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در  FLOWERING LOCUS C (FLC) یان ژن ارتولوگبیابی و میزان جداسازی، توالی

 (Sisymbrium irioخاکشیر بدل )های مختلف اندام

 3زهرا بهمنی و 2، رضا حیدری2، 1، فرزانه نصری*1فرخنده رضانژاد

 شناسیگروه زیستدانشگاه شهید باهنر کرمان، کرمان،  ایران، 1

 شناسیگروه زیست گاه ارومیه،دانشایران، ارومیه،  2

 شناسیگروه زیستدانشگاه تبریز، ایران، تبریز،  3

 26/05/1401تاریخ پذیرش:  29/09/1400تاریخ دریافت: 

 چکیده

نقش ، FLC ژنباشند. های مختلفی است که تحت کنترل فاکتورهای محیطی و درونی میدهی نیازمند فعالیت ژنزمان گل تنظیم

کند. بهاره شدن یک سازگاری طبیعی می مهاردهی را ، گلبهاره شدنعنوان ژن هدف مسیر هبدارد و  دهیگلکلیدی در گذر به 

. دراین مطالعه، شناسایی و بررسی یابنددهی پس از زمستان است تا گل و دانه در شرایط مطلوب محیطی نمو برای تضمین گل

 یاختصاص یها. آغازگرساخته شد cDNA استخراج و ایلپه هایبرگکل از  RNAدر خاکشیر بدل بررسی شد.  این ژنبیان 

 طول به نظر مورد قطعه. دندیگرد ستفادها RT-PCR واکنش یو برا یطراح ،FLC ختساهم هاینژ یتوال ییراستاهم براساس

پروتئین استنباطی با  ثبت شد. مقایسه NCBI در پایگاه KT156751دسترسی  و شماره SiFLCبا نام  وشناسایی  ،نوکلئوتید 449

با استفاده از میزان نسبی بیان ها بود. در سایر گیاهان، نشان دهنده شباهت زیاد آن FLCساخت های هماسید با پروتئینآمینو 150

( در برگ 86درصد بود، بالاترین میزان ) 56-86بین  ، ساقه و ریشه، برگ بالغبرگ جوان رویشی در مرحله در ،روش نیمه کمی

در برگ مشاهده شد بویژه  هادر مرحله زایشی کاهش بیان در این اندام ( در ساقه مشاهده شد.56ترین میزان )حدود ان و کمجو

کاهش  .درصد رسید 31و به حدود  بالاتر بودهای گل به نسبت اما در غنچهکه میزان بیان آن بسیار ناچیز )حدود یک درصد( 

می تواند مربوط به تنظیم دهی، تحریک گل گل، پس ازآن در دهی و افزایش نده تحریک گلدهبیان در برگ در فاز زایشی نشان 

 دوباره آن و آمادگی برای مهار طی فاز رویشی باشد.

 RT-PCR ،Sisymbrium irioدهی، تعیین توالی، ، گلبرگ جوان، ساقه کلیدی:های واژه

 frezanejad@uk.ac.ir ، پست الکترونیکی:03431322090نویسنده مسئول، تلفن: * 

 مقدمه

 رویداد یک دهدرخ می شاخساره مریستم در که گل تشکیل

 مستلزم دهیگل آغاز. است پیچیده تکوینی و فیزیولوژیکی

ی هاجوانه تمایز الگوی در اساسی تغییرات سریبروز یک

آذین تشکیل مریستم گل به منجر که است یی یا کناریانتها

گردد. برای انجام این گل می هایاندام توسعه و ایجادو 

رشد  حداقلبرسد که  دهیگل بلوغ به فرایند، ابتدا گیاه باید

 دوره وارد بتواند تا دهد انجام باید گیاه است که رویشی

 گیاهان های مختلفگونه در هاییدوره شود. چنین زایشی

کوتاه  بسیار دوره این غلات در است برای مثال متفاوت

نباتات  اصلاح هایروش با معمولاً باغی، گیاهان . درباشدمی

 دوم رسانند. مرحلهحداقل می به را دهیگل بلوغ دوره

 در که این ویژگی بخصوص است دهیگل استعداد کسب

 اگر است. یعنی درآمده سرمایی نیاز صورت به معتدله مناطق

 کسب را دهیگل استعداد ،داده شود سرما گیاه مقداری به

https://doi.org/10.22034/cmr.2023.2179
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تولیدمثل جنسی موفق و  .(20و 15، 14) کرد خواهد

دار به توانایی ها در گیاهان گلدنبال آن نمو میوه و دانهبه

و . آگاهی از تکوین گل (27)ها در نمو گل وابسته است آن

های اصلاح برای انجام برنامههای درگیر در نمو آن، ژن

دهی یکی از صفات گل. زمان (10) باشدمفید مینژادی 

کلیدی در سازگاری گیاهان است که از این طریق گیاه 

 گرده افشانی و تولید بذر نماید ،تواند در زمان مناسبمی

های موثر و کارا و دهی برای تولید دانه. کنترل زمان گل(6)

