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  ١-١٦صفحه 

  چكيده

محصــول مــورد   يدتول  يبرا  يا  باشديم  محصول  يهدف اصل  ياكه گل    يبطور  باشنديل مگ وابسته به    يگياهان به نحو 

. مطالعات شوديمحسوب م  ياهگ   يبرا  ياتي) مرحله مهم و حيشيبه فاز زا  يشي(انتقال از فاز رو  ياست. آغاز گلده  يازن

بهــاره  يرمس ــ ي،نــور ريكرده است كــه شــامل مس ــ مشخصرا  يمهم گلده يرحداقل چهار مس يدر مورد گلده  يكيژنت

 يرتحــت تــاث  FT( Flowering Locus T( ژن ي،گلده ينور ير. در مسباشديم نلييبرج يرمسخودمختار و  يركردن، مس

مطالعــه ابتــدا   يــن. در اشــوديم  يگلده  يندسبب آغاز فرا  يدمدت تابش نور خورش  يشبا افزا  CO(  CONSTANS(  ژن

cDNA    ژنFT   زگرهاي اختصاصي با  ابه كمك آغ  يدوپسيسمدل آراب  ياهگPCR  ــبوكتــور  در  و    يتكثير و جداساز   نياي

pMDC43  ياهمنتقل و به قطعات كوتيلدون و برگ گ   يومهاي آگروباكترهمسانه سازي شد. پس از تاييد توالي، به سلول 

 يگرومايســينه مستقل تحت انتخاب با اريختهتر گياهان و شدند القا  گياه  و  كالوس  به  هاآفتابگردان منتقل شد. ريزنمونه

 يختــهترار ياهــاناز گ  DNA از لحاظ زمان گلدهي شدند. استخراج يپيتنو ف يو بررس ريثتوليد، تك ١٠  mg/lبه غلضت 

 ياهــاننســبت بــه گ  يزود هنگــام يگلده يختهترار ياهانشد. گ   ييدتا  PCR  يكانجام و حضور تراژن در آنها توسط تكن

نمود و   يعردان تسگرابرا در آفت  يگلده  FTبا انتقال ژن    توانين داد كه مشان  يقتحق  ينا  يجغيرتراريخته نشان دادند. نتا

  .يدزودتر به محصول رس

  FT ژن ي،آفتابگردان، تراريزش، كشت بافت، گلده: هاي كليديواژه
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  مقدمه 

پديده  نمــوي گ فيزيولوژي و  انتقــال  از    يــاه شناسي 

  ست ا ا ه رشد رويشي به رشد زايشي (گلدهي) سال 

  تنهــا   آن   مولكولي   مكانيسم   امّا   ، شود مي   مطالعه   كه 

مورد توجّه دانشمندان قرار گرفته    ير اخ   سال   ١٠  ر د 

).  Nocker, 2001; Robustelli et al. 2025است ( 

گياهان گلدار در چرخه زنــدگي خــود از چنــدين  

رشــد رويشــي،    زني، نموي، مانند جوانــه   ي مرحله 

ــور   ــه عب ــاح، نمــو جنينــي و بلــوغ دان گلــدهي، لق

  ميــان   اين   در   كه )  Weidong et al. 2000(   ند كن مي 

مهــم و حيــاتي بــراي گيــاه    ي حله ر م   گلدهي   از غ آ 

  تحقيقــات ).  Kim et al., 2003, 2024(   باشــد مي 

  منجــر   آرابيدوپسيس   مدل   گياه   در   مولكولي   ژنتيك 

  ي شــبكه   كــه   شــد   هــا ژن   از   زيادي   تعداد   كشف   به 

  مسير   دو   با   و   دهند مي   تشكيل   را  اي تنظيمي پيچيده 

ه  نــوري و بهــار   ي دوره (   محيطــي   عوامل   به   ته بس وا 

طي (خــود  حي ير مستقل از عوامل م مس و  كردن) و د 

  كننــد مختار و جيبرلين) زمان گلدهي را كنترل مي 

  . ) Blazquez et al. 2000) ( ١  شكل ( 

از    يكــي   Flowering Locus Tمخفــف    FT  ژن 

ــدي كل   ــژن   ترين ي ــا در تنظ ــان گــل   يم ه در    ي ده زم

  » يژن عنوان «فلــور ژن بــه   يــن ا   گلدار است.   ياهان گ 

ها به  كه از برگ   ك حر مت   يگنالي س   شود؛ ي شناخته م 

و منجر به آغاز   شود ي تقل م ساقه من  يي انتها  يستم مر 

ــود ي م   ي ده گــل  ــاه . در گ ش ــدل    ي  Arabidopsisم

thaliana  ژن ،FT   همراه آوند آبكش    ي ها در سلول

  يــان ب )  long-day( روز بلنــد    يط ها تحت شــرا برگ 

  يــق از طر   FT  ين پــروتئ   ترجمــه،   . پــس از شــود ي م 

  شــود، ي ســاقه منتقــل م   ي ي انتهــا   تم يس آوندها به مر 

.  كنــد ي تعامــل م   FD  يســي و كه با فاكتور رون   يي جا 

ب   ين ا  )  AP1( ماننــد    يــدي كل   ي هــا ژن   يان كمپلكس 

APETALA1   و )SOC1 (  Suppressor of 

Overexpression of Constans1   و    كند ي ا فعال م ر

  ). Lee et al. 2023(   شود ي م   ي ده موجب آغاز گل 

 

