
 

 ١

ه ميگلده، ن يهاهمگروهاز  يبرخدر  يشيزا نمو در مراحل مختلف gaLFYان ژنيب يالگو يبررس
 يرانير اير گلده سيگلده و غ

  
 2ا ين يرضا شافعي، عل*1ي،فرشاد دشت1زادهيمه قائميفه

  نايس يدانشگاه بوعل ،ي، دانشكده كشاورزيگروه علوم باغبان 1
  ن خوزستانيرام يعيو منابع طب يدانشگاه كشاورز، يكشاورز دانشكدهگروه زراعت و اصلاح نباتات،  2

  yahoo.com1350Dashti@مسئول:  يسندهينو *
  دهيچك

ژن ح ازيشود. درك صحير ميتكث يجنسريغ صورتبهم بوده و يعق ياهي) گAllium sativum. Lر (يس
 يهارنامهبو  يبارور يكيل ژنتيبهبود پتانس ير را براير، مسيس يهاپيدر انواع ژنوت يكنترل كننده گلده يها
در  gaLFYان ژن يب يالگو يق با هدف بررسين تحقيا كند.ير فراهم ميس يكولــك و موليكلاس يلاحـاص

ن ساخت و به دنبال آ RNAن منظور استخراج يبد انجام شد. يرانيار يسر گلده يمه گلده و غيگلده، ن يهمگروها
cDNA بهشت يتا ارد 1394انه از آذر يماه صورتبه آذينگلو  يشي، زايشيستم روي(شامل مر ييستم انتهاياز مر
صورت  يكيژولويتكرار ب 2ر در يخرداد و ت يها) در ماهيره و ارغوانيمرحله ( سبز ت2گل در  يها) و غنچه 1395

بر اساس شد.  يبررس يكيكنتدر دو تكرار  Real-Time PCR كياز تكن تفادهان ژن با اسيب يالگو يبررس گرفت.
) در مرحله ماهديهفته پس از كشت ( 8گلده و  همگروهدر  gaLFYان ژن يزان بين ميشتريج بدست آمده بينتا

هفته  8ز ين مه گلدهير گلده و نيغ يهان ژن در همگروهيان ايزان بيصورت گرفت. م يشيبه زا يشيانتقال از فاز رو
ر سه هدر  gaLFYان ژن يب ار كمتر بود.يد اما نسبت به همگروه گلده بسيزان خود رسين ميشتريپس از كشت به ب

مه يگلده و نر يغرسد كه در انواع يج به نظر مين نتايبر اساس اافت. يكاهش  تدريجبه يمراحل بعد يهمگروه ط
 صورتهبا ي نگ صورت نگرفته ويبولت ياما در مراحل بعد ،رديگيصورت م يشيبه زا يشيگلده انتقال از فاز رو

 صورتهبمه گلده يل نشده و در انواع نير گلده تشكيدر انواع غساقه گلدهنده  تيشود. در نهايناقص انجام م
  شود. يل ميناقص تشك

 LEAFY ،Real-Time PCR اصلاح، ،ي، گلدهيرانير ايس :يديكل نواژگا

  
  مقدمه
ر يس ي). تمام ارقام تجارBrewster, 2008وم است (ين گونه مهم از جنس آلياز دومي) پس از پAllium sativum. L(ر يس
 يلاحـاص يهات در برنامهي، محدوديجنسرير غيتكث يهاتـيمحدود . ازشوندير ميتكث يجنسريغ صورتبهم بوده و يعق كاملاً

تقابل ـو رابطه م يكنترل كننده گلده يهاح از ژنيدرك صح ،ريس يهاپيانواع ژنوت ييشناسا باشد.يم يكــيو مطالعات ژنت
 Kamenetsky etش دهد (ير افزايبه س يت گلدهيو بازگرداندن قابل يند گلدهينه فرايتواند دانش ما را در زميط ميها با محآن

al, 2004b.(گلده ساقه گلدهنده ريشوند. در انواع غيم بنديطبقهو گلده  گلدهمهيگلده، نرير به سه گروه غيس يهاپيژنوت
توقف نمو ساقه ناقص،  يبا گلده ييهاپيژنوت يا به عبارتيمه گلده يشود. در انواع نيه سقط ميا در مراحل اوليل نشده و يتشك

ز يبا سا ندههساقه گلددر انواع گل دهنده  .گردديها مان برگيدر مكوتاه اريبس هندهجاد ساقه گلديا باعثگلدهنده اغلب 
  ).Kamenetsky et al, 2004b( شوديل ميتشك ييهوا يهاچهريگل و س يحاو ،مناسب