 داری برگبرای کشت تابستانی محصولات دو ساله

شان برگ ضروری است. در محصولاتی که هدف از کشت

دهی منجر خیر در زمان گلااست ت (بیومستوده )زیست یا

تحقیقات ژنتیک  .(30)شود به رشد رویشی بیشتر می

مولکولی در گیاه مدل آرابیدوپسیس منجر به کشف تعداد 

ها شد که در پاسخ به عوامل محیطی و درونی زیادی از ژن

در  .(29و 3) شونددهی میباعث تنظیم زمان گل

، ترکیبی از علائم دیگر لفآرابیدوپسیس و گیاهان مخت

محیطی و درونی مانند دوره نوری روزانه، ساعت زیستی، 

خودگردان، جیبرلیک اسید، بهاره شدن، دما، میزان قند و 

شوند تا سرنوشت مریستم راس شاخساره سن، موجب می

(SAMاز رویشی به زایشی تغییر کند. شبکه ) ای گسترده از

-و محیطی را درک می های تنظیمی، این عوامل درونیژن

ترین زمان ممکن، کنند و با گذر به گلدهی در مناسب

-تر گیاهان میباعث افزایش سازگاری و تولید مثل موفق

ی بسته به در گلدههای دخیل این ژن .(4)شوند 

اند که در تلفی قرارگرفتهعملکردشان در مسیرهای مخ

ها به نام ی گروهی از ژنرونهایت همه این مسیرها با اثر 

 Floral pathway) مسیرهای گلدهی های یکپارچه کنندهژن

integrator genes)های کنند. ژنهی را کنترل مید، زمان گل

مسیرهای گلدهی پس از فعال شدن به نوبه  یکپارچه کننده

 Floral identity)یت مریستم گل های تعیین هوخود ژن

genes )و 28، 21، 3، 1)دهد را فعال کرده و گلدهی رخ می

نظیر  دهیهای یکپارچه کننده گلبرخی از این ژن .(40

CONSTANS (CO) ،GIGANTEA (GI) ،FLOWERING 

LOCUS T (FT) ،SUPPRESSOR of OVEREXPRESSION 

of CO1 (SOC1) ،LEAFY (LFY) ،APETALA1 (AP1) و ،

SEPALLATA (SEP) و برخی دیگر  دهیباعث تحریک گل

 FLOWERINGو  TERMINAL FLOWER 1 (TFL1)نظیر 

LOCUS C (FLC) اطلاعاتی که از  شوند.دهی میمانع از گل

ن مدل به دست مطالعات بر روی فرآیند گلدهی در گیاها

باعث فهم بهتر این فرآیند در سایر گیاهان  تواندآید، میمی

های محیطی، تولید مثل پاسخ به نشانه .(33و 32)شود 

د. اساس نمایمیگیاهان پیشرفته را با تغییر فصول همگام 

مورد  Brassicaceae طور مفصل درها بهپاسخ ژنتیکی این

که یک فاکتور رونویسی  FLCمطالعه قرار گرفته است. 

 Arabidopsis دهیکند که گلرمز میرا   MADS قلمرو

thaliana   را در پاسخ به نشانه های فصلی کنترل

تا زمانی که رونویسی آن به طور پایدار با  ، FLCکندمی

ین در پاییز در معرض دماهای پایقرارگرفتن طولانی مدت 

کند، یعنی دهی را سرکوب مییا زمستان سرکوب شود، گل

این استراتژی تولیدمثلی کند. بهار محدود میدهی را تا گل

دهی را در زمان مناسب پس از زمستان طبیعی که گل

 شودنامیده می( Vernalization)سازد بهاره کردن ممکن می

ره شدن یک صفت سازشی است که نیاز به بها(. 25و 19)

دهی در شرایط دهی قبل از زمستان، گلبا مهار گذر به گل

با اتصال )باند( به  FLC .شودمطلوب بهار را موجب می

و کنند های گلدهی را کد میکنندههایی که فعالژن

کند. در میدهی را مهار رونویسی آنها، گذر به گل سرکوب

یابد و اهش میک FLCی  mRNAسازی، سطوحطول بهاره

شود و به طور پایدار سرکوب میسازی بهپس از بهاره

شود می دهدهای هدف اجازه رونویسی و گلدهی را میژن

 در ژنوم FLC محل اتصال 500بیش از  .(35و 23)

Arabidopsis thaliana  وجود دارد نشان دهنده اینکه FLC در

 .مسیرهای )اعمال( دیگر غیر از بهاره شدن نیز نقش دارد

عنوان یک پروتئین مهارکننده دهی، بهدر تنظیم زمان گل

های مهم سازی ژنکند و عمدتاً با سرکوب فعالعمل می

 .(18و16)د کنعمل می SOC1و FT د دهی ماننتحریک گل

https://doi.org/10.22034/cmr.2023.2179
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به طور پایدار توسط  FLC بیان ها،هایی که توسط آنکانیسمم

