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موثر در تشكيل گل در زعفران  MADS-boxبررسي بيان ژنهاي عوامل رونويسي 
)Crocus sativus L.(  

 *فاطمه دهقان نيري و سونيا جدير

  بيوتكنولوژي كشاورزيدانشكده فني و مهندسي، گروه  ،)ره(المللي امام خمينيدانشگاه بين قزوين،

  23/12/93 :تاريخ پذيرش  13/9/93 :تاريخ دريافت
 چكيده

متعلق به خانواده بزرگ عوامل رونويسي  آنهابيشتر  كه اندشناسايي شده كنترل كننده گلدهي در گياهان بسياري از ژنهاي
MADS-box زعفران گياه . هستند)Crocus sativus ( منظور استفاده از گل و ه و ارزشمند است كه بتريپلوئيد نرعقيم يك گياه

هاي توليد آن در گياه زعفران به افزايش عملكرد و كاهش هزينهدرك چگونگي تشكيل گل . شودويژه كلاله آن كشت ميه ب
در ويژه ه كه در تشكيل گل ب MADS-boxاز خانواده  Sep3و  Ag1 هگرودو در اين تحقيق بيان ژنهاي . كندمي زياديكمك 
و شد بررسي راني در زعفران واريته اي) semi quantitative RT-PCR(نيمه كمي  PCRروش با كلاله نقش دارند گيري شكل

از  Ag1bو  Ag1aژنهاي  .قرار گرفتمقايسه مورد ها در كلاله و ساير اندامهاي گل و نيز اندامهاي رويشي اين ژنميزان بيان 
ميزان بيان آنها در اندامهاي  كه طوريه ببيان شدند در سه اندام جنسي تخمدان، كلاله و پرچم   MADS-boxخانواده Cكلاس 

بيان اين ژنها در اندامهاي گلبرگ، برگ، پياز و ريشه در مقايسه با كلاله و پرچم پايين . بودت به تخمدان بيشتر كلاله و پرچم نسب
اين خانواده ژني در چهار اندام گلبرگ، پرچم، كلاله و تخمدان  Eاز كلاس  Sep3dو  Sep3a ،Sep3b ،Sep3cبيان ژنهاي  .بود

 .در اندامهاي رويشي برگ، پياز و ريشه تعيين نگرديدنيمه كمي  PCR ميزان بيان با روشكه  در صورتي شدتعيين 

  .نيمه كمي PCR، روش MADS-box عوامل رونويسي ،بيان ژن، زعفران: كليدي هايواژه

 nayeri@eng.ikiu.ac.ir :، پست الكترونيكي02833901157: نويسنده مسئول، تلفن* 

  دمهمق
به  نجرگل م) Homeotic( مطالعه جهشهاي هومئوتيك

فرآيند تكامل گل  كنندهشناسايي بسياري از ژنهاي كنترل 
اغلب اين ژنها متعلق به خانواده  ).34 و 12( ه استشد

عوامل  .)35( هستند MADS-boxرونويسي  عواملبزرگ 
MADS-box نيز  جانوراناهان در مخمر و گي علاوه بر
ه و نقش مهمي در كنترل فرآيندهاي مهم ب وجود دارند
سبب  جانوراندر  ،طور مثاله ب كنندمي ءايفا ويژه تمايز

 MADS-boxژنهاي  .)40( شوندتمايز بافت ماهيچه مي
، در در گياه علاوه بر تعيين نوع اندام گل و تكامل آن

تعيين نوع مريستم، توسعه جانبي مثل فعاليتهاي تنظيمي 
 و 26، 25( دخالت دارندريشه و كنترل زمان گلدهي نيز 

مطالعه فعاليت براي درك چگونگي تكامل و نمو گل . )46
با ساير عوامل رونويسي  MADS-boxژنهاي  و برهمكنش

 16( در گلدهي ضروري است دخيل هايتنظيم بيان ژن در
ميرز و كوئن براساس مطالعات  1990در اوايل دهه . )17و 

و ژنتيكي جهشهاي هومئوتيك گل در دو مورفولوژيكي 
مدلي براي تكامل و تمايز  گياه آرابيدوپسيس و آنتوريوم
مدل  به عنواناين مدل بعدها . اندامهاي گل پيشنهاد كردند

ABC ه دليل سادگي و قابل اجرا بودن به شناخته شد و ب
هاي نهاندانگان مورد طور گسترده براي بسياري از گونه

از  گل آرابيدوپسيس مانند بسياري. )42( توجه قرار گرفت
هاي نهاندانگان شامل چهار نوع اندام است كه در گونه
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در محور . اندچهار محور متحدالمركز سازماندهي شده
كاسبرگها، در محور شماره ) ترين محورخارجي( 1شماره 

 4پرچمها و در محور شماره  3گلبرگها، در محور شماره  2
. )10و  8(ترين محور است مادگي قرار دارد كه داخلي

لعه ژنتيكي جهشهاي هومئوتيك كه سبب اختلال در مطا
فرآيند تكامل گل و تغيير هومئوتيك يك اندام به اندام 

اين . )13( شد ABCشود منجر به ارائه مدل ديگر مي
در . شوندبندي ميگروه Cو  A ،Bكلاس  سه جهشها در