باشد. در يوسته ميمراحل پ يكسرياهان شامل يگل در گ يهان، گل و انداميآذل گلي، تشكيشيبه زا يشيانتقال از فاز رو
ستم گل يت مريهو يها، ژنيمحرك زمان گلده يهاكنند. ژنياهان كنترل ميرا در گ ير گلدهيمس ين گروه ژنيمجموع چند

وسته و يپ صورتبه يژن يهان گروهياند. در مجموع اشده يياهان مدل شناسايس و گيدوبسيت اندام گل در آرابيهو يهاو ژن
بر  يو درون يطي). اثر عوامل محGlover, 2007شوند (يمنجر م را يم كرده و گلدهيگر را تنظيكديان يب متقابل، يدر همكار
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 FLOWERING (FT) رينظ يمحرك زمان گلدهـ يهاژنك يبا تحر د كهــباشيم يگنالير سين مسيشامل چند يگلده

LOCUS T  وSOC1)SUPPRESSION OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS1ستم گل يت مريهو هايژنان ي) ب
انتقال از فاز  و منجر به يضرور ييستم انتهايمر ها درن ژنيان ايدهند. بيش ميرا افزا LEAFY ،(AP1)APETALA1ر ينظ
قبل از  يا كميو  يها در مرحله انتقال به فاز گلدهن ژنيشود. اين ميآذستم گل و گليمر يداري، حفظ و پايشيبه زا يشيرو

 و  APETALA1-3، AP2،AGAMUS رينظABC  يها( ژنت اندام گل ـــيهو يهاژن ان شده ويب ييتم انتهاــــسيآن در مر
PISTALATA( يگل در نواح يايمورديپر يابيزيكنند. به دنبال آن تماين فعال ميآذستم گلياز مر ييمجزا يرا در نواح 

 و همولوگ آن LFY ژن  ).Blazquez et al, 2006(گردد يگل م يهااندام ليستم رخ داده و منجر به تشكيرم يكنار

FLORICAULA (FLO)ژن  شدند. ييوم شناسايس و آنتوريدوبسياه آرابيب در گيبه ترتبار ن ياول يبراLFY گانه دونقش  يدارا
ك يس يدوبسيدر آراب LFYكند. يعمل م يژن محرك زمان گلده عنوانبهستم و هم يت مريژن هو عنوانبهن ژن هم ياست. ا
ك پل ي عنوانبه LFYاه دارد. ژن يدر تكامل گ يدينقش كل كه كنديمرا كد  MADS-boxمتعلق به  بردارينسخهفاكتور 
ن يم بيك ارتباط مستقين مفهوم كه يستم گل است. بديت مريهو يهار ژنيو سا يمحرك زمان گلده يهان ژنيب يارتباط

 به نام LFY). همولوگ ژن Jack, 2004( كنديجاد ميت اندام گل را ايهو يهاژن سازيفعالها و ، آغازش تك گليالقا گلده

gaLFY   شده است ييشناساز ير نيسدر )Rotem et al, 2007( .ز مورد يپ گلده نيك ژنوتين ژن در يان ايب يزمان يالگو
ن ژن يان ايب يو مكان يزمان در ارتباط با روند يچ پژوهشيتاكنون ه حالبااين ).Rotem et al, 2011قرار گرفته است ( يبررس
ق با ين تحقيااست.  ره گلده صورت نگرفتهيغو  مه گلدهين ريس يهمگروها ها باسه آنيو مقا يرانيگلده ار يس ياـهمگروهدر 

  شده است.انجام  يرانيا ر گلدهيمه گلده و غيگلده، نر يس يدر همگروها gaLFYان ژن يب يالگو يبررس هدف
  

  هامواد و روش
  يريگو نمونه ياهيمواد گ
 همگروهگلده ( مهيو ن زابل) مازندر گلده (همگروه همدان)، گلده (همگروه يهمگروه غ 3ن پژوهش از يانجام ا يبرا
 يدانشكده كشاورز يگروه علوم باغبان يقاتيدر مزرعه تحق 1394سال  ها در اواسط آبان ماهرچهياستفاده شد. س ،)لنگرود

انه از يماه صورتبه آذينگلو  يشيزا ،يشيرو ستمي(شامل مر ييستم انتهاياز مر يريگنمونهشدند. نا كشت يس يدانشگاه بوعل
تكرار  2 ر دريت خرداد و يهادر ماه) يره و ارغوانيمرحله ( سبز ت2گل در  يها) و غنچه 1395بهشت يتا ارد 1394آذر 