. مورد بررسی قرارگرفته است سرما سرکوب می شود اخیراً

به تدریج در طول قرارگرفتن در معرض  FLC سرکوب

طولانی مدت  دهد و قرارگرفتن در معرضسرما رخ می

برای سرکوب زمستان است  ای که معمولچندین هفته

قرار گرفتن در معرض سرما برای ورد نیاز است. پایدار م

و  FLC تواند منجر به سرکوب نسبیتر میهای کوتاهدوره

بهاره شدن منجر به کاهش  .(23) .دپاسخ گلدهی ناقص شو

ین ژن، پس شود و کاهش در بیان امی FLCسطح رونوشت 

. (26) شودتر نیز حفظ میبه محیط گرم از بازگشت گیاه

و جدایی زمانی بین تیمار  FLCی پایداری حالت مهار شده

ی سبب به وجود آمدن این فرضیه شد دهسرما و آغاز گل

عمل  FLCژنتیک بیان که، بهاره شدن از طریق کنترل اپی

 که است داده نشان ژنتیکی و مولکولی مطالعات .(9)کند می

 ، ژنکند )بهاره سازیمی تنظیم را FLCاصلی  سیستم سه

FRIGIDA (FRI) روی همگی خودمختار( که و مسیر 

گذارند، برای مثال برای فعال سازی میتأثیر  FLCکروماتین 

 لیزین 3 هیستون و استیلاسیون در متیلاسیون ژن، بیان این

 تغییراتی ژن، این فعالیت از ممانعت برای و (،H3K4)4 شماره

 صورت H3K9، 27متیلاسیون لیزین دی مانند داستیلاسیون،

در گیاه مدل آرابیدوپسیس با  FLCژن  (.23و 12)گیرد می

ی و در ناحیه 5، روی کروموزم شماره 5Kbطولی بیش از 

اگزون  7این ژن شامل .بالایی آن تعیین موقعیت شده است

های تاکنون در بسیاری از گونه .(33) اینترون است 6و 

اند که شناسایی شده FLCساخت های همبو ژنخانواده شب

در کلم  BoFLC ،در کلزا BnFLCتوان ها میاز جمله آن

(20)،BrFLC   (20)در شلغم، RsFLC  ،در تربچهSaFLC  در

 .را نام برد در خردل هندی BjFLCو  (7)خردل سفید 

ای های مروری انجام شده، هیچ گزارش منتشر شدهبررسی

 Sisymbriumدر خاکشیر بدل )ناسایی این ژن را در مورد ش

irio )نشان نداد.بو از تیره شب 

 مواد و روشها

 ی( از خانواده.Sisymbrium irio L)شیر بدل گیاه خاک بذر

دانشگاه شهید باهنر کرمان  ( ازBrassicaceae) بوشب

پرلیت در  یحاو یها. بذرها در گلدانآوری شدجمع

و  C˚25-23رت روز و شب ای با حراشرایط گلخانه

کشت ساعت تاریکی  8ساعت نور و  16ی روشنایی دوره

هوگلند داده  محلول غذایی ه ویک روز در میانشدداده 

 یبرا .روزه خود را بگذراند 49ره رویشی شدند تا گیاه دو

استفاده  یرتازه در مراحل ز یهااز بافت یمطالعات مولکول

استفاده  FLCتوالی ژن ای برای تعیین لپه هایبرگشد: 

دو  در یشه، ساقه و ر برگ شدند. برای مطالعات بیان ژن از

هنگام ای( و زایشی )برگ لپه-روزگی4) یشیرومرحله 

-روزگی49های گل )غنچه و نیز از های گل(غنچه تشکیل

ژن و  ییمرحله در شناسا اولین استفاده شد. (برگی14

اسب و استفاده از من هایآغازگر یآن، طراح یانب یمطالعه

 RT-PCR (Reverseیا  و PCR یهاآنها در واکنش

transcription polymerase chain reaction ).آنجاکه  از است

نامشخص بود، در گیاه مورد مطالعه ژن مورد نظر  یتوال

 یاهانگ یرموجود از سا یژن هاییآغازگرها بر اساس توال

ژن  یتوالمنظور  ین. بدیدندگرد یهم خانواده، طراح

 (Accession no: JQ663617در ) FLCهمساخت 

Arabidopsis thaliana( ،Accession no: AY306125) 

Brassica oleraceae ،(Accession no: EF542803) Sinapis 

alba ،(Accession no: AB611009) Raphanus sativus ،

(Accession no: JX901141) Brassica napusاز بانک ژن ، 

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)  .ردیفیهمگرفته شد 

صورت گرفت.  ClustalW2افزار با استفاده از نرم هایتوال

در ابتدا و انتهای موجود،  یبراساس نقاط حفاظت شده

افزار با استفاده از نرم ییآغازگرهای ژن، ناحیه کد کننده

GeneRunner ها و سپس مناسب بودن آن یدندگرد یطراح

 یمورد بررس DNAMANو  BLAST افزارنرم ییلهوس به

که  یدگرد یطراحبه طریقی  آغازگرها(. 2) قرار گرفت

ژن را  یکدکننده ییهطول ناحبیشترین  RT-PCRبتوان در 

استفاده  یتوال یینها جهت تعاز محصول آن و دست آوردهب

https://doi.org/10.22034/cmr.2023.2179
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روی دو اگزون مختلف )آغازگر کرد. همچنین آغازگرهایی 

ژن  ( از6و آغازگر برگرداننده اگزون  4ه اگزون پیش برند

برای بررسی ها در نظر گرفته شد تا بتوان از محصول آن

 صحت از اطمینان برای همچنین .استفاده کرد FLCژن  بیان

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

قرار  یبیو محل تقر FLCژن  یک، طرح شمات1 شکل

نشان داده شده  برنده و برگردانندهی پیشاگرفتن آغازگره

 1آغازگرها در جدول  ینام و توال ینهمچن. (33) است

شده توسط شرکت  یطراح یآغازگرها سنتز آمده است.