 Ap2و  Ap1جهش در ژنهاي  كه شامل Aجهشهاي كلاس 
 باعث جايگزيني 2 و 1 ورهايهستند نقص اندام در مح

شود و در محور كاسبرگها مي جايه بدر محور اول مادگي 
 ژن در جهش. يابندجاي گلبرگ، پرچمها توسعه ميه دوم ب
Ap2  علاوه بر نقص اندام، نوعي نقص در تعيين مريستم

آيد و بخشي از مريستم گل به شاخه وجود ميه گل نيز ب
و  Piجهش در ژنهاي ( Bجهشهاي كلاس . شودتبديل مي

Ap3 (2جاي گلبرگ در محور ه منجر به توسعه كاسبرگ ب 
جهش در . شودمي 3و تبديل مادگي به پرچم در محور 

سبب نقص اندام در ) Agجهش در ژن ( Cكلاس 
گلبرگها  3كه در محور  طوريه شود بمي 4و  3محورهاي 

براساس مدل . يابندكاسبرگها توسعه مي 4و در حلقه 
ABC ، ژنهاي كلاسA ،B  وC  در دو محور مجاور

به فعاليت دارند و فعاليت هر يك از آنها به تنهايي و يا 
. كندتركيبي در هر محور گل نوع اندام را تعيين مي صورت

به تنهايي سبب  Aدر محور اول فعاليت ژنهاي كلاس 
و  Aبيان همزمان ژنهاي كلاس . شودتشكيل كاسبرگها مي

B در محور سوم . كندمحور دوم ايجاد مي ها را درگلبرگ
 به وجود Cو  Bپرچمها از فعاليت مشترك ژنهاي كلاس 

آيند و سرانجام مادگي در محور چهارم نتيجه بيان مي
  .)9و  7(به تنهايي است  Cژنهاي كلاس 

فنوتيپ اندامهاي گل را در بسياري از جهشهاي  ABCمدل 
كند اما در جهشهاي بيني ميگانه پيشمنفرد، دوگانه و سه

غيرفعال  Cو  A ،Bاي كه همه ژنهاي كلاسهاي گانهسه
تواند نوع اندامي را كه در هر محور اند مدل نميشده

ممكن است فرض شود كه . بيني نمايديابد پيشتوسعه مي
مورد نياز براي تعيين  Cو  A ،Bهمه ژنهاي كلاسهاي  اگر

اما . نوع اندام گل حذف شوند، اندام حاصل برگ است
به گانه نوع اندامي كه واقعيت اين است كه در جهشهاي سه

 .آيد داراي ظاهري مشابه با برگ و مادگي استمي وجود
بنابراين بايد ژنهاي ديگري وجود داشته باشند كه در عدم 

و  6( اندسبب ظهور مادگي شده Cژنهاي كلاس  حضور
مثال  به طور ABCجاي ژنهاي از سوي ديگر بيان نابه ).9

و 11 ،14 ،15( C و يا ژنهاي كلاس )B )25 ژنهاي كلاس
ها اين يافته. تغييري را در اندامهاي رويشي ايجاد نكرد )31

براي تشكيل اندامهاي گل  ABCي دهد كه ژنهانشان مي
توانند ضروري هستند اما كافي نيستند و اين ژنها تنها مي

اند داراي فعاليت در بافتهاي گل كه از پيش تثبيت شده
خوبي مشخص شده است كه عوامل رونويسي ه ب .باشند

MADS-box و يا  از طريق تشكيل ساختارهاي همودايمر
بنابراين اين . )38(شوند متصل مي DNAهترودايمر به 

فرضيه پيش آمد كه فعاليت تركيبي عوامل رونويسي 
MADS-box  جهت تعيين نوع اندام از طريق تشكيل

مثال در  به طور .گيردساختارهاي پيچيده صورت مي
و ايجاد  Cو  Bتشكيل پرچم برهمكنش ميان عوامل كلاس 

لف با ساختارهاي دايمر مكانيسمي را براي اتصالهاي مخت
DNA اما شواهد نشان داد كه پروتئينهاي . كندفراهم مي

مستقيم هيچ برهمكنشي با ساير عوامل  به طور Bكلاس 
ABC  37 و 16(شوند مي متصليكديگر  بهندارند و تنها( .

شامل  ABCعوامل موثر بر فعاليت ژنهاي براي اولين بار 
- هاي اطلسي و گوجهدر گونهبترتيب  Tm5و  Fbp2ژنهاي 

غيرفعال كردن اين ژنها منجر  .)20( فرنگي شناسايي شدند
 Cو  Bهاي كلاسهاي به فنوتيپي مشابه فنوتيپ جهش يافته

 Sep3و  Sep1 ،Sep2ژن  سهسپس . )34و  16 ،5، 4(شد 
در هيچ يك از . از گياه آرابيدوپسيس جداسازي شدند

جهشهاي منفرد و دوگانه اين ژنها فنوتيپ قابل توجهي 
، Sep1گانه در ژنهاي كه جهش سهمشاهده نشد در حالي

Sep2  وSep3  فنوتيپي مشابه لاينهايTm5  وFbp2  نشان
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 و 5( داد كه در تمام محورها كاسبرگ تشكيل شده بودمي
 , B (Piو  Cاين فنوتيپها كه يادآور جهشهاي دوگانه . )35

