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 چكيده
ژن دهي يك تغيير فاز بزرگ در چرخهگل گذر به و برد مرحله در پيش APETALA1ي زندگي گياهان است. نيز گذر

و تعيين توالي اين تعيين هويت مريستم گل نقش ايفا مي كند. اين پژوهش با هدف طراحي پرايمر، استخراج، شناسايي
) گل RNAانجام شد.)Brassica nigraژن در گياه خردل سياه و براي ساخت كل از استفاده cDNAهاي بالغ استخراج

هم گرديد. آغازگرهاي اختصاصي بر اساس توالي ژن و NCBIدر گياهان هم خانواده در سايت AP1ساخت هاي طراحي
ي شد. نتايج نشان دهنده استفاده گرديد. محصول اين واكنش پس از خالص سازي تعيين توالي RT-PCRدر واكنش 
كه نوكلئوتيد 618ي مورد نظر از ژن به طول تكثير قطعه و در پايگاه نام BniAP1بود ثبت گرديد. NCBIگذاري شد

هم BniAP1ي توالي پروتئين استنباطي مقايسه درصدي91تا60ي شباهت بين نشان دهنده AP1هاي ساخت با ساير
و اين قطعه داراي اين توالي با توالي مي 206هاي مشابه بود نهاد داد كه توان پيش آمينواسيد است. مطابق با اين نتايج

BniAP1 نيز به عنوان هومولوگAP1 گل مي در گذر به و گل دهي نقش دارد تواند به عنوان ژن تعيين هويت مريستم
.عمل كند

ژن:ها كليدواژه  RT-PCRدهي،، گلAPETALA1خردل سياه،

 قدمهم

دانگان گذر از فاز رويشي نهاني زندگي چرخه در

ي تكاملي مهم است كه تحت به زايشي يك مرحله

مي كنترل شبكه ژنتيكي پيچيده به اي باشد. براي

حداكثر رساندن موفقيت توليد مثلي، زمان اين تغيير 

و محيطي گياه هماهنگ  فاز با شرايط فيزيولوژيكي

] در23است و ]. علائم بيروني مانند دما، طول روز

و هم هاي چنين سيگنال دسترس بودن مواد مغذي

دهي را تحت تاثير قرار دروني زمان گذر به گل

به مي و منجر به تبديل مريستم راسي ساقه دهند

و پس از آن مريستم گل شكل مريستم گل آذين شده

[ مي از ]. بررسي14گيرد هاي زيادي شرح مفصلي

گل مسير ن هاي زمان هايت دهي گزارش كردند كه در

هم همه ازي اين مسيرها و گروه كوچكي سو شده

ژن ژن را هاي موسوم به هاي تعيين هويت مريستم گل

[ فعال مي ژن4و25كنند هاي تعيين هويت ]. يكي از

كه APETALA1مريستم گل در آرابيدوپسيس  است

و كنترل گل ].5و13[ دهي دارد نقش مهمي در تنظيم
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هم SQAMOSAژن ژن به عنوان گل AP1ساخت در