 صورت گرفت.  تکاپوزیست

 

 (Schranz et al., 2002برنده و برگرداننده روی آن )برگرفته از و محل قرار گرفتن آغازگرهای پیش FLCطرح شماتیک ژن  -1 لشک

 نام، توالی و کاربرد آغازگرهای مورد استفاده -1جدول 

 نام آغازگر ('3→'5توالی ) کاربرد

 RT-PCR CCATGRGGAGGAAGAAAC FrFLCدر FLCژن برنده آغازگر پیش

 RT-PCR CTAATWAAGTAGTGGGAGCGT RvFLCدر FLCژن  آغازگر برگرداننده 

 RT-PCR TAATGTAAGTGTCGGTTCCCTC Ex-frFLCدربیان ژن برنده آغازگر پیش

 RT-PCR CTCCTCTTCCAGTAATTTCTCC Ex-rvFLCدرFLC  بیان ژن آغازگر برگرداننده

 CAAGGACTGGAGAG GTGG Fr-GAPDH مرجعFLC برنده ژن آغازگر پیش

 TTCACTCGTTGTCGTACC Rv-GAPDH آغازگر برگرداننده ژن مرجع

 

-RT، از FLCت ژن همساخ یو جداساز ییشناسا برای

PCR روش ابتدا  ین. در ایداستفاده گردRNA  کل، از

رشد  یدر مرحلهروزگی( 4برگی، 2) ایهای لپهبرگ

 ,RNA (Qiageneرویشی با استفاده از کیت استخراج 

RNeasy Plant Mini Kit, Germany بر طبق روش ذکر شده )

 یابیحضور و ارز یبررس برای. در کیت استخراج شد

 یاسپکتوفتومتر یهااز روش RNAغلظت  یینعخلوص و ت

 ینانومتر و الکتروفورز افق 280و  260 یهادر طول موج

 یسپس از رو .(13) شد استفاده درصد 1ژل آگارز  یرو

mRNA موجود یها، DNA ( مکملcDNA ) ، با استفاده از

 RevertAid Firstشرکت فرمنتاز ) cDNAساخت  یتک

Strand cDNA Synthesis Kit)،طبق روش ذکر در کیت ، 

این  از شد.الگو استفاده  DNAبعنوان  PCRدر  و از آن یهته

DNA یهاهمراه آغازگرهب الگو Fr-FLC و Rv-FLC  در

استفاده ( FLC)ژن هدف  ییشناسا یبرا، PCR واکنش

میکرولیتر cDNA ،1میکرولیتر  2این منظور به .یدگرد

ر برگرداننده، درون میکرولیتر آغازگ 1برنده و آغازگر پیش

 ,PCR (PreMix,  PCR RAccuPowerBIONEERلوله لیوفیلیزه 

Korea ( ریخته و با آب دوبار تقطیر استریل )مخصوص

توسط  PCRمیکرولیتر رسانده و برنامه  20تزریق( به حجم 

 PTC (1148 MJ Mini Personal Termal ترموسایکلر مدل

Cycler BioRad, USA) مدت گی اولیه بهو با مرحله واسرشت

گراد آغاز گردید و با درجه سانتی 95دقیقه در دمای  5

گراد درجه سانتی 94چرخه با دمای واسرشتگی  37انجام 

مدت گراد بهدرجه سانتی 52، دمای اتصال ثانیه 45مدت به

مدت گراد بهدرجه سانتی 72دقیقه و دمای طویل شدن،  1
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مدت به نهایی شدن دقیقه ادامه یافت و با مرحله طویل 1

پس  .گراد به اتمام رسیددرجه سانتی 72دقیقه در دمای  10

درصد  1، کیفیت محصول برروی ژل آگارز PCR از انجام

 محصول کیفیت و حضور ،PCR انجام از پس .بررسی شد

تخلیص و منظور  به. شد بررسی درصد 1آگارز ژل روی

 PCR، 30 یقژن از طر یشده یرتکث یقطعه یتوال یینتع

از  یکرولیترم 20به همراه  PCRاز محصول  یکرولیترم

و برگرداننده به شرکت  برندهیشپ یآغازگرهاهریک از 

نتایج حاصل از تعیین توالی . (34) فرستاده شد تکاپوزیست

ردیف شده هم ClustalWو  BLASTهای افزارابتدا با نرم

خی از های برای استنباطی و توالیوسپس توالی اسید آمینه

با استفاده از  NCBIموجود در بانک ژن  FLC هایارتولوگ

 Parsimony Treeبا روش  MEGA 6.06 (6140226)افزار نرم

برای مطالعه بیان بررسی شد. ها آنمقایسه و میزان شباهت 

 2برگ، ریشه و ساقه در مراحل رویشی )کل از  RNAژن، 

و  روزگی( 49برگی،  14روزگی( و زایشی ) 4برگی، 

 RNAبا استفاده از محلول استخراج همچنین از گل 

(GeneAll, RiboEx, Total RNA isolation solution, Korea) 

استفاده از این محلول استخراج براساس دستورالعمل و 

 .گرفت قرار بررسی مورد شده کمیت استخراج و کیفیت .شد

انجام و با استفاده از آغازگرهای بیان،  cDNAساخت  سپس

دیگری که  PCRواکنش  .شد انجام پلیمراز ایزنجیره اکنشو

و  Fr-GAPDHعنوان الگو و آغازگرهای به cDNAدر آن از 

Rv-GAPDH ( و برنامه بیانExpression استفاده شد انجام )

 مشخص منظور به شد تا صحت انجام آزمایش را تایید کند.

رز ، از الکتروفورز با ژل آگاFLCارتولوگ  ژن بیان شدن

،  PCRپس از اتمام واکنش.یک درصد استفاده شد. 