Ag)  و(Ap3, Ag)  بودند نشان دادند كه اولا اين گروه از
ضروري هستند و  Cو  Bژنها براي فعاليت كلاسهاي 

ندارد اما بر نوع اندام گل اثري  Sepجهش يك يا دو ژن 
نقص چشمگيري را  Sepهمزمان هر سه ژن  به طورحذف 

-با وجود اين بعيد بنظر مي .كنددر نوع اندام گل ايجاد مي

اگر اين . ثير باشدأتكامل بي به طور Sepرسد كه بيان ژنهاي
ژنها يكي باشند هيچ مزيت انتخابي در حفظ كپيهاي اين 

كاملي نشان كه آناليزهاي تسه ژن وجود ندارد در حالي
ها سال در گياهان حفظ براي ميليون Sepدهد كه ژنهاي مي
در مقايسه با  Sep3از طرفي الگوي بيان . )20(اند شده

Sep1  وSep2 ژنهاي .متفاوت است Sep1 و Sep2  در
 شوندمحورها بيان مي همهمراحل اوليه تكامل گل و در 

تنها در محورهاي دوم، سوم و چهارم  Sep3اما  .)36 و 21(
بررسي بيان اين ژنها و نيز ژنهاي مرتبط . )29(شود بيان مي

) 39و  Derh72  ()17و Defh200ژنهاي (از گياه آنتوريوم 
اين نكته را آشكار كرد كه اين ژنها بعد از بيان ژنهاي تعيين 

تعيين كننده  ABCل و پيش از بيان ژنهاي كننده مريستم گ
ها نقش اين ژنها را در ايجاد اين يافته. هستندنوع اندام 

اين گروه  قبلاً. كندخوبي مشخص ميه بافت اوليه گل ب
اما  ندشدمي يدهنام MADSژنهاي حدواسط  به عنوانژنها 

ژنهاي  به عنوان ABCگذاري مدل اكنون در همراهي با نام
براساس مطالعاتي كه روي . شوندشناخته مي Eكلاس 

 به طور Eئينهاي كلاس پروتئينها صورت گرفته است پروت
و  19 ،16( دارند برهمكنش Cمستقيم با پروتئينهاي كلاس 

برهمكنش  Bهترودايمرهاي كلاس  با Sepپروتئينهاي . )22
و  Pi-Ap3ميان هترودايمر  Sep3و نيز در حضور دارند 

ج اين نتاي ).24(گيرد صورت ميبرهمكنش  Agپروتئين 
براي واكنش ميان  ABCكند كه مدل تركيبي آشكار مي

 Sepحضور پروتئينهاي ه پروتئينهاي تعيين كننده نوع اندام ب
رسد كه پروتئينهاي نظر ميه ب. حدواسط نياز دارد به عنوان

Sep  نه تنها سبب ايجاد كمپلكسهاي پيچيده ميان

شوند بلكه در طي دوره تكامل گل مي ABCپروتئينهاي 
هاي تنظيمي گياه كه توسط ري ديگر از فرآيندبسيا

 شوند نيز نقش دارندكنترل مي MADS-boxپروتئينهاي 
)42(.  

- آنچه در بالا ذكر شد مكانيسم تكامل گل در گياهان دولپه

-اي با گياهان دولپهلپهساختمان گل در گياهان تك. اي بود

اي لپهتكامل گل در گياهان تكرو  از ايناي تفاوت دارد و 
در گياهان . اي متفاوت استدر گياهان دولپه ABCبا مدل 

مثال در خانواده ليلياسه مانند گياهان  به طوراي لپهتك
اي دو محور داخلي شامل پرچم ومادگي است اما دولپه

اي پوشش گل لپهاي در گياهان تكبرخلاف گياهان دولپه
ار تنها شامل يك نوع اندام است كه در دو محور مجزا قر

ها در محورهاي اول و دوم بجاي در اين گونه. اندگرفته
 .هاي گلبرگ مانند وجود داردكاسبرگ و گلبرگ، اندام

 در حلقه دوم است Bعلت اين امر دخالت ژنهاي كلاس 
)28(.  

عوامل رونويسي را رمز  MADS-boxژنهاي خانواده 
كنند كه در فرآيندهاي گوناگون در يوكاريوتها نقش  مي

در گياهان اين ژنها در تكامل گل و ميوه دخالت  .دارند
براساس منشاء تكاملي، عوامل رونويسي ). 6(دارند 

MADS-box  به دو گروهI  و گروهII شوندتقسيم مي .
اند و تنظيم بيشتر مورد مطالعه قرار گرفته IIژنهاي گروه 

هاي كليدي در فرآيندهاي تكاملي مانند تعيين نوع كننده
ن گلدهي و تكامل ميوه و بذر هستند، در مريستم، زما

 IIگروه . خيلي شناخته شده نيستند Iمقابل ژنهاي گروه 
دامين حفاظت شده  1تنها داراي  Iدامين و گروه  4داراي 
  ).41 و 32(هستند 