] از8ميمون شناسايي شده است ]. تاكنون در بسياري

ژن گونه هم هاي ديگر نيز شناسايي AP1ساخت هاي

[ شده ژن22و12اند در تعيين AP1]. در آرابيدوپسيس

و گلبرگ دخيل  و نمو كاسبرگ هويت مريستم گل

] ]. در گياهان نوع وحشي در اولين15و8است

به طور AP1ي RNAشكيل پريمورديوم گل،ت

به يكنواخت در سراسر مريستم گل تجمع مي يابد

طوري كه در مراحل بعدي رشد ونمو بيان آن در مركز 

و تنها به سلول هايي محدود مي شود گل كاهش يافته

هاي گل وجود دارندي بيروني اندام كه در دو حلقه

هاي وزوم]. اين ژن در آرابيدوپسيس روي كروم10[

و پنج قرار دارد، داراي هشت  شماره يك، دو، سه

و  و هفت اينترون در نواحي حفاظت شده است اگزون

و متعلق به  -MADSيك فاكتور رونويسي مخصوص

box مي [ را كد عمدتا در طي شروع AP1].11كند

گل نمو گل بر تعدادي از ژن دهي اثر مهاري هاي زمان

و با كاهش فعاليت اين ها باعث كاهش هويتژن دارد

(تشكيل گل و در نتيجه تعيين هويت مريستم گل آذين

[ گل) مي مي23شود در ]. جهش در اين ژن باعث شود

دهي زماني كه گياهان تيپ وحشي شروع به گل

گل به جاي اندام ap1هاي كنند، جهش يافته مي هاي

همچنان به توليد برگ ادامه دهند. يكي ديگر از 

ژن AP1هاي نقش هاي در نمو گل تحريك رونويسي

هاي تعيين هويت اندام گل) است(ژنEوBكلاس 

مي ]. هم چنين يافته14[ كه هاي اخير نشان  AP1دهد

هاي دخيل در بسياري از فرايندهاي سلولي در بيان ژن

[و رشد از جمله پاسخ به23هاي هورموني ]. با توجه

و اهميت پديده گل و نقش اسا نقش  AP1سي ژن دهي

و در اين فرايند، در مطالعه حاضر اين ژن مورد بررسي

 گيرد. مطالعه قرار مي

(چليپائيان) داراي خانواده و 350ي شب بو جنس

گونه است. در اين خانواده جنس 3000بيش از 

Brassica و متنوع بزرگ ترين جنس است. اين ترين

گونه است كه اكثر آنها 1000جنس تقريبا داراي 

و از نظر اقتصادي شاملپ راكنش جهاني داشته

و گياهان دارويي است. گياه خردل  سزيجات متعدد

 Brassicalesي از راستهBrassica nigra سياه 

هاي است كه در اغلب بخش Brassicaceaeي خانواده

اروپا، آفريقاي شمالي، هند، نواحي جنوبي سيبري، 

و ايران به حالت وحشي مي اين گونه،.]1[يدرو قفقاز

از5/1علفي، يكساله، با ارتفاع  متر يا بلندتر، تقريبا

گل ميانه منشعب است. گل و آذين خوشه، ها زرد رنگ

پرچم6گلبرگ با آرايش صليبي،4كاسبرگ،4داراي 

و تخمدان فوقاني دو برچه اي است. ميوه تترادينام

و بذرها داراي  و20خورجين 23-33درصد موسيلاژ

روغن قابل استخراج هستند كه به مصارف درصد

و تهيه مي صنعتي ي . از پودر دانه]2[رسدي صابون

و براي خردل سياه به عنوان ضددرد، ضد التهاب

و رفع خفگي  و عصبي درمان دردهاي رماتيسمي

[ استفاده مي هم9شود چنين گزارشاتي مبني بر موثر ].

و كليوي نيز هاي كبديي اين گياه در آسيب بودن دانه

.]18[ وجود دارد

از AP1تاكنون هيچ گزارشي در مورد توالي ژن

گياه خردل سياه منتشر نشده است. با توجه به نقش

مهم دانه خردل سياه كه در گروه گياهان خانواده 

مي شب و نيز مدل بودن اغلب گياهان اين بو قرار گيرد

و بررسي پروتئين  خانواده، شناسايي، تعيين توالي

تواند اولين قدم در راه درك استنباطي اين ژن مي

و نقش گل ساختار، عملكرد و ساير مراحل آن در دهي

 باشد. نموي گياه مورد مطالعه 
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و روش ها مواد

(بذر) گياه مورد مطالعه از شركت پاكان بذر دانه

و در گلدان هاي حاوي پرليت كشت اصفهان خريداري

ص ورت يك روز در ميان شد. گياهان درحال رشد، به

پس 1/2xميلي ليتر محلول هوگلند25با  تغذيه شدند.

ها، نمونه برداري از انواع بالغ انجام از نمايان شدن گل

و براي مطالعات مولكولي، استفاده شد.