 با UVر این ژل زیر نوبارگیری و از وی ژل ر PCRمحصول

شد. عکس گرفته  UV-transiluminator ه دستگا استفاده از

، و استفاده از ژن خانه Image Jافزار سپس با استفاده از نرم

ش برای سنج .کمی شد بطور نسبی میزان بیان ژندار نگه

نیمه کمی میزان شدت باندهای بیان ژن مد نظر و 

، ImageJها با کنترل داخلی با استفاده از سازی آننرمال

شدت باندهای ژن مورد مطالعه و کنترل داخلی با نرم افزار 

های مورد پس از انجام پردازش بر روی داده. محاسبه شد

 ازه مطالعه نسبت به کنترل داخلی، آنالیز آماری با استفاد

 اطمینان بیضر با وSPSS افزار  نرم توسط دانکن آزمون

 از استفاده با نمودارها و گرفت قرار سهیمقا مورد درصد95

 RT-PCR شاتیآزما در .شدند رسم Excel 2007 افزار نرم

 (.13) شد گرفته نظر در تکرار سه

 نتایج

 RNAنتایج نشان داد که حضور سه باند پررنگ مربوط به 

 RNAکیفیت مطلوب  یمی، نشان دهندههای ریبوزو

 .(2)شکل است  RT-PCRاستخراج شده برای انجام 

 
های کل استخراج شده از برگ RNAفورزی رخ الکترونیم -2شکل

کل دارای سه باند  RNA: 1ی رویشی. ( در مرحله.S. irio Lای )لپه

: نشانگر مولکولی 5.8s .Mو  28s ،18sهای ریبوزومی RNAواضح 

DNA 1kb (Fermentase) 

استفاده  RT-PCRکل از آن در  RNAپس از استخراج 

عنوان الگو و به cDNAکه در آن از  PCRگردید. واکنش 

 Complete CDSبرنامه  و Rv-FLCو  Fr-FLCآغازگرهای 

که  شد تک باند اختصاصیاستفاده گردید، منجر به تکثیر 

وجود (. 3)شکلباشد نوکلئوتید می 500در محدوده حدود 

اختصاصی نشان دهنده طراحی مناسب پرایمرها و  تک باند

ظاهر ساده، گاهی  با وجودها است. اختصاصی بودن آن
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تواند بسیار چالش آفرین طراحی یک پرایمر مناسب می

زیرا زمانی که یک ژن برای نخستین بار شناسایی ؛ باشد

تواند می ′3شود، وجود حتی یک باز نامناسب در ناحیه می

 گردد. PCRعث عدم موفقیت با

های خوانده برای بررسی صحت خوانش هر یک از توالی

برنده و برگرداننده، همردیفی شده توسط آغازگرهای پیش

فت انجام گر BLASTاین دو توالی با استفاده از نرم افزار 

ردیفی، هم نتایج آمده است. 4ی آن در شکل که نتیجه

های خوانده شده درصدی رشته 87شباهت  دهندهنشان

 برنده و برگرداننده بود.توسط آغازگرهای پیش

برنده و ی پیشدر نهایت، پس از بررسی دو رشته

برنده بر ی پیشبرگرداننده و اصلاح بعضی نقاط رشته

برنده که جهت آن ی پیشی برگرداننده، رشتهاساس رشته

( NCBIها )، برای ثبت در پایگاه دادهاست '3→'5صورت به

آمده است. توالی خوانده شده  5آماده شد که در شکل 

 . نوکلئوتید( مربوط به توالی هر هفت اگزون است 449)

، شباهت بسیار بالای این توالی را BLASTنتایج حاصل از 

در گیاهان دیگر  FLC )همساخت( ارتولوگهای با سایر ژن

هایش در نشان داد. میزان شباهت این قطعه با همساخت

و  Brassica rapaی شب بو به این شرح است: دهخانوا

Brassica napus 89% ،Sinapis alba 88% ،Eutrema 

salsugineum 87% ،Arabidopsis lyrata 86% ،Arabidopsis 

halleri 85% بنابراین این توالی مربوط به ژن همساخت .

FLC ( در گیاه خاکشیر بدلSisymbrium irio.است ) 

 
 ی، نشان دهندهRT-PCRلکتروفورزی محصول رخ انیم -3شکل 

 نوکلوئیدی 450 حدودباند  :SiFLC. 1ی مورد نظر از ژنتکثیر ناحیه

 برگرداننده و FrFLC برندهپیش سنتزشده با استفاده از آغازگرهای

RvFLC  و برنامهcDNA-Conserve .M:  نشانگر مولکولیDNA 

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 یتوسط برنامهRv-FLC و  Fr-FLCشده توسط آغازگرهای خوانده برنده و برگردانندهدو توالی پیش همردیفی نتایج -4شکل
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5ʹCTCGTCCGCTTTCCCGACGCTGTGACGCATCCATCGCTCTTCTAGTCGTCTCTGCCTCGGGAAAGCTATACAG

CTTCTCGTCCGGGGATAACCTGGGCAAGATCCTTGATCGGTATTTAAAACAACATGCTGATGATTTTAAAGCCT

TGGATCGTCAGTCAAAAGGTCTGAACTACGGTTTACACCCTGAGCTACTGGAAATTGTGGAAAGCAAGCTTTT

GGAATCAAATGTTGGTAATGTAAGTGTCGATTCCGTCATTCAGCTGGAGGATCACCTTGATAACGCCCTCTCCG

TAATTAGAGCTAGGAAGACAGAACTGATGTTGAAGCTTGTCGAGAACCTTAAAGAAAAGGAGAAATTGCTGA

AAGAGGAGAACCAGGTTTTGGCTAGCCAGATGGAGAAAAATAATCTCGTCAGAGCCGAAGCTGATAATATGG

AGATTCACCCG-3ʹ  

 .NCBI( در پایگاه .S. Irio Lدر گیاه خاکشیر بدل )FLC ساخت توالی ثبت شده از ژن هم -5شکل