  
 Iعوامل گروه . MADS-boxساختار عوامل رونويسي 

  .دامين هستند 4داراي  IIدامين و عوامل گروه  1داراي
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را  Ap1ژن همولوگ  3بيان ) 2004(فتاريس و همكاران تسا
 به صورترا  آنهادر گياه زعفران واريته يوناني بررسي و 

CsAp1a ،CsAp1b  وCsAp1c اين ژنها . گذاري كردندنام
بودند كه در گياه زعفران  MADS-Boxاولين ژنهاي 
ژن همولوژي  3اي اين توالي اسيدآمينه. شناسايي شدند

ويژه خانواده ه ب MADS-Boxبا عوامل رونويسي بالايي را 
Ap1-like تمامي تواليهاي جدا شده فاقد . نشان دادند
 Ap1اين موتيف در پروتئينهاي . بودند CAAXموتيف 
. اي وجود ندارداي برخلاف گياهان دولپه¬لپه¬تك گياهان

آناليز فيلوژني ژنهاي جداسازي شده در سطح اسيدهاي 
 Ap1نها داراي اجداد مشتركي با ژنهاي آمينه نشان داد كه آ

  ).46(اي ذرت، جو و برنج هستند ¬لپه¬گياهان تك

سازي چهار ژن از همسانه) 2011(تسافتاريس و همكاران 
، Sep3a ،Sep3bبا نامهاي  MADS-Boxخانواده  Eكلاس 
Sep3c  وSep3c-as يابي نتايج توالي. را گزارش كردند

 Sep3cحصول پردازش ژن م Sep3c-asنشان داد كه توالي 
نتايج بررسي خويشاوندي نشان داد كه اين تواليها . است

جدا شده از ساير  Sep3-likeبسيار مشابه با تواليهاي 
قوي  به طورهر چهار توالي . اي هستند¬لپه¬گياهان تك

تسافتاريس و همكاران . در تمام اندامهاي گل بيان شدند
همراه ژنهاي ه ب Sep3-likeاظهار داشتند كه بيان ژنهاي 

اولا تشكيل گلبرگ بجاي كاسبرگ  Bو كلاس  Aكلاس 
به  ABCتوسعه مدل تكامل گل را از  در محور اول و ثانياً

ABCE از سوي ديگر بيان ژنهاي كلاس . دهدتوضيح مي
C همراه ژنهاي كلاس ه بE  وB  در اندام مادگي نشان داد

بايد  كه براي يافتن نقش اين ژنها در تشكيل مادگي
  ).43(آزمايشات بيشتري صورت گيرد 

گياهي تك لپه و تريپلوئيد از  )Crocus sativus( زعفران
و داراي گلهايي با ارزش ) Iridaceae( خانواده زنبقيان
كلاله قرمز رنگ آن با نام تجاري زعفران . اقتصادي بالاست

ه ب در صنايع غذايي با خواص دارويي يك افزودني محبوب
گل . كه داراي رايحه و رنگ جذابي است رودشمار مي

 اين گياهپوشش گل در . زعفران دوجنسي و عقيم است
گلبرگ در محور  3قسمت گلبرگ مانند است كه  6شامل 
گلبرگ در محور دوم  3و ) گلبرگهاي خارجي(اول 

پرچم مجزا  3نرينگي شامل  .قرار دارند) گلبرگهاي داخلي(
در وسط قرار گرفته است و مادگي آن از يك تخمدان كه 

از قسمت تخمدان خامه باريك و بلندي . است تشكيل شده
 شودشود كه در انتها به كلاله بوقي شكل ختم ميخارج مي

افزايش  بهدرك چگونگي رشد گل در گياه زعفران  .)41(
كمك ويژه كلاله ه هاي توليد گل بعملكرد و كاهش هزينه

ان ژنهايي از خانواده ه بيدر اين مطالع. سزايي خواهد كرده ب
MADS-box  كه در تشكيل گل بويژه كلاله نقش دارند

مورد بررسي قرار گرفت و ميزان بيان آنها با يكديگر در 
  .كلاله و ساير اندامهاي گل و اندامهاي رويشي مقايسه شد

  مواد و روشها
مواد گياهي مورد استفاده در اين تحقيق شامل اندامهاي 

، برگ، پياز و ريشه گياه گلبرگكلاله، پرچم، تخمدان،
از منطقه قائنات استان  پس از برداشت گلها. زعفران بود

هاي اندامهاي ذكر شده توزين و درون ورقه ،خراسان
درون  "هاي آماده شده فورانمونه. آلومينيومي پيچيده شدند

تا زمان گراد سانتيدرجه  - 80ازت مايع تثبيت و در دماي 
  .شدندنگهداري  RNAاستخراج 

اندام رويشي و  7از  RNAاستخراج : RNAاستخراج 
زايشي گياه زعفران شامل ريشه، پياز، برگ، گلبرگ، 

ساخت ( RNAپرچم،كلاله و تخمدان با كيت استخراج 
  .صورت گرفت (RNXTM – PLUS))شركت سيناكلون 

سنتز : )cDNAسنتز ( برداري معكوسواكنش نسخه
cDNA ز ميكروگرم ا 1 با استفاده ازRNA كل با استفاده از 