و در مطالعات مولكولي، به منظور شناسايي ژن

و ساخت آغازگر مطالعه هايي بيان آن، ابتدا طراحي

و در واكنشمناسب ان يا PCRهاي جام  RT-PCRو

استفاده شدند. به اين منظور، از آنجاكه توالي ژن مورد

ژن نظر نامشخص بود، آغازگرها بر اساس توالي هاي

و بر  و هم خانواده، موجود از ساير گياهان هم جنس

اساس اصول ذكر شده طراحي گرديدند. بنابراين، 

يس تاليانا در آرابيدوپس AP1ساخت توالي ژن هم

)Accession no: AF466780.1 آرابيدوپسيس ،(

) )، Accession no: AB465587.1هالري

) )، Accession no: AF466786.1آرابيدوپسيس ليراتا

) )، شاهي Accession no: X81480.1خردل سفيد

)Accession no: JX103194.1كلم ،(

)Z37968.1:Accession no گل عنكبوتي ،(

)Accession no: JX103199.1 وترتيزك (

)Accession no: AB372085.1 از بانك ژن (NCBI 

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

 ClustalW2افزار ها با استفاده از نرم رديفي توالي هم

ي موجود، صورت گرفت. براساس نقاط حفاظت شده

 Gene Runnerافزار آغازگرهايي با استفاده از نرم

و آنطراحي افزاري نرم ها به وسيله سپس مناسب بودن

BLAST به مورد بررسي قرار گرفت. آغازگرها

در گونه بيشترين RT-PCRاي طراحي شدند كه بتوان

بهي كدكننده طول ناحيه ازي ژن را و دست آورد

ها براي تعيين توالي استفاده كرد. ساخت محصول آن

 آغازگرهاي طراحي شده توسط شركت پيشگام

 صورت گرفت. توالي آغازگرها به صورت زير است:
Fr-BniAP1= 
5′-ATG GGAAGGGGTAGGGTT-3′
Rv-BniAP1= 
5′-TGGAATTGTTTCATGCGG -3′

و جداسازي ژن هم ، از AP1ساخت براي شناسايي

RT-PCR استفاده شد. در اين روش ابتداRNA ،كل

هاي mRNAاز گل بالغ استخراج شد. سپس از روي 

( DNAموجود،  و از آن cDNAمكمل ) ساخته شده

 در واكنش Rv-AP1و Fr-AP1هاي همراه آغازگر به

PCR .براي شناسايي ژن هدف استفاده گرديد 

RNA كل از گل بالغ با استفاده از محلول استخراج

RNA )GeneAll, RiboEx, Total RNA isolation 

solution, Korea و براساس دستورالعمل استفاده از(

اين محلول استخراج شد. پس از اطمينان از كيفيت

RNA روي ژل آگارز يك درصد براي تعيين

RNA هاي ريبوزومي، ساختcDNA از با استفاده

( cDNAكيت ساخت   RevertAidشركت فرمنتاز

First Strand cDNA Synthesis Kit و طبق روش (

و ، RNAدر نتيجه از روي ذكر شده در آن انجام

گل cDNAتهيه گرديد. cDNAي اول رشته حاصل از

استفاده RT-PCRالگو براي انجام DNAعنوان بالغ به

 PCRشد. براي انجام اين واكنش، مواد مورد نياز براي 

) 17كه از شركت سيناكلون خريداري شده بودند

1ميكروليتر بافر،5/2ميكروليتر آب دوبار تقطير،

25/0و MgCl2ميكروليترdNTP ،75/0يكروليترم

) به همراه Taq DNA Polymeraseميكروليتر آنزيم

از1و cDNAميكروليتر5/1 ميكروليتر از هريك
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و برگرداننده به تيوب آغازگرهاي پيش ميلي2/0برنده

و با پيپت كردن، به طور PCRليتري مخصوص  اضافه

ط ترموسايكلر كامل مخلوط شد. واكنش مربوط توس

 PTC)MJ Mini Personal Termal Cycler مدل

BioRad, USA 1148و پس از بهينه سازي با مرحله)