  صورت گرفت. يكيولوژيب
  cDNA ساخت و RNA استخراج

RNA  يت تجاريك با استفاده از ياهياز بافت گكل innuPREP )يو محلول تجار نا، آلمان)يك جيتيآنال RNXplus 
متر نانو 260ول موج پس از هر استخراج، با استفاده از دستگاه نانودراپ و در ط RNAغلظت  استخراج شد.ران) ينا ژن اي(س
ـخراج شده از استـ RNA يفيك يابيجهـت ارز. ديگردتر محاسبه يكروليدر م نانوگرم برحسب RNAد. مقدار كل ين گردييتع

 يدم آلودگعو  )S28و  S18(يبوزومير RNA يمشاهده باندها درصد استفاده شد.1ژل آگـــاروز يرو RNA روش الكتروفورز
ت يز كبا استفاده ا cDNAساخت  ،RNAت يفينان از كيپس از اطمكرد.  ييدتأتخراج شده را اس  RNAت يفيك DNAبه 

 سازييكسان(جهت  cDNA ينجظت سلغ انجام و oligo d(T)مر ي) و با استفاده از پرارانيناژن، ايس( 2step-RT-PCR يتجار
  .با استفاده از دستگاه نانودراپ صورت گرفتها) غلظت نمونه

  Real-Time PCRبا روش  gaLFYژن  يان نسبيب يبررس
 Light-Cyclerصيتشخ دستگاه ران) و بايز آزما، ايكتا تجهيSYBR green ( ت يبا استفاده از كReal-Time PCR واكنش

98 Real-Time PCR )Roch(آغازگر از جفت قين تحقي. در اانجام شد ، آلمان gaLFY )Rotem et al, 2011( ژن  و از
 يهاژن مورد نظر در غلظت ياستاندارد برا يمنحنژن مرجع استفاده شد.  عنوانبه )Actin )Shalom et al, 2015رمزكننده 

، ران)يز آزما، ايكتا تجهيx 1( SYBR green )( كسيم مسترشامل  مخلوط واكنشد. يرسم گرد cDNA مختلف
ه شد. ـدر نظر گرفت تريكروليم 20 ييم و معكوس در حجم نهايمستق يهامريپرا ك ازياز هر مولاركرويم cDNA ، 5نانوگرم100
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ه يثان 30 چرخه شامل40به دنبال آنگراد و يدرجه سانت94 يدما ه درياول يقه واسـرشته سازيدق 10شامل  ييبرنامه دما
 نظر گرفته شد. در گراديسانتدرجه  72 يه دمايثان 30و گراد يدرجه سانت 58 يه دمايثان 30، گرادسانتيدرجه 94 يدما
 )cDNA(بدون  يمنفك كنترل يش يهر ژن در هر آزما يو براانجام  يكيتكرار تكن 2و  يكيولوژيتكرار ب 2ها در واكنش يتمام

 افزارنرمو  )2001(و همكاران  واكيشرح داده شده توسط ل CT∆∆ها با روشژن يان نسبيزان بيت ميدر نهاشد. در نظر گرفته 
REST® د.يمحاسبه گرد )2002(ه شده توسط فافل و همكاران يته  

  
  ج ينتا
  يكيرات مورفولوژييتغ

مشاهده شد. در  ياز گلده يمتفاوت يگلده) الگومهي(ن لنگرود  رگلده)، مازند زابل (گلده) وي(غ در سه همگروه همدان
 يبر رو يرماهتز در خرداد تا اواسط ين يهوائ يهارچهيظاهر شد. گلچه و س ماهيبهشتاردهمگروه مازند زابل ساقه گلدهنده در 

و گلچه  ييهوا يازچهپار كوتاه و ناقص فاقد يساقه گلدهنده بس كي لنگرود. در همگروه )1-3(شكل  ل شدنديتشك آذينگل
افتهيبا  يرانير ايس يهادر همگروه ين روند گلدهيا .همدان مشاهده نشد قه گلدهنده در همگروهسااز  يچ اثري. هل شديتشك
  ) مطابقت داشت. 2015فر ( يعباس يها

 
  زابل) ر گلده (مازنديو گل در همگروه س آذينگلل ي: مراحل تشك1-3شكل 

  يل به ارغوانيله زرد ماگلچه در مرح -ها در مرحله سبز، دگلچه - ج، ييهوا يهارچهيس ل گلچه ويتشك -ل ساقه گلدهنده، بيتشك -الف
  

  RNA يت سنجيت و كميفياستخراج و ك
 يلول تجارــو مح نا، آلمان)يك جيتيآنال( innuPREP يت تجاريك ازفاده ـ، با استRNAش استخراج ين آزمايدر ا
RNXplus استخراج  ييدتأ .ران) انجام گرفتينا ژن اي( سRNA  سنجيكيفيتو RNAستفاده از ژل ااستخراج شده با  يها