  
  ژنتيك ي روش اپ   ه ب   FLC  يان مهار ب   ق ي بهاره كردن و خودمختار از طر   ير . مس ي شروع گلده   يند فرا ر  د   ير درگ   ي ه مد ع   ير چهار مس   - ١شكل 

. از طرف  گردند ي م   مساعد   يطي مح   يط در شرا   ي و آغاز گلده   ي گلده   هاي فعّال ژن   يان ، باعث ب AGL  يق هم از طر   يبرلين و هورمون ج 

ئ   يگر د    FTنام    به   يگر مهم د   ي ژن گلده   يك   يان ب   يش افزا   يق از طر وز بلند،  ر   ول به ط   پاسخ ر  د   ي نور   ي دوره   سير در م   ير درگ   CO  ين پروت

  گردد ي م   ي باعث شروع گلده 
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و    يطي توسط عوامل مح   يق طور دق به   FTژن    يان ب 

  يود . يكي از عوامل بنام فتوپر شود ي م   يم تنظ   ي درون 

تور  نـــد، فـــاك روز بل   يط يـــا طـــول روز، در شـــرا 

Constans (CO)   يــان ب  FT  ــ   ــ. ع كنــد ي م ا  را الق   ل ام

  يــتم ر   ير تحــت تــأث   FTبيان    يستي، ديگر، ساعت ز 

دارد و در برخ   ي روز شبانه    ي الگــو   يط، شرا   ي قرار 

. عامــل  دهد ي دوگانه (صبح و غروب) نشان م   يان ب 

 ــ ــك، ي اپ   يم تنظ ــرات تغ   ژنتي ــيون در روي    يي متيلاس

ــتون ه    H3K36me3و     H3K4me3ماننـــد    ها يسـ

انجـــام    MRG2و    MRG1  هـــاي ين توســـط پروتئ 

 ــ  شوند ي م  را فعــال    FT  يــان ، ب   COامــل بــا  تع ا  و ب

و    FLC  ي هــا مثــل ژن . عوامــل ســركوبگر  كنند ي م 

SVP   يم با سركوب مستق  FT    وSOC1 را    ي ده ، گل

گ   . اندازند ي م   ير به تأخ    ين در ا   يافته جهش   ياهان در 

 Mirzaie-Asl(   دهــد ي زودتر رخ م   ي ده ها، گل ژن 

et al. 2017 .(   ي، ده گل   يك بر تحر   علاوه  FT    بــر  

  يان ب   ي، ا . در مطالعه گذارد ي م  ير تأث   يز ن  ي يش رو   رشد 

ــاه از گ   FTژن    ازحــد يش ب  در    Jatropha curcas  ي

  يشــه، در رشد ر   ي توجه قابل   ييرات تنباكو باعث تغ 

نشان    يپتومي ترنسكر   ي ها ساقه و برگ شد. بررسي 

ســته،  در ه   ييــرات تغ   يــل داد كه رشــد ســاقه بــه دل 

  ر گرفته را ق   ير تحت تأث   ي سلول   يواره سم و د يتوپلا س 

 ــ  يــك عنوان  بــه   FT. ژن  ست ا  در    ي مركــز   يگنال س

از    يــق و درك دق   كند ي عمل م   ي ده زمان گل   يم تنظ 

به بهبود عملكرد    تواند ي ژن م   ين ا  يم عملكرد و تنظ 

اصلاح نژاد كمك كند.    ي ها برنامه   يع و تسر   ياهان گ 

  يي شناســا   ياهان از گ   ياري در بس   FTمشابه    ي ها ژن 

 ــتن   در   ي مشــابه   ي هــا اند و نقش شده    ي ه د گــل   يم ظ

مشــابه    ي هــا استفاده از ژن   يوه، دارند. در درختان م 

FT   و    ي ده گل   يع تسر   كاهش دوره رويشي و   ي برا

ــه  ــر ب ــه   يع منظور تس ــژاد،    ي ها در برنام ــلاح ن اص

  ). Li et al. 2015a, 2015bبوده است (   آميز يت موفق 

گيرنده حســاس بــه    آرابيدوپسيس حداقل ده ژنوم  

  PHYA(   م رو فيتوك   پنج   ل شام   كه   كند را كد مي نور  

ــا   ــوكروم  ) PHYEت ــه كريپت و دو  )  CRY1-3( ، س

  يافتــه جهش    ياهان گ   بررسي   با .  باشد فتوتروپين مي 

 ــ ــده مش ــوري   ي ها خص شــد، همــه گيرن ــه   ن   جــز   ب

  گلــدهي   زمــان   تنظيم   در   مهمي   نقش   ها فتوتروپين 

ر بــالا  احتمــالا د   PHYBو    CRY2  . دهند مي   نشان 

  مثبت   هاي ده به ترتيب بعنوان تنظيم كنن   CO  دست 

 Yanovsky and(   كنند مي   عمل  مستقيم غير   منفي   و 

Kay, 2002; Valverde et al. 2004 ( .    و  اونــوچي

و چنــدين ژن    CO) ارتبــاط بــين  ٢٠٠١همكاران ( 

ــا بيــان  مسي  در     ٣٥S:COر دوره نــوري ديگــر را ب

افــزايش روشن ساختند   يافته جهش    ياهان گ    يــان ب   . 

