BjTFL35برای سازه  0Tترانسفورم شده نسل  فردمنحصربهعدد گیاه  35،  تعداد خردل 1TFLدر آزمایش افزایش بیان 

طور متوسط گیاهان شاهد، به دست آمد. به بعنوانخالی بودند  PGWB602 Ωکه دارای وکتور  فردمنحصربهعدد گیاه  39

عدد  86/17 ± 58/1و در حالی که تعداد  91/33 ± 69/0(، در روز 35S::BjTFL1) خردل TFL1دارای سازه افزایش بیان 

ر آذین( داشتند، شروع به گلدهی کردند؛ اما گیاهان شاهد که دارای وکتوعدد براکته )برگ گل 86/2 ± 16/0برگ روزتی و 

عدد برگ  54/13 ± 41/0و در حالی که تعداد  36/29 ± 49/0طور متوسط در روز خالی بودند، زودتر گل دادند. این گیاهان به

 (. 8)شکل  براکته داشتند، گل دادند 05/3 ± 22/0روزتی و 

 

سازه افزایش بیان  و تراریخت حاوی PGWB602Ω( دارای وکتور Controlدر گیاهان شاهد ) TFL1مقایسه فنوتیپ و بیان نسبی ژن  – 8شکل 

در زمان گلدهی.  35S::BjTFL1های گیاهان شاهد و گیاهان تراریخت ها و براکته( مقایسه تعداد روز، تعداد برگcو  a ،b( 35S::BjTFL1ژن )

 (. از روشSEخطای استاندارد ) ±میانگین  متر رسید یادداشت شد. مقادیر برابر باآذین به طول یک سانتیها زمانی که گلزمان گلدهی و تعداد برگ

https://doi.org/10.22034/cmr.2024.8266.3176
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Independent Samples t Test گیاه نسبت به شاهد  داریمعننشان دهنده تفاوت  حروف مختلفهای مختلف استفاده گردید. برای مقایسه ژنوتیپ

بر اساس سه  qRT-PCRنتایج . qRT-PCRبا روش  در گیاهان تراریخت خردل TFL1( بررسی بیان نسبی d(. P <0.05در هر نمودار است )

مرجع استفاده گردید. طبق انتظار بیان این  بعنوان CYCLOPHYLINبه دست آمد. از  ژن  RNAتکرار زیستی و سه تکرار تکنیکی برای هر نمونه 

 ژن در گیاهان شاهد مشاهده نشد.

 

های دی برای اثبات تفاوتدر مرحله بع: در گیاهان تراریخت شده آرابیدوپسیس خردل TFL1سنجش تغییرات بیان 

بررسی گردید. برای هر  خردل TFL1های استفاده و تغییرات سطح رونوشت qRT–PCRفنوتیپی مشاهده شده، از روش 

ها استخراج گردید. در گیاهان کل از برگ و رأس آن RNAتایی )سه تکرار( 4صورت سه گروه گیاه به 12ژنوتیپ از 

مشاهده شد در صورتی که در گیاهان شاهد، طبق انتظار رونوشت  خردل TFL1بیان ژن  35S::BjTFL1تراریخت شده با سازه 

 (. d 8این ژن مشاهده نگردید )شکل 

https://doi.org/10.22034/cmr.2024.8266.3176
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 حثب

های تنظیمی زمان گلدهی در تولید دار است. مکانیسمگذر به گلدهی یک تغییر نموی بسیار مهم در زندگی گیاهان گل

واند کمیت و کیفیت برگ، گل، دانه، میوه و حتی سهولت برداشت و تمحصولات کشاورزی نیز مهم است؛ زیرا می

های محیطی، بسیار تواند تحت تأثیر تنشسازی این محصولات را تحت تأثیر قرار دهد. علاوه بر این، فرآیند گلدهی میذخیره

نند تولیدمثل موفقی داشته باشند، عوامل محیطی و درونی را کنترل و نسبت به . گیاهان برای اینکه بتوا(28)پذیر باشد آسیب

گذر از فاز رویشی به زایشی یکی از مراحل نموی اصلی است که تحت کنترل ژنتیکی شدیدی  دهند.ها پاسخ مناسب میآن