N-Terminal 

ARPLSRRCDASIALLVVSASGKLYSFSSGDNLGKILDRYLKQHADDFKALDRQSKGLNYGLHPELLEIVESKLLESN

VGNVSVDSVIQLEDHLDNALSVIRARKTELMLKLVENLKEKEKLLKEENQVLASQMEKNNLVRAEADNMEIHP- C- 

Terminal 

 S. Irioدر SiFLC توالی پروتئین استنباطی بخش تعیین توالی شده از ژن -6شکل

بیشترین شباهت  Brassica rapaدرصدی آن با  89شباهت 

 NCBIتوالی این ناحیه از دو ژن است. این ژن در بانک ژن 

 (Accession Number) ی دسترسیو شماره SiFLCبا نام 

KT16751 به اینکه این ناحیه از ژن  ثبت گردید. باتوجه

 1اگزون است )توالی اگزون  7طور تقریبی مربوط به هر به

توان توالی ، می شوند(به طور ناقص مشاهده می 7و 

دست آورد. این قطعه از ژن را به وسیلهپروتئین کد شده به

مینه اسید آ 150از این توالی پروتئین استنباطی که دارای 

هت بررسی شباهت آن با سایر است در مراحل بعدی ج

 (6استفاده گردید )شکل  SiFLCساخت های همپروتئین

منظور بررسی نواحی حفاظت شده و همچنین میزان به

، FLCهای ساختبا سایر هم SiFLCشباهت محصول ژن 

ها در ساختتوالی پروتئین استنباطی آن با توالی سایر هم

های ساختز هم، توالی پروتئین برخی اهای دیگرگونه

FLC  از سایتNCBI ردیفی دریافت شد و پس از هم

 ها با توالینقاط مشترک آن Clustalw2ی برنامه یوسیلهبه

مشخص و مقایسه گردید )شکل  SiFLCپروتئین استنباطی 

ساخت آن در با هم SiFLCپروتئین  BLAST ینتیجه (.7

Brassica rapa  درصدی نشان داد که نشان 81شباهت 

همچنین درخت فیلوژنتیکی  دهنده بالاترین شباهت است.

ها با استفاده از مربوط به شباهت )همولوژی( این پروتئین

رسم شد  Parsimony Treeبه روش  MEGA 6نرم افزار 

 (.8)شکل 

های مختلف گیاهان در مراحل نموی در اندام SiFLCبیان 

د. روزگی( بررسی گردی 49روزگی( و زایشی )  4رویشی )

نوکلئوتیدی را  119 یتکثیر قطعه RT-PCRنتایج حاصل از 

 377ی ها و قطعهدر برخی از اندام SiFLCبرای ژن 

ها، در تمامی اندام GAPDHنوکلئوتیدی را برای ژن مرجع 

 جینتااست.  آزمایش امانج صحت دهنده نشان داد که نشان

 مرجع ژن انیب زان نسبییم که داد نشان جینتا. که  داد نشان

ی رشد رویشی های مورد مطالعه در هر دو مرحلهدر اندام

های مختلف . میزان نسبی بیان در اندامبود کسانیو زایشی 

در برگ، ساقه و ریشه در ، FLCنشان داد که میزان بیان ژن 

ها در مرحله مرحله رویشی بیشتر از میزان بیان همین اندام

های هر دو اندامدر  مرجع ژن انیب زانیم کهزایشی است. 

. میزان نسبی بود کسانیی رشد رویشی و زایشی مرحله

، FLCبیان در اندامهای مختلف نشان داد که میزان بیان ژن 

در برگ، ساقه و ریشه در مرحله رویشی بیشتر از میزان 

بیان همین اندامها در مرحله زایشی است. در مرحله 

در برگ رویشی نیز، میزان نسبی بیان در برگ )بویژه 

جوان( و ریشه نسبت به ساقه بالاتر مشاهده شد 

  (.10و  9های )شکل
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با استفاده از  های دیگردر گونه FLCساخت های همبرخی از پروتئین و S. Irioدر  SiFLCمقایسه توالی پروتئین استنباطی  -7شکل 

های آمینواسیدی مشابه هم، حفاظت شده )هم ریشه نشان دهندهترتیب . علائم )*(، ):( و ).( در زیر هر ستون، بهClustalw2 برنامه

 .باشد، میردیف شدههای همخانواده( و نیمه حفاظت شده در تمام توالی

 

  

 : برگ1ترتیب عبارتند از: بهها . شمارهدر خاکشیر بدل ی نموی رویشی و زایشیهای مختلف طی دو مرحلهدر اندام SiFLCبررسی بیان ژن  -9شکل 

ها : ریشه رویشی. در تمامی واکنش8ریشه زایشی،  :7: گل، 6: ساقه رویشی،  5: ساقه زایشی، 4: برگ بالغ رویشی،. 3: برگ جوان رویشی، 2زایشی، 