CO   ح  براي شــروع گلــدهي كــافي اســت و ســطو

mRNA   آرابيدوپسيس رشد يافته تحت    ن ها يا در گ

روز بلند نسبت به گياهان رشد يافته تحت    يط شرا 

  دريافتند   محققان .  يابد مي   افزايش   كوتاه شرايط روز 
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  يــك هم در برگ و هم در ساقه به عنــوان    CO  كه 

 .Putterill et al(   شــود فاكتور رونويســي بيــان مي 

1995; Samach et al. 2000; Suarez et al. 

پ نا آ   ). 2001   يافته جهش    ياهان در گ   COروتئين  ليز 

  ياهــان گيرنده نوري نشان داد كــه در گ   ي ها در ژن 

در    CO، پروتئين    phyAو   cry1/cry2  يافته جهش  

  و   شود مي   پايدار   قرمز   مادون پاسخ به نورآبي و نور 

ــا   در  ــروتئ   phyB  يافتــه جهش   ه گي ــور    CO  ين پ در ن

  مهــار    PHYB، كــه   آنجايي   از .  شود قرمز تجزيه مي 

  كنــد، مي   گري را از طريق نور قرمز واسطه   لدهي گ 

ــه  ــر   PHYA  و   CRY2  درحاليك ــب تس ــه ترتي   يع ب

و مادون قرمــز باعــث    ي را از طريق نور آب   ي گلده 

، مشخص شــده  طي تحقيقات انجام شده   . شوند مي 

هدف پايين دست    اولين به عنوان    FTژن    است كه 

ــت   ــت   COفعالي  ;Samach et al. 2000(   اس

Onouchi et al. 2001  در تاريكي پــروتئين .(CO  

پروتئازوم تجزيــه    ٢٦S  توسط   و   شده   كوئيتينه يوبي 

تــا حــدي    ايــن   سفيد   نور   در   اما   شود مي  پــروتئين 

  CO  توسط   FTپايدار است و در حضور نور، بيان  

ــال مي  ــود فع ــا   FTژن    . ش ــدها بي ــده و  در آون ن ش

ــاً،  ــه    FTپــروتئين    متعاقب ــه رأس جوان از آونــدها ب

گــردد. عــلاوه بــر    آغاز   گلدهي   ا ت   شود مي   جا ه ب جا 

نــور)    ير خودمختار (غ   ير مس   ي نور   ير مس  به  وابسته 

 Flowering Locus  (FLC)موثر بوده و   ي در گلده 

C    ــدهي ــي گل ــبكه تنظيم ــدي در ش ــك ژن كلي ي

  يســي رونو   فــاكتور   يــك   كه   باشد آرابيدوپسيس مي 

MADS-box   گلــدهي   مهــار   باعث   و   كند د مي را ك  

ل ب     FLC.  شود مي  بيــان    و متصل شده    FTوكوس  ه 

  توســط   آن   فعاليت   از   بنابراين   و   كند آن را مهار مي 

CO   كنــد ممانعــت مي   )González-Suárez et al. 

خودمختــار ســبب ســركوب    ير مس   هاي ژن   ). 2025

ــان ب  ــده   FLCژن    ي ــده و گل ــاز م   ي ش ــد ي را آغ   كنن

 )Sheldon et al. 1999; Sheikhbahaei et al. 

 ــياهــان،  گ   ). در بسياري از 2020   توانــد ي مي ده گل

  ســرماي   معرض   در   مدت   طولاني   قرارگيري   توسط 

نزديك دماي انجماد تسريع و يا القا شود. اين امر  

معمول    شدة   گرفته   كار   به   مثلي يك استراتژي توليد 

ــه در دوره    باعــث اســت كــه   ــد دان گلــدهي و تولي

نظر محيطي، به  از  دنبــال زمســتان طبيعــي    مساعد 

 ــ  پديــده   ايــن .  شود مي  بهــاره  (    Vernalization  ه ك

در معــرض    ياه گ   قرارگيري   با   شود كرده) ناميده مي 

كــه    شود ي ژن ها م   يكسري سرما سبب فعال شدن  

)  ١شــكل  (   FLCژن    يان ها سبب سركوب ب ژن   ين ا 

ــه و در نت  ــر   يجـ ــان در ب   يع تسـ   شـــوند ي م   FT  يـ

 )Koornneef et al. 1991 .(   ژنتيكــي  ير  مس ــ  چهــار

  تم يس ــمر   يّــت و ه   تعيين   هاي ذكر شده در القاي ژن 

بــا     FMI  (Floral Meristem Identity( گــل  

كــه    FMIي  هــا همديگر همگرا هستند. يكي از ژن 

ــي دارد   ــن همگراي ــم در اي ــدي ه ــش كلي    LFYنق

باعــث تغييــر نمــوّي گــل    LFY  پروتئين   . باشد مي 

ــا   گل،   مكاني   و   موقعيّتي   تغيير   نه   و   شود مي    FT  امّ

از    گــر دي   يكــي .  شــود تغيير موقعيّتي گل مي   باعث 
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ــا ژن  ــه   باشــد مي   FMI  ،SOC1  ي ه ــت با   در   ك   لادس