دهی در گیاه آرابیدوپسیس بررسی گل .(18) کنندای نسبتاً پیچیده این مرحله را تنظیم میقرار دارد. مسیرهای ژنتیکی در شبکه

 کنند.مختلفی شده است که در این پدیده نقش ایفا می هایشناسایی ژنیک گیاه مدل متعلق به خانواده شب بو منجر به  بعنوان

و برخی دیگر نظیر  دهیباعث تحریک گل SEP، و CONSTANS (CO) ،FT ،SOC1 ،LFY ،AP1نظیر  هابرخی از این ژن

TFL1  وFLOWERING LOCUS C (FLC)  (45و  43 ،38 ،3) شونددهی میمانع از گل . 

معمولاً تعداد در این پژوهش برای انتقال ژن به گیاه از روش انتقال ژن با واسطه آگروباکترویوم استفاده شد. در این روش 

های ساده و در عین حال کارآمد برای استفاده از . یکی از روش(14)شود ی از ژن هدف به گیاه منتقل میکمتر نسخه

سالم بودن گیاهان و زمان  .(1)وری گل است ، روش غوطهگیاه آرابیدوپسیس ژهیوبه ژن در گیاهان انتقالآگروباکتریوم جهت 

-وری گل، اثر مستقیمی بر روی بالا رفتن درصد گیاهان تراریخت دارد. گیاهان ضعیف و یا انجام غوطهمناسب انجام غوطه

 انتقالتواند باعث کاهش شدید و یا حتی عدم تولید گیاهان تراریخت شود. در این مطالعه، وری در زمان نامناسب گاهی می

وری گل رخ داد که نشان دهنده شرایط صحیح رشد و سالم بودن گیاهانی است که برای غوطه زیآمتیقموف صورتبهژن 

 (.1)شکل استفاده شدند 

 Oryza، برنج )(8)( Arabidopsis thalianaدار نظیر آرابیدوپسیس )در بسیاری از گیاهان گل TFL1های تاکنون همساخت

sativa )(36)( نخود ،Pisum sativum )(16)( انگور ،Vitis vinifera )(7)( زعفران ،Crocus sativus )(49) لوبیا ،

(Phaseolus vulgaris )(42)توت ،( فرنگیFragaria vesca )(30) ،درختبیس( یMalus ×domestica )(15) گلابی ،

(Pyrus pyrifolia )(4) ،( انارPunica granatum )(39)( خیار ،Cucumis sativus )(56)( گل داوودی ،Chrysanthemum 

morifolium )(20) ( و بادمجانSolanum melongena )(46)  شناسایی شده است. در تمامی تحقیقات نشان داده شده است

اکثراً  هاهمساختدر زمان گلدهی و ساختار گیاه نقش اساسی دارند. همچنین نشان داده شد این  TFL1های که همساخت

نع حرکت یک مسدود کننده ما بعنوان TFL1شوند. مهارکننده گلدهی عمل کرده و منجر به رشد رویشی نامحدود می بعنوان

که در مرحله گذر از فاز رویشی به  TFL1 احتمالاًبنابراین، ؛ شود( به سمت رأس ساقه میFTرسان )ازجمله های پیاممولکول

 .(25و  11)شود ها میبه این قسمت FTشود، مانع حرکت پروتئین بیان می SAMهای زایشی در کناره

متضاد این دو، توالی یابی صحیح ژن مورد نظر، کلونینگ و انتقال آن به  کاملاًو نقش  FTو  TFL1وجه به شباهت توالی با ت

 FTرا به  TFL1تواند پروتئین های بالایی باشد زیرا نشان داده شده تغییر تنها یک آمینواسید میتواند دارای حساسیتگیاه می

و  22)ی خواهد بود کاف زینتغییر یک نوکلئوتید  تنها نهیدآمیاسکه برای تغییر این یک  و یا بالعکس تبدیل کند. جالب است

53). 
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ها بسیار حفاظت شده و عموماً دارای نشان داده است که ساختار این ژن TFL1های مقایسه توالی تعداد زیادی از همساخت