Oligo dT آغازگر عمومي توسط آنزيم  به عنوان
 M-MuLV Reverseترانسكريپتازمعكوس با نام تجاري 

Transcriptase Rnase H براي انجام روش . صورت گرفت
PCR  ،غلظت نيمه كميcDNA هاي حاصل از نمونه
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اسپكتروفتومتري تعيين  بابرداري معكوس واكنش نسخه
اي پليمراز از هر س جهت انجام واكنش زنجيرهشد و سپ

  .تهيه شد µg/µl1 ها استوك كاري با غلظت يك از نمونه

روش از در اين تحقيق : )PCR(اي پليمراز واكنش زنجيره
PCR هاي مورد نظر استفاده جهت بررسي بيان ژن نيمه كمي
از يك جفت آغازگر با استفاده ابتدا براي اين منظور . شد
 دار شرايط انجام واكنشژن خانه به عنوان  18S rRNAژن

 از گياه موجودبراساس منابع  18S rRNAژن . شد بهينه
اي پليمراز سپس واكنش زنجيره). 3(زعفران انتخاب شد 

هاي از ژن Ag1b و Ag1aشامل ژن اختصاصي  6براي 
از ژنهاي  Sep3d و Sep3a ،Sep3b ،Sep3c و  Cكلاس 
اي اختصاصي ژن با هرآغازگ. صورت گرفت Eكلاس 

 NCBI پايگاهدر ژنها هاي موجود استفاده از توالي
)EU424140.1 ،EU424139.1 ،EU424138.1 ،

EU424137.1 ،AY555580.1 ،AY555579.1( بوسيله 
و با در نظر ) Oligo 5 )http://www.oligo.netافزار نرم

درستي  .طراحي شدندلازم  گرفتن همه پارامترهاي
آغازگرهاي طراحي شده از لحاظ عدم اتصال 
غيراختصاصي و تشكيل دايمر آغازگرها، با استفاده 

شرايط  .)1جدول (مورد تاييد قرار گرفت   Primer Blastاز
واسرشتگي : بودشرح اين به  نيمه كمي PCRواكنش  انجام
چرخه  35گراد، درجه سانتي 94دقيقه در دماي  3اوليه 

درجه  94دقيقه در دماي  1شامل واسرشتگي بمدت 
دقيقه در دماي بهينه شده براي  1بمدت  گراد، اتصالسانتي

درجه  72دقيقه در دماي  1هر آغازگر، گسترش بمدت 
 72دقيقه در دماي  10گراد و گسترش نهايي بمدت سانتي

  . گراددرجه سانتي

 Forwardترتيب نشان دهنده آغازگرهاي ه ب Rو  Fدر اين جدول . گياه زعفران MADS-Boxراي ژنهاي مشخصات آغازگرهاي مورد استفاده ب -1جدول 
  .هستند) برگشت( Reverseو ) رفت(

%GC اتصال دماي )ºC(   آغازگرها آغازگرها3'به5'توالي  طول قطعه 
60  60  681 '-AACGGATCCATGGGGAgGGGGAAgATCG-3'5 Ag1a F 

  60  '5'-TGCGGATCCTTACCCTAgTTGGAgGGCAgTC-3 Ag1a R

57  60  686 '-TAgGATCCATGGGGAgGGGGAAgATCG-3'5 Ag1b F

55  60  '-CGCGGATCCCTACACAAAACCTAgTTGGAg-3'5 Ag1b R

57  58  716 '-ATGGGATCCATGGGGAgAgGAAgAgTCGAg-3'5 Sep3a F

51  58  '-ATCGGATCCTCATTGCAACCATCCAgGCA-3'5 Sep3aR 

59  58  719 '-AAgGGATCCATGGGGAgAgGGAgAgTCGAg-3'5 Sep3bF

55  58  '-GTCGGATCCTCATTGCAACCATCCAgGCA-3'5 Sep3bR 

60  58  724 '-ACCGGATCCATGGGTAgAgGGAgAgTCGAgC-3'5 Sep3cF 

59  58  '-ACGGGATCCTCATGGGAACCATCCTGGAg-3'5 Sep3cR 

57  58  720 '-ATCGGATCCATGGGTAgAgGGAgAgTCGAg-3'5 Sep3dF  

55  58  '-ATCGGATCCTCATGGGAACCATCCTGGAg-3'5 Sep3dR 

50  56  703 5'-TTCAATCCGTAGGAGCGACA-3' 18srnaF 

52  56  5'-CGAACGAGACCTCAGTCTGCTAA-3' 18srnaR 

  

، نمونهدر بررسي بيان هر ژن به ازاي هر : بررسي بيان ژنها
پس از انجام اين . بار تكرار شد 3اي پليمراز واكنش زنجيره

 درصد 2/1محصول واكنش روي ژل  µl 5اكنش مقدار و

 v 1.42q افزاروسيله نرمه آگارز الكتروفورز و سپس ب
ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html)   شدت

افزار قادر است اين نرم. باند موجود روي ژل آناليز شد
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به گيري كند و نسبي باند موجود روي ژل را اندازهشدت 
هاي در نهايت آناليز آماري داده. عدد نمايش دهد صورت

 SPSS v افزارهاي حاصل و رسم نمودارها با نرم

15)www.spss.com(  وExcel انجام شد.  