آغاز C°95دقيقه در دماي1واسرشتگي اوليه به مدت 

و با انجام   C°94چرخه با دماي واسرشتگي32گرديد

دقيقه1به مدت C°59 دقيقه، دماي اتصال1به مدت

دقيقه ادامه يافت1به مدت C°72و دماي طويل شدن

دقيقه در دماي7و با مرحله طويل شدن به مدت 

C°72 به اتمام رسيد. پس از انجامPCR و ، حضور

 بررسي شد.٪1كيفيت محصول روي ژل آگارز

ازي تكثير شده به منظور تعيين توالي قطعه ي ژن

به همراه PCRميكروليتر از محصول PCR ،40طريق

و ليتر از هر يك از آغازگرهاي پيشميكرو 20 برنده

برگرداننده به شركت تكاپوزيست فرستاده شد. نتايج 

و BLASTهاي افزار حاصل از تعيين توالي ابتدا با نرم

ClustalW برخي رديف شده وسپس با تواليهم

ژن AP1هاي ساخت هم  NCBIموجود در بانك

و ميزان شباهت آن بررسي گرديد. همچنين مقايسه

و مقايسه توالي اسيد آمينه ي استنباطي نيز مشخص

 شد.

 نتايج

هاي RNAحضور سه باند پررنگ مربوط به

 RNAي كيفيت مطلوب دهنده ريبوزومي نشان

(شكل RT-PCRاستخراج شده براي انجام ).1 است

تك PCRو بهينه سازي واكنش cDNAپس از سنتز ،

 618ي حدود باند اختصاصي مربوط به تكثير قطعه

(شكل ). اين2نوكلئوتيدي، روي ژل آگارز مشاهده شد

و برنامه و عملكرد صحيح آغازگرها ي مطلب طراحي

را PCRمناسب ، به خصوص دماي اتصال مطلوب

 دهد. نشان مي

كل استخراج شده از گل بالغ RNAرخ الكتروفورزي : نيم1شكل

)  DNA 1kb: نشانگر مولكوليB. nigra .(Aخردل سياه

)Fermentase،(B:RNA كل داراي سه باند واضحRNA هاي

 است. 5.8sو 28s ،18sريبوزومي 

ي، نشان دهندهRT-PCRرخ الكتروفورزي محصول . نيم2شكل

ژن تكثير ناحيه ( AP1ي مورد نظر از :B. nigra .(Aدر خردل سياه

: باند مربوط بهDNA 1kb )Fermentase،(Bنشانگر مولكولي

 جفت بازي سنتزشده با استفاده از آغازگرهاي پيش 618ي قطعه

.RvAP1يو برگرداننده FrAP1ي برنده
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، نشان PCRنتايج حاصل از توالي يابي محصول

ب 618يي توالي يابي مطلوب قطعه دهنده ازي جفت

ژني كد كننده مربوط به ناحيه بود. APETALA1ي

ي شباهت بسيار نشان دهنده BLASTنتايج حاصل از 

هم بالاي اين قطعه با ساير ژن ساخت هاي

APETALA1 با است. ميزان شباهت اين قطعه

شب هاي ديگر آن در خانواده ساخت هم بو به شرحي

(96سفيد زير است: خردل %Accessin no: X81480 (

) Accession no: XM 009129455(%95كتان 

(94شلغم %Accession no: XM010513635 (

(92شاهي %Accession no: KP070728 توالي .(

و طول1هايي از اگزون خوانده شده مربوط به بخش

و بخش اعظم2،3،4،5،6،7هاي كامل اگزون

ژن8اگزون است. بنابراين اين توالي مربوط به

در گياه خردل سياه APETALA1ساختمه

)Brassica nigra است. اين ژن با نام (BniAP1 

)Accessin no:KT156724(.در بانك ژن ثبت گرديد

جفت باز تعيين توالي شده، توالي 618با توجه به 

پروتئين استنباطي اين قطعه از ژن نشان داد كه اين 

مي 206قطعه داراي  (شكل اسيد آمينه ).3باشد

VDLSIFSLERKLCEYSTDSCEEKILERYE
RYSYAERQLIAPESDANTNWSMEYNRLK
AKIELLERNQRHYLGEDLQAMSSKELQNL
EQQLDTALKHIRSRKNQLMYDSINELQRK
EKAIQEQNSMLSKQIKEREKILRAQQEQW
DQQNHGHNMPPPPPPQQHQIQHPYMLSH
QTSPFLNMGGLYQEEDPMEMRRNDLDLS
LNLYNC 