ها بسیار ثابت و همراه با تغییرات بسیار کم آمینواسیدها است. در سطح توالی رون هستند. طول اگزونچهار اگزون و سه اینت

ها بسیار متفاوت است. اگزون، طول اینترون برخلافشود. تغییرات کمی مشاهده می TFL1های پروتئینی، بین همساخت

ها بسیار نوکلئوتید هستند، حال آنکه طول اینترون 609تا  519ها داری طول اگزونی بین ایدر دولپه TFL1های همساخت

ژن همساخت  cDNA. در این تحقیق، توالی کامل ژن و ناحیه کد کننده (19)نوکلئوتید است  2048تا  496تر و بین متنوع

TFL1 سی استخراج، کلون و توالی یابی گردید. نتایج توالی یابی نشان داد که طول کامل ژن در در گیاه خردل از جوانه رأ

نوکلئوتید  534( به طول ORFاین ژن دارای چهارچوب خوانش باز ) cDNAجفت باز است. همچنین  1063ژنوم معادل 

رابیدوپسیس یکسانی دارد. مقایسه در آ TFL1درصد با پروتئین  95کند که آمینواسیدی را کد می 177است و یک پروتئین 

جفت باز و  221و  41، 210،62های دارای چهار اگزون به طول خردل TFL1ژنومی نشان داد که ژن  DNAو  cDNAتوالی 

 1037اندازه در آرابیدوپسیس نیز دارای طولی به TFL1(. ژن 3جفت باز است )شکل  89و  238، 202های سه اینترون به طول

آرابیدوپسیس  TFL1است.  خردل TFL1نوکلئوتید است. این طول بسیار شبیه به طول ژن  534به طول  ORFجفت باز و 

آرابیدوپسیس دارای سه  TFL1است. همچنین ژن  221و  41، 210،62دارای چهار اگزون به طول  خردل TFL1همانند 

متفاوت هستند.  خردل TFL1های ترونجفت باز است که همگی تا حدودی با طول این 87و  206، 210اینترون به طول 

ها و ی اگزونریقرارگو مکان  تعدادآرابیدوپسیس کاملاً برابر نیست اما  TFL1و   خردل TFL1های اگرچه طول اینترون

ای از شباهت عملکرد تواند نشانهاینترون می-ی ناحیه کد کننده و ساختار اگزونشدگحفاظت ها حفاظت شده است.اینترون

ها در نهاندانگان ابتدایی آرابیدوپسیس باشد. قبلاً نشان داده شده است که طول اینترون TFL1و  خردل TFL1بین  احتمالی

ها های این ژنتدریج نواحی از اینتروندر طی تکامل به احتمالاًرو پیشنهاد شده است هاست. ازاینلپهها و تکبلندتر از دولپه

های طور بالقوه قابلیت تنظیم بیان همساختای هستند که بههای حفاظت شدهرای موتیفهای طویل دااند. اینترونحذف شده

TFL1  توانند با تغییرات های بلندتر با داشتن عناصر سیس عملکردی بیشتر میاینترون کهرا دارند. قبلاً پیشنهاد شده است

 .(19)ان ابتدایی اثرگذار باشد در نهاندانگ TFL1( بر روی بیان ژن همساخت RNA Splicing) RNAپیرایش 

. در این تحقیق، (13)تواند اطلاعات فراوانی در رابطه با نقش و عملکرد یک ژن فراهم آورد انتقال پایدار یک ژن به گیاه می

در گیاهان تیپ وحشی  CaMV35Sدر گلدهی با افزایش بیان ناحیه کدکننده این ژن توسط پروموتر  خردل TFL1عملکرد ژن 

 qRT-PCRتوسط روش  لخرد TFL1آرابیدوپسیس، بررسی گردید. فنوتیپ گیاهان تراریخت شده مشاهده و افزایش بیان ژن 

ی به تأخیر افتاد و این داریمعنطور تأیید شد. نتایج مطالعات فنوتیپ نشان داد که زمان گلدهی در گیاهان تراریخت شده به

 TFL1دهد که طور میانگین تعداد بیشتری برگ روزتی نسبت به گیاهان شاهد تولید نمودند. این نتایج نشان میگیاهان به