LFY   بيان .  كند عمل مي  FT    وSOC1    به طور مثبت

به طور منفي توسـّـط    ي توسّط مسير دوره  نوري و 

  شــود كنتــرل مي   FLCمسير خودمختــار از طريــق  

 )Blazquez et al. 2000  .( بهــاره كــردن هــم    مسير

  يش افزا   FLCبيان    كاهش را با    SOC1الاً بيان  احتم 

ــد مي  ــا ب   و   ده ــد مي   SOC1  ن ي ّـط   توان ــير   توسـ   مس

  LFY  ،SOC1  بر اين اســاس .  يابد   افزايش   جيبرلين 

هر چهــار مســير    يي همگرا   هاي به عنوان ژن   FTو  

  FT  بنابراين، ).  Borner et al. 2000(   كنند عمل مي 

تنظ    د كن زمان گلدهي عمل مي   ي كننده   يم به عنوان 

  ير و سا   ري نو   ي از مسير دوره   دريافتي   هاي پيام   كه 

را با هم به    FLCرهاي گلدهي وساطت شده با  سي م 

شــود.    يــين لــدهي تع گ   يــق تا زمان دق   گيرد، ي كار م 

مطالعات اخير نشان داده كــه تغييــرات كرومــاتين  

بــه    كننــد، ي ايفــا م    FT  در تنظيم بيان   ي نقش مهمّ 

ــور  ــزا   ي ط ــه اف ــان    يش ك  ــ  FTبي ّـط پروم وتر  توسـ

  و يع  سر ، منجر به گلدهي خيلي  ٣٥Sقوي  ويروسي  

 .Jiang et al(   شــود مي   نــوري   ي دوره   از ل  مســتق 

 ــ(   آفتــابگردان ).  2008 ــا نــام علم  Helianthus  ي ب

annuus L.    يســي و نام انگل  Sunflower (    از نظــر

ــان  ــي   ي جه ــر   يك ــه   ين از مهمت  ــ  هاي دان و    ي روغن

  باشد ي كننده آن م   يد تول   ي كشورها  ي محصول تجار 

 ــ  يا كلــزا و ســو   ياهان حال حاضر بعد از گ در  و   ه  ب

.  شود ي در نظر گرفته م   ي روغن   ياه گ   ين تر ن مهم عنوا 

  يزان م   يش آفتابگردان و به تبع آن افزا   دهي گل  يزان م 

همراه است، مــا در    يد نور خورش   يزان محصول با م 

ــن ا  ــق تحق   ي ــان تول   ي ــد امك ــان گ   ي ــده    ياه زود گل

  ي رو   آن بــر   ير و تــاث   FTآفتابگردان بــا انتقــال ژن  

   . م ي قرار داد   ي را مورد بررس   ي زمان گلده 

  

  ا هوشر مواد و

  وكتور و آغازگرها يمعرف

بــا طــول    Gatewayوكتــور    يك   pMDC43  وكتور 

براي انتقال ژن   T-DNAراي  جفت باز و دا  ١٢٤٦٢

مقاومت بــه    هاي بواسطه آگروباكتريوم بوده كه ژن 

انتخاب    ي به ترتيب برا   يگرومايسين و ه   يسين كاناما 

  و گيــاه را دارا   Escherichia coliكشت    يط ح در م 

 ــ  باشــد ي م   ــ٢كل (ش ــوتر    ي دارا   ين ). همچن دو پروم

CaMV35S    ــاتور و   NOS   )nopaline  ترمينــــــــ

synthase (   ينگ . كلون باشد ي م  FT   در    يدوپسيس راب آ

بــه كمــك    PCRبا اســتفاده از     :pMDC43وكتور  

ــاي اختصاصــ ـ ــدول    ي آغازگرهـ   FT) ژن   ١(جـ

ــا    يــاه گ   يــن ا   cDNA  ي از رو   يدوپسيس آراب    PCRب

ــر تكث  ــور   ي ــون گر   pENTRY207و در وكت  ــد كل .   د ي

پس از انتخاب كلون مثبت و استخراج پلاسميد از  

 ــب   يتو آن، به توالي يابي در انســت    ي مولكــول   ي وژ يول

استراسبورگ فرانسه ارســال شــد و    CNRS  ياهي گ 

  ييد تا   At1g65480آن مطابق شماره دسترسي  ي توال 

در    pMDC43سميد  شد. سپس از اين وكتور به پلا 

بــــه روش      CaMV35Sمقابــــل دو پروموتــــور  

Gateway    ــن روش ابتــدا دو ــد. در اي منتقــل ش
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   LR clonaseپلاســميد دهنــده و مقصــد و آنــزيم  