 2-3 در شكل يومبوزير S18 RNAو S28 يد انجام گرفت. وضوح باندهايوم برومايديبا ات آميزيرنگك درصد و يآگارز 
 يريگاز دستگاه نانودراپ اندازه استخراج شده با استفاده يهاRNAت يكم .باشديكل م RNAدهنده استخراج موفق نشان
ه نشان دهنده نانومتر انجام گرفته ك 260نشان داد كه حداكثر مقدار جذب در طول موج  RNA يت سنجيج كميد. نتايگرد

ج شده استخرا  RNAنيبهتر يت سنجيفت و كميج بدست آمده از كيبر اساس نتا استخراج شده است. RNAت مطلوب يفيك
 innuPREP يت تجاريك ستم با استفاده ازيو در ارتباط با مر RNXplus يها با محلول تجارو گلچه آذينگلدر ارتباط با 

  حاصل شد.



 

 ۴

  
 RNAب نشان دهنده يرتتبه  5و 4، 3، 2، 1 يهاك درصد. چاهكيژل آگاروز  يبر رو RNA سنجيكيفيتج استخراج و ينتا-2-3شكل

  باشد.يم هاگلچه و آذينگل ،اسفندماهستم در ي، مرماهبهمنستم در ي، مرآذرماهدر  ستميمراستخراج شده از 
  

  cDNA تيت و كميفيساخت و سنجش ك
د و يق گرديرق 1:20زان يبه م cDNA، محصول بدست آمده از واكنش ساخت cDNAنان از ساخت ياطم منظوربه

نانومتر  260موج  ن جذب در طوليشتريج نشان داد كه بينتا .شد يريگبا استفاده از دستگاه نانودراپ اندازه cDNAغلظت 
ر ينان از تكثيحصول اطم منظوربهباشد. در مرحله بعد يساخته شده م cDNAت مطلوب يفيشود كه نشان دهنده كيده ميد

  ).3-3انجام شد (شكل  Actinو   gaLFYآغازگربا  PCRمورد مطالعه، واكنش  يهاژن ياختصاص

  
مربوط به  يهاواكنش (شكل ج و د). Actinژن  (شكل الف و ب) و gaLFYژن  يمراز برايپل يارهيج واكنش زنجينتا-3-3شكل

  استفاده نشدند. Real-Time PCRش يدر آزما Actinر مناسب ژن يل عدم تكثيدر شكل ج و د به دل ييهاچاهك
  

  هاهمگروهدر   gaLFYژنان ير بييج تغينتا
هفته پس از كشت) در سه  32( تيرماههفته پس از كشت) تا  4( آذرماهاز  gaLFYژنان يب يزمان يالگون پژوهش يدر ا

 Real-Timeك ـينـكـبا ت gaLFYژن  يــان نسبـيزان بيرفت. مـقرار گ يلده مورد بررسـگمهيرگلده و نيمگروه گلده، غـه

PCR ه ــرفتــظر گــد در نــاهــش عنوانبهده ــر گليــهمگروه غ از يبرگ 8مرحله ، شين آزمايقرار گرفت. در ا يمورد بررس
 يكه دارا يي، تكرارهاLight-Cycler 98 Real-Time PCRاه ــگــتــام از دســـج خياـــراج نتــخــس از استـــپد. ــش

 يان نسبيزان بيش حذف شدند. سپس ميآزما يهاذوب) بودند از داده يك در منحنيك پيش از ي(ب غيراختصاصير يتكث
هر سه در  gaLFYژن  ينسب انيج بدست آمده بيبر اساس نتاد. يمحاسبه گرد ®REST افزارنرمخام با استفاده از  يهاداده

افت. يكاهش  تدريجبهش زمان ين ژن با افزايا يان نسبيبد. يزان خود رسين ميشتريبه ب )ماهدي( هفته پس از كشت 8همگروه 
در  gaLFYژن  ينسب انيبزان يمسه ي) . مقا4-3(شكل  شدز مشاهده ينمه گلده ين ر گلده ويغ يهان روند در همگروهيا

ج ينتا .وجود داردر گلده يمه گلده، و غيب در همگروه گلده، نيژن به ترت ينسب انيزان بين ميشتريها نشان داد كه بهمگروه
 يطگلده  ريغبرابر نسبت به همگروه  6/731و  2320ب يبه ترت مه گلدهيو ن در همگروه گلده gaLFY ژن ينسبان يبنشان داد 