 یک بازدارنده گلدهی است. احتمالبه خردل

 TFL1همساخت  از روش افزایش بیان برای بررسی عملکرد یک ژن استفاده شده است. برای مثال، ژن یدر تحقیقات زیاد

در  (20)و گل داوودی  (39)، انار (56)، خیار (51)، تمشک سیاه (42)، لوبیا (49)، زعفران (7)مربوط به گیاهانی نظیر انگور 

های همساخت تعیین گردد. در درون گیاه تیپ وحشی آرابیدوپسیس افزایش بیان پیدا کرده است تا نقش و عملکرد این ژن

در آرابیدوپسیس، تأخیر در گلدهی و افزایش طول دوره رشد رویشی  TFL1ها افزایش بیان ژن همساخت اکثر این آزمایش

 بعنواندر گیاهان مذکور،  TFL1های ج این تحقیقات نشان داد که همساختگیاهان تراریخت شده گزارش گردیده است. نتای
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توان در با استفاده از نتایج حاصل می کنند، نتایجی که با نتیجه این تحقیق سازگار و همسو است.مهارکننده گلدهی عمل می

 داشت.آینده با هدف قرار دادن این ژن در جهت بهبود عملکرد زراعی این دانه روغنی گام بر

 گیرینتیجه

شناسایی گردید.  TFL1به نام های کلیدی تنظیم کننده زمان گلدهی و شکل ظاهری گیاه خردل در این پژوهش، یکی از ژن

در گیاهان دیگر،  TFL1های مانند سایر همساخت خردل TFL1نشان داد، ساختار ژن  cDNAیابی کامل ژن و نتایج توالی

-ترتیب چهار و سه عدد بود که مشابه با سایر همب خردل TFL1ها در ها و اینتروناگزونکاملاً حفاظت شده است. تعداد 

ها نیز در این ژن، کاملاً حفاظت شده بود. ی اینترونریقرارگها و مکان در گیاهان دیگر است. طول اگزون های خودساخت

وپسیس استفاده گردید. بدین منظور توالی ناحیه از روش تراریختی گیاه آرابید خردل TFL1برای بررسی عملکرد احتمالی ژن 

کلون و تحت کنترل پروموتر  pGWB602Ωکلونینگ در وکتور بیانی   Gatewayبا روش خردل TFL1ژن  cDNAکد کننده 

CaMV35S  35قرار گرفت. این سازه با نامS::BjTFL1 وری گل به آرابیدوپسیس آگروباکتریوم و به روش غوطه باواسطه

بیان گردیده بود نسبت به گیاهان کنترل، گلدهی دیرتر و دوره  خردل TFL1ها ید. گیاهان آرابیدوپسیس که در آنمنتقل گرد

تواند یک احتمال یک بازدارنده گلدهی است و میبه خردل TFL1رشد رویشی بیشتری را نشان دادند. این نتایج نشان داد که 

 ورزی مهم باشد.هدف مناسب جهت بهبود ژنتیکی در این محصول کشا
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Abstract 

The precise regulation of flowering time is critical to optimize agricultural production 

since it directly affects the quality and quantity of leaf, flower, seed and fruit yields, as 

well as the ease of harvesting and marketing. Mustard is known as an important oilseed 

worldwide, and the timing of flowering and plant architecture play a direct role in 

increasing its yield. The TERMINAL FLOWER 1 gene is one of the key genes involved 

in the flowering process and determining the shoot form in plants. In the present study, 

this gene was cloned from mustard, and its function was analyzed using transgenic 

Arabidopsis experiments. For functional analysis, the overexpression construct was 

designed using Gateway cloning and Transgenic Arabidopsis plants were generated by 

the floral dip method. Overexpression of the coding region in the wild-type Arabidopsis 

(Col-0) induced a delay in flowering time, with a simultaneous increase in rosette leaf 

numbers, compared to control plants; however, the number of cauline leaves remained 

relatively similar between the transgenic and the control groups. The qRT-PCR results 

showed the transformed gene is expressed in transgenic Arabidopsis, while its mRNA 

was not detected in control plants. The results demonstrate that the analyzed gene might 

function as a floral repressor in mustard and could be used as an important target for 

genetic improvement. 
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