 عنوان کنترل مثبت در نظر گرفته شده است.به GAPDHبیان ژن 
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 Parsimonyبه روش  MEGA 6با استفاده از نرم افزار  ی مختلفهادر گونه FLCهای همساخت درخت فیلوژنی )شجره نامه( پروتئین -8شکل 

Tree در این شکل علامت پیکان ژن .SiFLC  درS. Irio دهدرا نشان می 

 

. حروف متفاوت (P<0.05و آزمون دانکن ) Imagejافزار با استفاده از نرم S. Irio مختلف در هایدر اندام SiFLCبیان ژن شدت نسبی  -10شکل

 -4برگ بالغ مرحله رویشی،  -3برگ جوان در مرحله رویشی، -2برگ در مرحله زایشی،  -1: ترتیب عبارتند ازبهها شماره .استدار بودن عنینشانه م

 .رویشیریشه مرحله  -8، زایشیریشه مرحله  -7گل،  -6رویشی، مرحله ساقه  -5ساقه مرحله زایشی، 
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 بحث و نتیجه گیری

 هایسیرم متفاوت هایسیگنال هک رسدمی ذهن به سوال این

 ادغام چگونه دارند پوشانیهم هم با که دهیگل عمده

 که حالی در شود؟ اتخاذ واحد نموی تصمیم یک تا شوندمی

 اما بگذارند تاثیر دهیبه گل گذر روی است ممکن ژن صدها

 ژن دو و FT نبیا نهایی مقدار به گل تصمیم زمان ایجاد

 هم دارد. روی ستگیب  LFY و SOC1 (AGL20) ، دیگر کلیدی

گلی  مسیر ساز پارچه های یک ژن ژن، سه به این رفته

 یک متفاوتی هایروش به مختلف مسیرهای( 39)گویند می

دهی گذر به گل .(10)کنند می کنترل را گلی سازی پارچه

یک تغییر نموی مهم برای به حداکثر رساندن موفقیت 

ی زندگی نهاندانگان است. تولید مثل جنسی در چرخه

های بسیاری در مسیرهای ژنتیکی مختلف، فرآیند گذر ژن

ز ا FLCها ژن کنند. از بین آندهی را کنترل میبه گل

، نقش مهمی را MADS-boxخانواده فاکتورهای رونویسی 

بخش اعظم اختلاف در آغاز  کند.ایفا می دهیدر مهار گل

 FLCو  FRIی تنوع آللی در دو لوکوس وسیلهدهی، بهگل

در  FLCو  FRIشود. از آنجا که تنوع آللی ایجاد می

های مختلف آرابیدوپسیس بسیار معمول است، اکوتیپ

دهی، های اثرگذار بر زمان گلها لوکوسهای آنساختهم

متضاد با  (36و 12)اند در سایر گیاهان درنظر گرفته شده

شدن به میزان دهی، بهارهها در مهار گذر به گلنقش این ژن

 .(38)برد دهی را از بین میزیادی تاخیر در آغاز گل

 توانایی ایجاد در قدم ولینا عنوانبه شدن بنابراین بهاره

اختصاصی حاصل  تک باند .(7)کند می عمل دهیگل برای

اول بیانگر طراحی  یدر درجه روی ژل آگارز RT-PCRاز 

ها و مناسب بودن غلظت مواد و عملکرد صحیح آغازگر

مناسب  PCR یچنین برنامهاست. هم PCRبکار رفته در 

)بخصوص دمای اتصال( از جمله عوامل موفقیت در کسب 

با استفاده  RT-PCRواکنش  .(31)تک باند اختصاصی است 

تکثیر  یقطعه ، وجودایاستخراجی از برگ لپه RNAاز 

خاکشیر بدل  FLC، بعنوان ژن نوکلئوتید 449ول  طه با شد

در بانک ژن  SiFLCبا نام  KT156751دسترسی  شمارهبا 

ژن  یکد کننده یشد. طول این قسمت از ناحیه ثبت

، (8)در آرابیدوپسیس تالیانا  ،FLCساخت همارتولوگ یا 

،  (7)، خردل سفید (37)، کلزا (32)آرابیدوپسیس هالری 

ردل هندی ، شلغم، خردل سیاه، خردل زرد و خ(22)کلم 

ی قطعهاین  نوکلئوتید گزارش شده است. 449، (24)

در  زوناگ 7، مربوط به هر  FLCساخت یابی شده همتوالی

ترین توالی نوکلئوتیدی به باشد. نزدیکخاکشیر بدل می

SiFLC  مربوط به گیاه ،Brassica rapa 89باشد که می 

با آن مشابهت دارد. پروتئین استنباطی این قطعه از  درصد

 درصد 81آمینواسید است که  150، دارای SiFLCژن 

. طول دهدنشان می B. rapaیکسانی را با توالی آمینواسیدی 

های طول سایر همساخت ، باSiFLCاین قطعه از پروتئین 

FLC ی شب بو برابر است. طول کامل پروتئین در خانواده

FLC های پروتئینی ثبت شده از این ژن در در اکثر توالی

باشند، ی شب بو میکه متعلق به خانواده NCBIسایت 

تاکنون در بسیاری از آمینواسید است.  196تقریباً 

 FLCساخت های همهای مختلف، ژنهای خانوادهسجن

و همکاران  de Oliveriaشناسایی شده اند. برای مثال  

 Coffea arabica)( ناحیه کد کننده این ژن را در قهوه 2014)

L.) های این ژن در . تعداد نسخه(8)اند یابی کردهتوالی

بو متفاوت است، در ژنوم های مختلف خانواده شبجنس

( وجود AtFLCآرابیدوپسیس تنها یک نسخه از این ژن )