آورده شده  4-3شكل  ها درسه آن در همگروهيو مقا gaLFYژن  يان نسبي. روند بافته استيش يافزااز كشت  سهفته پ 8
  است. 
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 در همگروه يگبر 8مرحله ( شاهد:  يرانير ايس ر گلدهيمه گلده و غيده، نلگ يهاهمگروه در gaLFYژن ان يب يسه نسبيمقا -4-3شكل

  )ر گلدهيغ
  

  بحث 
  NFLنامبه  LFY/FLOهمولوگ ژن  .ستم گل استيت مريهو ك ژنيو  يك ژن كنترل كننده زمان گلدهي gaLFYژن 

 يازياهان پير گيز همانند ساين ريدر س. )Noy-Porat et al. 2010(شده است ييشناسا Narcissus tazetlaيازياه پيدر گ
بر . )Noy-Porat et al. 2010, Rotem et al, 2007ها دخالت دارد (نده و تكامل گلهل ساقه گلديتشك درLFY همولوگ ژن 

در ( ز كشتهفته پس ا 7 ،#3028پ گلده يدر ژنوت gaLFYان ژن يزان بين ميشتري) ب2011ج روتم و همكاران (ياساس نتا
 كهز نشان داد ين حاضر حاصل از پژوهش يهاافتهيرد. يگيصورت م يشيبه زا يشيدر مرحله انتقال از فاز رو )ماهبهمن

لده از ر گيغ لده ومه گيگلده، ن يهاهمگروه. رديگيمصورت ) ماهدي(هفته پس از كشت  gaLFY  8ژنان يب زانين ميشتريب
به  توانديا مههروگــهمن يادر  يــشيتفاوت در روند نمو زا). Abbasifar, 2015متفاوت هستند ( گريكديبا  يشيلحاظ نمو زا

مه ير گلده و نيغ يهادر همگروه gaLFYان ژن يزان بيق مين تحقيج ايباشد. بر اساس نتا هاان ژنيب ير الگودل تفاوت يدل
ر يغ انواعه در رسد كيم ج به نظرين نتايار كمتر بود. بر اساس اياز انواع گلده بسافت اما يش يهفته پس از كشت افزا 8گلده 

يل نميگلدهنده تشك نگ صورت نگرفته و ساقهيبولت يرد اما در مراحل بعديگيصورت م يشيبه زا يشياز فاز روگلده انتقال 
به  يشيقال از فاز روانترسد يبه نظر مز ين ن همگروهيار گلده بود. در يشتر از انواع غيب يان ژن كميمه گلده بين در انواعشود. 

 د.شويل نميح تشكيصح صورتبهه هندگلدناقص رخ داده و ساقه  صورتبهنگ يتبول يدر مراحل بعداما  صورت گرفته يشيزا
ند شويرا منجر م يلدهگم كرده و يگر را تنظيكديان يمتقابل، ب يوسته و در همكاريپ صورتبه يژن گروه نيچنددر مجموع 

)Glover, 2007 .(ر صورت يبه س يهت گلديبازگرداندن قابلها و ژنن يا ح ازيجهت درك صح ياريبس مطالعات يدبات يدر نها
 رد. يگ
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Abstract 

Garlic cultivars (Allium sativum L) are sterile and thus propagated only vegetatively. A thorough 
understanding of the genetic coding of florogenesis will improve our knowledge of flowering processes, 
and facilitate classic and molecular breeding and fertility restoration in garlic. In the present work, we 
studied the temporal expression patterns of gaLFY during several sequential stages of garlic flower 
development in bolting, semi-bolting and non-bolting Iranian garlic clones. RNA Was extracted from 
shoot apices including reproductive meristems and inflorescences (Additionally, flower buds and flowers 
at the same developmental stages) .After cDNAs construction, the expression of gaLFY was assayed using 
Real-Time PCR in two technical replications. Our results indicate a strong expression of the gaLFY in 8 
weeks after culture which coincided with meristem transition in bolting, semi and non- bolting clones. 
The relative expression of the gaLFY was low in semi and non-bolting clones, when compared with 
bolting clone. In all clones gaLFY expression declined after 8 weeks of culture. In general, although a low 
expression of the gaLFY in semi and non-bolting clones occurs during the transition of the apical 
meristem from the vegetative to the reproductive stage, but in the non-bolting clone, the inflorescence is 
either not visible, or its initials abort at the early stages of differentiation and in semi-bolting clone the 
inflorescence is developed abnormally. 
Keywords: Iranian garlic, Flowering, LEAFY, Breeding, Real-Time PCR  
 