ســاعت در دمــاي محــيط  مخلوط و به مدت يــك  

بــه    E. coli  بــاكتري   به   سپس   و   شوند نگهداري مي 

انتقــال مي    در   انتخــاب .  يابــد روش شوك حرارتي 

  پلاسميد   به   مربوط  بيوتيك آنتي   حاوي   كشت   محيط 

  تمــامي   و   شــود ين انجــام مي س ــاي كانام   ني ع ي   مقصد 

ــاي كلني  ــل   هـ ــت   حاصـ ــميد   داراي   و   مثبـ   پلاسـ

pMDC43-FT   ز يكــي  پلاسميد ا   راج هستند. استخ

  آگروبــاكتريوم   به   مستقيما   و   شد   انجام   ها از كلوني 

  انتقال   چون .  يافت   انتقال   الكتروپوراسيون   روش   به 

FT   يد دهنده  از پلاسمpENTRY207    به پلاســميد

ــد   ــتقي   pMDC43-FTمقص  ــ  و   ما مس ــوتركيبي ا  ب   ن

  مجــدد   يــابي   تــوالي   بــه   نيازي   لذا   گيرد مي   صورت 

  . نيست 
    شده در اين تحقيق   آغازگرهاي استفاده   - ١جدول  

PCR product  Primer sequence  Name  
cloning  GACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCATGTCTATAAATATAAGAGAC     AtFT F  
528 bp  GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCTAAAGTCTTCTTCCTCCGCA  AtFT R  
qPCR  CTAGCAACCCTCACCTCCGA  FT qPCR F  

 180 bp  TCGTAACACACAATCTCATTGCCAAA  FT qPCR R  
PCR  AACATGGTGGAGCACGACACA  35SPro F  

330 bp  ATCACATCAATCCACTTGCTT  35SPro R  

  

  بذرها يلذر و استرب

ــذر   ــان گ ب ــتفاده در ا   ياه ــورد اس ــابگردان م ــن آفت   ي

.  يــد گرد   يــه كرج ته صلاح بذر  ا   سه ز موس هش ا ژو پ 

(رقم مشهور خــوي) بمــدت    ابتدا بذور آفتابگردان 

بــا آب    ي ضــدعفون   % ٧٥  با اتانول   يقه دو دق  ســپس 

شستشو داده شدند. در مرحلــه بعــد    يل مقطر استر 

قطره    يك به همراه    % ١٠  يم سد   يپوكلريد بذور در ه 

Tween20    ــه مــدت ــه دق   ١٥ب .  شــدند   ور غوطــه   يق

  ي بــار آبكش ــ  ٣به مدت    يل استر   مقطر   ب آ   با   سپس 

پتريهاي استريل حاوي محــيط كشــت   شدند و در 

MS  ــ  ــت ش  ,Murashige and Skoogدند ( كش

1962 .(  

  آفتابگردان  ياهگ ترانسفورماسيون

ــراي  ــان گ   يون ترانسفورماســ ـ  بـ ــاكتر   ياهـ   ي از بـ

Agrobacterium tumefaciens   كــه    ٤٤٠٤  ين استر

  يون وپوراس تر به آن با الك   pMDC43-FTقبلا وكتور  

هــزارم ثانيــه بــا دســتگاه    ٥كيلوولت به مــدت    ٢( 

مولتي پوراتور اپندروف) منتقل شده بــود اســتفاده  

ر د ي گرد  كوتيلــدون و قطعــات بــرگ    هاي يزنمونه . 

  ٢بــه مــدت    يوم همزمان با آگروبــاكتر   كشت   ي برا 

ــا    دقيقــه   ١٥روز پس از آغشته كــردن بــه مــدت   ب

 Hewezi etسوسپانسيون باكتري استفاده شــدند ( 

al. 2002; Sujatha et al. 2012  ــپس ). سـ

چندين بار با آب استريل شستشو داده    ها يزنمونه ر 

 BAP    )0.1  ي حــاو   MS  يي باززا   يط شده و به مح 

mg/l ( ، GA3 )0.1 mg/l (    ٢منتقــل شــدند. پــس از  
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  يگرومايســين ه   ي انتخــابگر حــاو   محــيط هفتــه بــه  

mg/lيــن زنده مانــده در ا   ياهان تقال يافتند. گ ن ا   ١٠  

. بــراي  يدنــد منتقــل گرد   يه پا   MS  يط به مح   يط، مح 

از سفوتاكسيم در محيط كشت   آگروباكتري  حذف 

  استفاده شد. 