 

ژن3شكل  AP1. توالي پروتئين استنباطي قطعه تعيين توالي شده از

) (B. nigraدر خردل سياه (BniAP1(

 بحث

مؤثر، عامل اصلي گل به عنوان ساختار زايشي

كه دار يا نهان موفقيت تكاملي گياهان گل دانگان است

مي بزرگ [ ترين گروه گياهان را تشكيل ]. گذر2دهند

ژن دهي نيازمند فعال شدن مجموعه به گل در اي از ها

از مريستم رأسي است كه بيان اين ژن ها مريستم را

مي حالت رويشي به حالت گل گل آذين تبديل ها كند.

ژن ناشي از بيان ژن هاي تعيين هاي تنظيمي به نام

در FUL ،AP1 ،LFYهويت مريستم گل از جمله 

[هاي مريستم رأس سلول ژن8ي هستند .[AP1 يك

گل MADS-boxپروتئين و باعث تحريك دهي است

(فعال كننده شود كه اين نقش را به صورت دوگانه مي

دهد. نقش فعال كنندگيو يا سركوب كننده) انجام مي

AP1 و به AP1گلبرگ است. در طول نمو كاسبرگ

ژن SEP3پروموتور هاي تعيين هويت اندام كه يكي از

و  گلگل مي محرك تشكيل و پوش است متصل شود

افزايش AP1بيان آن به سرعت بعد از فعال شدن 

گل AP1].20و16يابد[ مي عمدتا در طي شروع نمو

مي به عنوان يك سركوب كند. شواهد گر نيز عمل

موجود در باره نقش مهاري آن، دخالت چندين 

دهد، يكي از آنها كمپلكس مكانيسم مستقل را نشان مي

شركت كننده در سركوب رونويسي است كه تركيبي از 

 LEUNIG (LEU)و SEUSS (SEU)هاي پروتئين

مي AP1است كه به شود كه اين شود. تصورمي باند

هايي مثل هيستون دي استيلاز مجموعه، به پروتئين

و با ژن (ژن متصل هاي مهارگر گل) هاي هدف

و در نتيجه ساختار كروماتين را تغيي و واكنش، ر داده

مي دسترسي به پروموتور اين ژن (غير ها كاهش يابد

[ فعال مي ].23شوند)

در گياه خردل AP1در اين مطالعه سعي گرديد ژن

و صنعتي بسياري است،  سياه كه داراي خواص دارويي

شناسايي گردد.اولين مرحله در شناسايي ژن، طراحي 

و استفاده از آنها در واكنش آغازگر هاي هاي مناسب

PCR يا است. بدين سبب ابتدا بر اساس RT-PCRو
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و انتهاي ناحيه ي نقاط حفاظت شده موجود در ابتدا