  نتايج 
از  Ag1bو  Ag1aژنهاي :  Cبررسي بيان ژنهاي كلاس 

 1078 طول ترتيب دارايه ب MADS-boxخانواده  Cكلاس 
هاي مربوط مقايسه ميانگين داده .هستند جفت باز 1127و 

در اندامهاي مختلف گياه زعفران نشان  Ag1aبه بيان ژن 
. دار شددرصد معني 1داد كه اختلاف بين اندامها در سطح 

در اندامهاي مختلف  Ag1aشدت باند  ،آناليزهاي آماري
 يبه طوردهد تفاوت قرار ميم زعفران را در دو سطح كاملاً

كه شدت باند در اندامهاي كلاله و پرچم خيلي زياد است 
كه در اندامهاي تخمدان، گلبرگ، برگ، پياز و در حالي

از سوي ديگر . ريشه در مقايسه با كلاله و پرچم پايين است
 Ag1aاست ژن  نشان داده شده 1همان گونه كه در شكل

مدان بيان شده است، با اين در اندامهاي كلاله، پرچم و تخ
تفاوت كه ميزان بيان آن در اندامهاي كلاله و پرچم نسبت 

  .به تخمدان بيشتر است

در اندامهاي مختلف گياه  Ag1bاختلاف ميانگين بيان ژن 
براساس آناليزهاي . دار بوددرصد معني 1زعفران در سطح 

بدست آمده در اندامهاي  Ag1bآماري شدت باند ژن 
در دو سطح  Ag1aاه زعفران نيز مانند ژن مختلف گي

گيرد و در اندامهاي كلاله و پرچم نسبت متفاوت قرار مي
اين،  با وجود. داري داردبه ساير اندامها اختلاف معني

دهد كه اين ژن در اندامهاي تخمدان، كلاله نشان مي 1شكل
يان آن شود، البته با اين تفاوت كه ميزان بو پرچم بيان مي

  .در اندامهاي كلاله و پرچم نسبت به تخمدان بيشتر است

، Sep3a ،Sep3bژنهاي : Eبررسي بيان ژنهاي كلاس 
Sep3c و Sep3d كلاس  متعلق بهE  خانوادهMADS-box 
و  1070، 1157، 1110 ترتيبه ها بطول اين ژن. هستند

در  Sep3aمقايسه ميانگين بيان ژن . استجفت باز  1059
  .دار شدمختلف گياه زعفران معني اندامهاي

 
 

 
 

اين . در اندامهاي مختلف زعفران Ag1bو   Ag1aبيان ژنهاي -1شكل
ويژه در كلاله و پرچم بيان بالايي دارند ه ژنها در اندامهاي تخمدان و ب

شوند يا بيان بيان نمي) برگ، پياز و ريشه(اندامهاي رويشي ولي در 
دهد كه را نشان مي  18S rRNAيان ژنشكل پايين ب. بسيار كمي دارند

طول قطعه مربوط به ژن . در همه اندامها به يك ميزان بيان شده است
Ag1b 681 ژن ،Ag1a 686  18و ژنS rRNA 703 جفت باز است. 

آناليزهاي آماري بيشترين ميزان شدت باند را در اندامهاي 
گلبرگ و پرچم و سپس در اندامهاي تخمدان و كلاله نشان 

را در اندامهاي  Sep3aتفاوت در ميزان بيان  2شكل. ددا
دهد، اين ژن در اندامهاي گل مختلف گياه زعفران نشان مي

شود ولي در شامل تخمدان، كلاله، پرچم و گلبرگها بيان مي
مقايسه . شوداندامهاي رويشي برگ، ريشه و پياز بيان نمي
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ر در اندامهاي مختلف زعفران د Sep3bميانگين بيان ژن
بيشترين ميزان شدت باند در . دار بوددرصد معني 1سطح 

اندامهاي كلاله، پرچم، گلبرگ و سپس در اندام تخمدان 
است  نشان داده شده 2همانطور كه در شكل. مشاهده شد

  . شوداين ژن در اندامهاي برگ، ريشه و پياز بيان نمي

 
 
 

 

 
گياه در اندامهاي مختلف  Sep3cاختلاف ميانگين بيان ژن 

آناليزهاي آماري . دار شددرصد معني 1زعفران در سطح 
سطح  2شدت باند در اندامهاي مختلف گياه زعفران را در 

در اندامهاي مختلف گل  Sep3cژن . دهدمتفاوت قرار مي
شود ولي در شامل تخمدان، كلاله، پرچم و گلبرگ بيان مي

ود شاندامهاي غير گل شامل برگ، پياز و ريشه بيان نمي
در اندامهاي  Sep3dاختلاف ميانگين بيان ژن ). 2شكل(

آناليزهاي . دار شددرصد معني 1مختلف زعفران در سطح 

سطح  3آماري شدت باند در اندامهاي مختلف را در 
كه اندامهاي كلاله، پرچم،  يبه طورمتفاوت قرار داد 

گلبرگ و سپس تخمدان داراي بيشترين شدت باند بودند و 
ويشي برگ، پياز و ريشه كمترين شدت باند را اندامهاي ر
ميزان بيان اين ژن را در اندامهاي  2شكل. نشان دادند