  

  PCRو   DNA استخراج

  هاون   درون   گياه   هاي از برگ   گرم يلي م   ٢٠٠حدود  

ــا    چينــي  ــر م   ٥٠٠همــراه ب ــافر    يكروليت   CTABاز ب

) بــه  Doyle and Doyle, 2019مطــابق پروتوكــل ( 

هاون به    يات تو مح ه  هم ادامه    در شد.   ييده سا   ي خوب 

منتقــل شــده و بــه    ليتري ¬يلي م   ١/ ٥  يل استر   يوب ت 

  ٥قرار گرفت (هر    C° 65دقيقه در دماي    ٢٠مدت  

  يــك هــم زده شــد). ســپس    ه ثاني   ١٠به مدت   يقه دق 

  ٥از كلروفورم به نمونه اضــافه و بــه مــدت    حجم 

در دمــاي    يفيوژ نتر س سا . سپ يد دقيقه ورتكس گرد 

 ــ  از ف   انجام و   rpm13000اتاق با سرعت   ي بــه  روي

بــه روش    DNAتيوب جديد منتقل شــد. در انتهــا  

- ٥٠اتانول رسوب داده شد و بعد از خشك شدن  

 -C° 20اضــافه و در    يل آب اســتر   ليتــر يكرو م   ٣٠

تا يد گرد   ي نگهدار  مــورد    تــراژن وجود    ييد . جهت 

  PCRنش  دان، واك آفتابگر   يخته ترار   ياهان نظر در گ 

ام  نج ــا   ي اختصاص ــ  ي هــا يمر با استفاده از جفت پرا 

    گرفت. 

  

  نتايج و بحث 

.  باشد ي آن م   ي محصول آفتابگردان وابسته به گلده 

آفتابگردان زودگلــده در    ياه به گ   يابي به منظور دست 

  يــن به ا   يدوپسيس آراب   FTاز انتقال ژن    يق تحق   ين ا 

ژن    ين ا   ير استفاده شد تا تاث   ي مهم از نظر زراع   ياه گ 

  ي ز ا تدا جداس اب شود.    ي آفتابگردان بررس   ي در گلده 

در وكتور    يدوپسيس آراب   cDNAاز    FT  ينگ و كلون 

pMDC43   آن مطابق    ي انجام و توالAT1G65480 

(528 bp)   يــاهي گ   ي مولكــول   يولــوژي ب   يتو در انســت  

CNRS   ٢شد (شكل    ييد رانسه تا استراسبورگ ف .( 
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  ) www.addgene.org( آن.    T-DNAل  اخ ده در د ش   كلون   FTو موقعيت ژن    pMDC43نقشه پلاسميد    - ٢شكل  

  

به روش الكتروپوراســيون     pMDC43-FTوكتور 

كيلوولت در دستگاه الكتروپوراتور (اپندورف)    ٢با  

منتقل شــد    ٤٤٠٤ويه  تومفاشينز س   يوم به آگروباكتر 

و در روي محــيط كشــت حــاوي كانامايســن و  

از    ن انتخاب كلني مثبــت انجــام گرفــت. ريفامپيسي 

گراد  درجه ســانتي   ٢٨در  ع  اي لني كشت م ك   يك تك 

روي شــيكر انجــام و از آن    LBكشــت    ط در محــي 

  OD600=0.8براي تلقيح كشت اصلي تا رسيدن به  

كر  در آب ش ــ  وم استفاده شد. سلولهاي آگروبــاكتري 

سه درصد باز يافت و سوسپانسيون شــده و بــراي  

نه هاي گياه آفتابگردان استفاده  هم كشتي با ريزنمو 

 ــ ــد. همكش ــات   ي ت ش ــا قطع ــدون وت ك   ب ــرگ    يل و ب

  ١٥ها پس از  يزنمونه . ر ذيرفت آفتابگردان صورت پ 

دقيقه  همكشــتي  يــك شــب نگهــداري و ســپس  

شستشو داده شدند تا آگروباكتريوم حــذف گــردد.  

ميليگرم    ٣٥٠حاوي سفوتاكسيم    MSت  محيط كش 

  مرتــب   و   شــد   اده اســتف   ها در ليتر بــراي ريزنمونــه 

  روز پــس از   ٢٠  ). ٢كشــت شــدند (شــكل    تجديد 

 ــ  MSرشد    يط به مح   شد ر    يوتيــك ب   ي همــراه بــا آنت

بمدت    يتر بر ل   گرم يلي م   ١٠با غلظت   يگرومايسين ه 

ــد روز منتقـــل گرد   ١٥ ــا    يـ درصـــد    ١٠كـــه تنهـ

اي اكســين و  نــه و ندند. از هورم ما   زنده   ها ريزنمونه 

بــراي   ) BAP 1mg/l  و   IAA 0.1 mg/l( ســيتوكنين  

  و   زني   نه جوا   سپس   و   كالوس   به   ها تبديل ريزنمونه 

  ). ٣شكل (   شد   استفاده   گياه   به   آنها   ايي زز با 

RB35S Pro  FT    GFP     NosTer
R 

LB Hygro 
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ا   يزش ترار   - ٣شكل   وكتور  هاي آگروباكتريوم حاوي  كلني   ) b  ؛ آفتابگردان   اي درون شيشه   ياه گ   ) pMDC43-FT .  aوكتور    آفتابگردان ب

pMDC43-FT .  c (   ا   آفتابگردان   هاي مكشتي ريزنمونه ه   ) e.  ها بازكشت   و   ت كش   طول   در   آفتابگردان   هاي نمونه ريز   ) dآگروباكتريوم.    ب

    اززايي گياه تراريخته از كالوس ب )  fها.  نه ي ايجاد شده از ريزنمو ها   الوس ك 

 .