ژن كدكننده در ساير گياهان هم خانواده، AP1ي

و براي واكنش   RT-PCRآغازگرهاي مناسب طراحي

مورد استفاده قرار گرفت. طراحي آغازگرهاي مناسب

ا اصلي ختصاصي در واكنش ترين عامل تكثير قطعه

PCR است. براي اتصال آغازگرها به توالي مورد نظر

هاي خاصي مد نظر است. اختصاصي بودن ويژگي

بسيار مهم است PCRآغازگرها براي موفقيت واكنش 

الگو توالي DNA]. آغازگرهاي انتخابي بايد روي17[

منحصر به فردي داشته باشند. طول آغازگر، اختصاصي 

و زمان اتصال را تحت تاثير قرار  و نيز دما بودن

به PCRدهد. بنابراين، اين عامل در موفقيت مي نقش

] 30تا18].بهترين طول آغازگر بين24سزايي دارد

نوكلئوتيد است. در يك آغازگر نبايد يك باز به

پ ي تكرار شود. مخصوصاً از تكرار بيش صورت پي در

در توالي آغازگر بايد خودداري شودGياCباز4از

از3[ 3]. در ضمن طول دو آغازگر نبايد بيش

] ]. معمولاً دماي ذوب26نوكلئوتيد تفاوت داشته باشد

است.C  58°تاC 52°بهينه براي آغازگرها بين 

ك اين ه دماي گونه آغازگرها نسبت به آغازگرهايي

و محصول ذوب كمتري دارند، كارايي بهتري داشته

كنند. آغازگرهايي كه دماي ذوب بيشتري توليد مي

دارند نيز چندان مناسب نيستند. زيرا C65°بالاي 

دهند. لازم به ذكرمي احتمال اتصال ثانويه را افزايش 

5است كه تفاوت دماي ذوب دو آغازگر نبايد بيش از 

] يكي از مهمترين GCدرصد].26درجه باشد

و نشان دهنده قدرت اتصال DNAهاي شاخص بوده

تا45در آغازگرها بين GCآن است. بهتر است درصد 

60 ] از7درصد باشد ]. تك باند اختصاصي حاصل

RT-PCR روي ژل آگارز در درجه اول بيانگر طراحي

و مناسب بودن غلظت  و عملكرد صحيح آغازگرها

هم PCRه در مواد به كار رفت ي چنين برنامه است.

PCR تك مناسب از جمله عوامل موفقيت در كسب

] ].19باند اختصاصي است

نوكلئوتيد 618طول باند مشاهده پس از توالي يابي

 BniAP1تعيين شد. نزديك ترين توالي نوكلئوتيدي به 

) باشدكه ) ميSinapis albaمربوط به گياه خردل سفيد

دارد. پروتئين استنباطي اين قطعه % با آن مشابهت 96

آمينواسيد است. طول 206داراي BniAP1از ژن 

هاي پروتئيني ثبت در اكثر توالي AP1كامل پروتئين 

به NCBIشده از اين ژن در سايت  كه متعلق

مي خانواده  آمينواسيد است. 256 باشندي شب بو

به عنوان يك فاكتور رونويسي در نظر AP1پروتئين

ژن گرفته در توالي AP1شده است زيرا محصول

(دمين) مشابه به پروتئين كه MADSهاي قلمرو است

به عنوان فاكتور MCM1و SRFبرخي از آنها مانند 

كننده آنها اند كه بخش فعال رونويسي نشان داده شده

و مخمرها حفاظت بين سلول هاي گياهان، پستانداران

هاي شامل دمين AP1ترمينال-Cي شده است. ناحيه

و فعال كننده رونويسي است كه در سلول هاي مخمر

از پستانداران از طريق بخش هاي آمينواسيدي غني

و اسيدي عمل مي كند. چنين فعاليت مشابهي گلوتامين

و اسيدي از باقيمانده هاي آمينواسيدي غني از گلوتامين

و Schwechheimerهاي گياهي نيز توسط در سلول

[1999(همكاران ].6) نشان داده شده است

 نتيجه گيري

ي نتايج حاصل از اين تحقيق در ابتدا نشان دهنده

در گياه مورد مطالعه يعني AP1ساخت وجود ژن هم

كد نوكلئوتيد از ناحيه 618باشد. خردل سياه مي ي

هم كننده پس AP1ساختي ژن و توالي يابي گرديد

ژن BLASTاز مثبت بودن نتايج   BniAP1به نام اين
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ي توالي پروتئين استنباطي گذاري گرديد. مقايسه نام

BniAP1 هم ي نشان دهنده AP1هاي ساخت با ساير

هاي در صدي اين توالي با توالي91تا60شباهت بين

ي كد كننده، مشابه بود. شناسايي توالي كامل ناحيه

با بررسي الگوي بيان، مشخص كردن بر هم كنش آن

مي ساير ژن تواند به تشخيص بهتر هاي تنظيم كننده،

و نقش آن در القاي گل دهي چگونگي تنظيم عملكرد

 شود. كمك كند كه در مطالعات بعدي انجام مي
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