  . دهدمختلف گياه زعفران نشان مي

  

  
 

 
 

در اندامهاي  MADS boxخانواده   Eبررسي بيان ژنهاي كلاس -2شكل
اين ژنها در اندامهاي گل شامل تخمدان، كلاله ، . مختلف گياه زعفران

برگ، پياز (م و گلبرگ بيان بالايي دارند ولي در اندامهاي رويشي پرچ
شكل پايين بيان . شوند يا بيان بسيار كمي دارندبيان نمي) و ريشه

دهد كه در همه اندامها به يك ميزان بيان را نشان مي  18S rRNAژن
 Sep3c، ژن Sep3b  719، ژن Sep3a  716طول قطعه ژن . شده است

  .جفت باز است 18S rRNA 703و ژن   Sep3d 720، ژن 724
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  بحث
- زعفران از گياهان زراعي و ارزشمندي است كه از جنبه

از جمله . هاي مختلفي مورد مطالعه قرار گرفته است
توان به تكثير سريع و ات صورت گرفته در ايران ميقتحقي

هاي سالم زعفران در شرايط آزمايشگاهي اشاره انبوه بنه
انجام شده ) 1390(پور و همكاران كرد كه توسط رجب 

كه روش  يياز آنجا براساس گزارش اين محققين .است
بر است ها زمانزا به بنهعلت حمله عوامل بيماريه سنتي ب

هاي عاري از روشهاي آزمايشگاهي براي توليد بنهتوان مي
همچنين در تحقيق ديگري كه . )1( از بيماري استفاده نمود

صورت گرفته است ) 1393(ران توسط رضواني و همكا
ثير هورمون اكسين و عنصر مس روي خصوصيات أت

براساس . ظاهري ريشه و برگ زعفران مطالعه شده است
نتايج اين مطالعه اثر متقابل اكسين و مس باعث افزايش 

در . )2( شودتعداد ريشه و وزن خشك برگ و ريشه مي
متعلق  Sep3و  Ag1ژنهاي دو گروه تحقيق حاضر نيز بيان 

 MADS-boxخانواده عوامل رونويسي  Eو  Cبه كلاسهاي 
ويژه در تشكيل كلاله نقش دارند با ه كه در تشكيل گل ب

نيمه كمي در زعفران واريته ايراني بررسي شد  PCRروش 
و ميزان بيان اين ژنها در كلاله و ساير اندامهاي گل و نيز 

   .اندامهاي رويشي مورد مقايسه قرار گرفت

خانواده  Cكلاس  متعلق به Agژنهاي : Cژنهاي كلاس بيان 
MADS‐box دو ژن . هستندAg1a  وAg1b  فرمهاي حاصل از

تشابه توالي  درصد 99باشند كه مي AG1پيرايشهاي متفاوت ژن 
در سطح  Agژنهاي  بيان الگويمطالعه . نوكلئوتيدي دارند

ين ا بيان ،طي دوره تكامل گل در گياه آرابيدوپسيسرونويسي 
 كه در صورتي نشان داددر پريموردياي پرچم و مادگي را  هاژن

و  27، 18( نشد بياني مشاهدهدر اندامهاي كاسبرگ و گلبرگ 
بيان اين ژنها در محورهاي سوم و چهارم نقش مهمي در . )30

. تشكيل اندامهاي جنسي پرچم و مادگي در اين محورها دارد
سوم همراه با ژنهاي اي در محور در گياهان دولپه Agژنهاي 
در محور چهارم اين ژنها با ژنهاي . شوندبيان مي Eو  Bكلاس 
اما الگوي بيان در گياه . شوندمشترك بيان مي به طور Eكلاس 

گفته شد اي در گياهان دو لپهاي زعفران نسبت به آنچه لپهتك
سه اندام كلاله، در  Ag1aبيان ژن بررسي . متفاوت است كمي

در  Ag1aنشان داد كه ژن  واريته ايراني زعفرانپرچم و برگ 
 استبيان فاقد در برگ  وليبيان داراي هاي كلاله و پرچم اندام

در  فقط Agي كه ژنها نشان دادتحقيق اين نتايج . )45و  44(
-اندامهاي جنسي زعفران شامل تخمدان، كلاله و پرچم بيان مي

  .شوندميو در گلبرگ و ساير اندامهاي رويشي بيان ن شوند

ژنهاي  E در كلاس Sepژنهاي : Eهاي كلاس بيان ژن
شوند و نقش مهمي بندي ميتقسيم MADS-boxخانواده 

تشكيل اندامهاي  Sepعوامل رونويسي . در تكامل گل دارند
 Sep3و   Sep1،Sep2هاي نژ. كنندمختلف گل را كنترل مي

، از ژنهاي تعيين كننده اندام هستند كه براي تكامل گلبرگ
الگوي بيان ژنهان . )34( باشندپرچم و مادگي ضروري مي

Sep اي با هم متفاوت استلپهاي و تكدر گياهان دولپه .
اي بيان اين ژنها در محورهاي دوم، سوم و در گياهان دولپه

سبب تشكيل اندامهاي  ABCچهارم همراه با ژنهاي 
اين در حالي است كه ژنهاي . )33( شودمختلف گل مي