تا د   ــترار   ييــد ر ادامه جهت    ، ياهــان بــودن گ   ه يخت

  يوتيــك ب ي آنت   ي حــاو   MS  كشــت   يط جددا به مح ــم 

بمدت    يتر گرم بر ل يلي م   ٢٠با غلظت   يگرومايسين ه 

روز منتقل شدند و پس از اطمينان از تراريخته    ١٠

ــا اســتخراج   ــاه مســتقل    ١٠از     DNAبــودن آنه گي

به كمك آغازگرهاي    PCRو  )  a٤شكل  ( انجام شد  

)  b٤شكل  ( انجام گرفت    ٣٥S  پروموتور اختصاصي  

لايــن از ده لايــن برگزيــده    ٩شان داد كه  و نتايج ن 

 ــهستند. چون احتمــال ت   FT  تراژن   حاوي    FTر  كثي

اختصاصــي    خود آفتابگردان با آغازگرهــاي   دروني 

آرابيدوپسيس وجود داشت لــذا از    FT  براي تراژن 

آغازگرهاي پروموتور استفاده شد. گياهان به خاك  

تكرار از    ٣با    ه تراريخت شاهد غير   همراه منتقل و به  

 گلدهي در شرايط روز بلند بررسي شدند. نظر  
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لكتروفورز كيف )  a- ٤شكل   ژل الكتروفورز    ) b. ه ي تراريخت ها   و لاين   ه استخراج شده از گياهان آفتابگردان غيرتراتريخت   DNAيت  ژل ا

    35S  پروموتور براي    با آغازگرهاي اختصاصي گياهان     DNAروي    PCRنتيجه  

  

گل    هاي حدود دو ماه پس از انتقال به خاك غنچه 

اســت كــه    ي در حــال   ين گياه ظاهر شدند ا   ي رو   بر 

در مزرعه)    يافته رشد    ياهان (گ   ه خت يرتراري غ   ياهان گ 

كردنــد    ي بــه گلــده   شــروع قابل توجــه    يري با تاخ 

  گــل   هاي شروع اولين غنچه به محض    . ) a٥شكل  ( 

-RTو    روي گياهــان انجــام شــد   RNA  اســتخراج 

qPCR    از آغازگرهــاي اختصاصــي    اســتفاده باFT  

ژن را در گياهــاني كــه شــروع بــه  بيان بالاي ايــن  

ــان دا  ــد نش ــرده بودن ــدهي ك ــكل  ( د  گل   از   ). b٥ش

دو پروموتــور    ي دارا    pMDC43كه وكتــور   يي آنجا 

CaMV35S   ــد، ي م ــار م   باش ــس انتظ ــت ي پ ــا    رف ب

اتفــاق    يــاه گ   ين در ا   يع سر   ي گلده   FTافزايش بيان  

  هاي مشاهده شد كه توليــد جوانــه   ين . همچن يافتد ب 

  FTژن    يد شــد   يــان اثــر ب   آفتابگردان بر   ياه گ   ي جانب 

    . اند افزايش يافته 

  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

lo
fb

io
sa

fe
ty

.ir
 o

n 
20

25
-1

2-
30

 ]
 

                            10 / 16

http://journalofbiosafety.ir/article-1-599-fa.html


 "يآن بر زمان گلده يرتاث يآفتابگردان و بررس ياهبه گ  FTانتقال ژن  ،و همكاران پژوهنده"

١١

  
تقال   ) L( ه  و لاينهاي تراريخت )  nonT(   ه تراريخت نمودار زمان گلدهي گياهان غير   ) a- ٥شكل   ان به خاك تا پيدايش  آفتابگردان از زمان 

يان ژن    ) b  غنچه اولين گل    qPCR  همين گياهان به كمك در    FTميزان ب

  