چندین  Brassicaدارد. در حالی که اعضای دیپلوئید جنس 

های ساختشوند، این همز این ژن را شامل مینسخه ا

 .(41)دهی ارتباط دارند چندتایی با اختلاف در آغاز گل

آمینواسید  150با SiFLC ی توالی پروتئین استنباطی مقایسه

ی شباهت زیاد دهنده، نشانFLCهای و دیگر همساخت

بو، در خانواده شب FLCهای ساختهای همها بود. ژنآن

هایی با تفاوت اندک در تعداد و نوع اسید آمینه کد پروتئین

(، 197در خردل سفید )FLC کنند. پروتئین استنباطی می

(، 197(، شلغم )196(، کلزا )197(، کلم )197تربچه )

( و یوترما 197(، خردل هندی )196آرابیدوپیس تالیانا )
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ی این ( آمینو اسید دارد. توالی کامل ناحیه کد کننده197)

نسبت به شب بو، به  های دیگرژن، در گیاهان خانواده

های تر شناسایی شده است. برای مثال پروتئینمیزان کم

، 210، انگور 204، پرتقال 206در قهوه  FLCساخت هم

با توجه  آمینواسید دارد. 203گردو و  208، غان 199کاکائو 

به توالی یابی کامل ناحیه کد کننده و شباهت بالای آن با 

 Nتوان نتیجه گرفت که ناحیه می FLCهای ساختسایر هم

ترمینال این پروتئین، بیش از سایر مناطق آن حفاظت شده 

های گیاهی مختلف ی قرارگیری گونهاست. بررسی نحوه

دهد که گیاهان م شده، نشان میدر درخت فیلوژنی رس

های مجاور ، همگی در شاخهSisymbrium irioی خانوادههم

اند و این مطلب، تأییدی بر صحت این گیاه قرار گرفته

باشد. گیاه میدر این  FLCتوالی خوانده شده برای ژن 

با   SiFLC، پروتئین BLASTنتایج حاصل از  باتوجه به

SaFLC (Sinapis alba) و BrFLC (Brassica rapa) 

در خردل سفید( در درخت فیلوژنی رسم  FLCساخت )هم

 بالایاند، که با شباهت شده، در یک شاخه قرار گرفته

های نوکلئوتیدی و پروتئینی این دو گیاه مطابقت توالی

دارد. همچنین در درخت فیلوژنی رسم شده، گیاهان 

های دهبو از سایر گیاهان متعلق به خانواخانواده شب

 خاکشیر بدل، در در SiFLCژن بیان  .اندمختلف جدا شده

 توجهیطور قابل ب ساقه و ریشه برگ، فاز رویشی در

ی مرحلهبرگ، ساقه و ریشه در در بیان آن ، اما شدمشاهده 

حتی در برگ دیده نشد. میزان  وکاهش نشان داد  زایشی

ار بالاتر بیان آن در فاز رویشی، صحت نقش این ژن در مه

می کند و باتوجه به نقش آن در مهار تأیید گلدهی را 

گلدهی، بدیهی است که میزان آن در مرحله زایشی کاهش 

بهرحال، میزان آن در گل  .که گلدهی تحریک شود یابد

)غنچه های گل( مقداری افزایش نشان داد که از برگ، 

ساقه و ریشه در مرحله رویشی کمتر بود. گزارش شده 

شود و به ر نسل بعدی، از سرکوب رها مید FLCاست که 

ج )فرزندان( یک گیاه بهاره شده اجازه می دهد تا به ینتا

در این نسل، تنظیم  FLC سازیفعالهد. زمستان پاسخ د

شود تا بازیابی حالت پیش بهاره شده را به مجدد نامیده می

 است نشان مطالعاتفرزندان یک گیاه بهار شده اهدا نماید. 

 در و گیاه هایبافت اکثر در زیادی میزان به FLC ژن که

 نمو مرحله ترینابتدایی جمله از آن، نمو مراحل سراسر

 فعالیت. شودمی بیان بلوغ حال در هایدانه در رویان

 موثر کنترل برای نمو رویان، مراحل تمامی در FLC پروتئین

تصور  .است نیاز مورد آن مهار خصوصبه و دهیگل آغاز

و  H3K27me3 که تنظیم دوباره سبب حذف شودمی

ممکن است قبل یا  شود کهمی FLCسازی رونویسیفعال

رخ  رویان در حال نموز لقاح در یا پس ا طی تشکیل گامت

بنابراین بیان دوباره این ژن در گل، پس از (. 12) دهد

تواند)که سبب گل دهی کاهش آن در فاز زایشی می

تنظیم دوباره آن و آمادگی شود(، می تواند مربوط به می

همچنین مطالعات نشان  برای مهار طی فاز رویشی باشد.

در یک بافت به دلیل  FLC داده است که سرکوب پیشرونده

به  FLC یک مکانیسم خودگردان سلولی است که در آن

شود اما ها سرکوب میطور کامل و پایدار در برخی سلول

امد این سرکوب پی. شوددر برخی دیگر اصلا سرکوب نمی

برای فعالیت ژن  FLC پیشرونده خودگردان سلولی فعالیت

های مختلف متفاوت ها و بافتبرای ژن احتمال، بههدف

 (.23) است
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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. 

Key word: Young leaf, Stem, Flowering, Sequencing, RT-PCR, Rocket mustard 
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