Sep شوند و بيان ژنهاي كلاس در محور اول بيان نميA  به
مطالعه . شودتنهايي در اين محور سبب تشكيل كاسبرگ مي

برنج و ذرت در  ويژهه اي و بلپه در گياهان تك Sepژنهاي 
 ،ايلپه دو برخلاف گياهان. )23( صورت گرفته است

 دهداي نشان ميلپه در گياهان تك Sepبررسي بيان ژنهاي 
-محورهاي گل اين گياهان بيان مي همهاين ژنها در  كه

در گياه زعفران  واريته يوناني در Sep3ژنهاي بيان . شوند
در اندامهاي كلاله، پرچم و گلبرگ هر چهار حلقه گل 
  . )43( شناسايي شده است

در اندامهاي مختلف گياه  Sep3در اين تحقيق بيان ژنهاي 
بر اساس . رار گرفتزعفران واريته ايراني مورد بررسي ق

در همه اندامها و  Sep3دست آمده ژنهاي ه نتايج ب
رسد اين نظر ميه ب .شوندمحورهاي گل زعفران بيان مي

 عبارته و يا بژنها در تشكيل همه اندامهاي گل زعفران 
 ABCدر تشكيل بافت اوليه گل جهت فعاليت ژنهاي  ديگر

در گياهان  ABCEاين نتايج با مدل تكامل گل  .نقش دارند
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جهت درك بيشتر چگونگي  وجود اين،با  .سازگار است
 هايآزمايش آن خصوص مادگيه تشكيل گل زعفران و ب

و  MADSبيشتري در ارتباط با چگونگي تجمع پروتئينهاي 
  .بايد انجام شود Eو  A ،B ،C كنش عواملبرهم

نشان دادند كه در گياه ) 2000(پلاز و همكاران 
ژن  3به فعاليت  Cو  Bژنهاي كلاس آرابيدوپسيس فعاليت 

Sep1 ،Sep2  وSep3  از خانوادهMADS-Box در . نياز دارد
 Sepگانه كه فاقد فعاليت هر سه ژن گياهان جهش يافته سه

براين . بودند در تمام محورهاي گل كاسبرگ تشكيل شد
 Sep1، Sep2اساس پلاز و همكاران اعلام كردند كه ژنهاي 

ين كننده اندام هستند كه براي تكامل از ژنهاي تعي Sep3 و
پلاز و همكاران . باشندگلبرگ، پرچم و مادگي ضروري مي

طي آزمايشهايي توانستند در گياه آرابيدوپسيس ) 2001(
با  Sepتركيب فعاليت ژنهاي . برگ را به گلبرگ تبديل كنند

 سبب تغيير برگهاي رزت به گلبرگ شد Bو  Aژنهاي 

نشان دادند پروتئينهاي كلاس ) 2001(هونما و گوتو  .)34(
B  از طريق پروتئينهايSep  با پروتئينهايAp1  وAg 

و  Pi ،Ap3در اين بررسي بيان نابجاي . برهمكنش دارند
Ap1  همچنين بيان نابجايPi ،Ap3  وSep3  سبب تبديل

 Agو  Pi ،Ap3 ،Sep3بيان نابجاي . برگ به گلبرگ شد
  . )24( باعث تغيير برگ به پرچم شد

تواند راه را درك چگونگي رشد گل در گياه زعفران مي
ه هاي توليد گل بو كاهش هزينهآن براي افزايش عملكرد 
در تحقيق حاضر بيان ژنهايي از . ويژه كلاله هموار سازد

ويژه كلاله ه را كه در تشكيل گل ب MADS-Boxخانواده 
نقش دارند مورد بررسي قرار گرفت و ميزان بيان آنها با 
يكديگر در كلاله، ساير اندامهاي گل و نيز اندامهاي رويشي 

گام بعدي استفاده از مهندسي ژنتيك براي . مقايسه شد
 .شوندي است كه در كلاله بيان ميژنهاي افزايش بيان
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Abstract 

In plants many genes have been identified with a significant role in the control of 
flowering pathway. Most of these genes belong to a large family of MADS-box 
transcription factors. Crocus sativus is a triploid sterile plant characterized by its long 
red stigmas having commercial value. Understanding flower development in this plant 
can be useful in increasing yield and reducing production cost. In the present study, the 
expression pattern of two classes of MADS-box genes (Ag1 and Sep3) involved in 
flower formation was analyzed in both flower parts and vegetative organs by semi 
quantitative RT-PCR. Based on the analysis, two C classes of MADS-box genes 
including Ag1a and Ag1b were expressed in three sexual organs including ovary, stigma 
and stamens. These two genes showed higher expression in saffron stigma and stamens 
compared to ovary. Expression level of Ag1a and Ag1b genes was low in petal, leaf, 
corn and root organs. The expression of Sep3a, Sep3b, Sep3c and Sep3d genes from 
class E of MADS-box family detected in petal, stamen, stigma and ovary while it was 
not detectable in vegetative organs including corn and root by semi quantitative RT-
PCR. 

Key words: Gene expression, Saffron, MADS-box transcription factors, Semi 
quantitative RT-PCR. 
 

 

 

 

 

 

 