در   يدوپسيس آراب   FTنشان داد كه ژن   يق حق ت   ين ا 

 ــا د گر آفتاب   ي گلده    ي دار   ي ن موثر بوده و بطــور معن

  يــان ب   يل امــا بــدل   ، در آن شــد   ي گلده   يع باعث تسر 

ژن كه در مقابل دو نسخه از پروموتــور    ين ا   يد شد 

٣٥S  ــ  ــاي تراريخت ــي لاينه ــت در برخ ــرار داش   ه ق

  يشــي رو   ي و قبــل از آمــادگ   ياد ز   يع با تسر   ي گلده 

پــس از گــل    يــاه گ   ين . بنــابرا يرفت ت پذ ه صور يا گ 

بــه    تــوان ي را م   يــن نبود كه ا   ي ه رد دادن قادر به بذ 

توسط    ي لازم جهت بذر ده   ي انرژ   ين عدم تام   يل دل 

روز از    ١٠پس از گذشــت    ياهان نسبت داد. گ   ياه گ 

  يد رنگ شدند. در ادامه با   اي قهوه   ها بازشدن غنچه 

ــع  ــر ژن    ي س ــود اث ــا   FTش ــاني ب   ي را در وكتوره   ي

قابــل القــا    يا و    تر يف ضع   ي وت با پروموتورها متفا 

 ــيــرد رار گ ق   ي س مورد برر  بعلــت پاكوتــاه    ين . همچن

از    تــوان ي حاصــل، م   ياهان هاي گ بودن برخي لاين 

ا   ين ا  آفتــابگردان    ي گلدان   ياهان گ   يجاد روش جهت 

  ي آفتابگردان جهت گلــده   ياه استفاده كرد. گ   ينتي ز 

 ــ  ارد د   يــاز بلنــد ن   ي به نور فراوان و طول روزها  ه  ك

بــا روش    ياهان گ   يد هست با تول   يد ام  اصلاح شــده 

  تر مطلوب   يات با خصوص   ياهاني قال ژن، گ ت ن ا   يع سر 

b

a 
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  ي كرد كــه بتوانــد در منــاطق بــا فصــل كشــت   توليد 

كوتاه، نور كم بتوان آفتابگردان را به نحو مطلــوب  

انتقــال    يــت مقالات زيادي موفق   تاكنون   كشت كرد. 

  د انـ ـآفتــابگردان را گــزارش كرده   يــاه ژن بــه گ 

 )Hewezi et al. 2002; Nabipour et al. 2021  .(

  يداز ژن اگــزالات اكس ــ  يان به ب   توان مي   ميان   ن ي ا   ز ا 

 ــري يما مقاومــت بــه ب   ي برا    يــژه بــه و   ي قــارچ   اي ه

به علف كــش گل   ينيا، اسكلروت  بــه    يفوســيت تحمل 

  ي برا   Cry1و ژن    يوم اگروباكتر   Cp4ژن    يان كمك ب 

  ي بعــد   ي اشاره كرد. هــدفها   يدوپترا حشره لپ   ترل كن 

 ــ ــرا   يــك ژنت   ي شــامل مهندس ــه   ي ب   يگــر د   تحمــل ب

  Cry1ژن    يانتهــاي وار   ير انتقال سا   يز ن   و   ها علفكش 

  . وارد كــردن ژن باشــند ي كنتــرل آفــات آن م   ي برا 

به آفتــابگردان باعــث     glucanase-3,1-β  رمزگذار 

  ير تــاخ   يز و ن   يا قارچ آلترنار   ي ها - كاهش تعداد لكه 

).  Kumar et al. 2011(   لكه ها شد   ين ا   يدايش در پ 

گنــدم بــه    TaNHX2ژن    يــان وارد كــردن و بــيش ب 

  ي باعث بهبود عملكرد و تحمل به شور بگردان  ا ت آف 

  ). Mushke et al. 2019در آفتابگردان شد ( 

آرابيدوپسيس در آفتــابگردان نيــز   FTژن    پارالوگ

ــام دارد  HaFTشناســايي شــده اســت كــه  شــماره (ن

و بخاطر نــام علمــي )  NCBI: MN517758 دسترسي

بــه ايــن نــام مشــهور ) Helianthus annuus(اين گياه 

افــزايش بيــان آن  ت و اهميت آن در گلدهي وساه  شد

 ,Blackman et al. 2010در فتوپريود ثابت شده است (

2011; Todesco et al. 2020تــوالي اســيد  ايســه). مق

ــوالي اســيدآمينه دو  CDSنوكلئيــك  ــين ت  FTو همچن

) نشــان ٦متعلق به آرابيدوپسيس و آفتابگردان (شــكل  

 دو  هاييدآمينهسار  درصد د  ٨٠داد كه شباهت بيش از  

FT ) وجود دارد و موتيف حفاظت شــدهNakamura 

et al. 2014 ــر دو ــت و ) در هـ ــود اسـ  FTموجـ

آفتابگردان به خــوبي   FT  بجاي  تواندآرابيدوپسيس مي

  كار كند.
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مينه   CDSمقايسه و زير همچيني توالي اسيد نوكلئيك    - ٦شكل   بيدوپسيس و آفتابگران به    FT  پروتئين   و د   ي ها و همچنين اسيد آ در آرا

فزار آنلاين   Multalin  كمك نرم ا
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Abstract 

Plants are dependent on flowering in a way that the flower is either the main purpose of the crop or is 
required for crop production. Flowering initiation (transition from the vegetative to reproductive phase) is 
an important and vital stage for the plant. Genetic studies on flowering have identified at least four 
important flowering pathways, including the photoperiod, the vernalization, the autonomous, and the 
gibberellin pathway. In the photoperiod pathway of flowering, the Flowering Locus T (FT) gene, under 
the influence of the CONSTANS (CO) gene, initiates the flowering process with increasing sunlight 
exposure. In this study, the cDNA of the FT gene of the Arabidopsis model plant was first amplified and 
isolated by PCR with the help of specific primers and cloned into the pMDC43 expression vector. After 
sequence confirmation, it was transferred to Agrobacterium cells and transferred to cotyledon and leaf 
segments of sunflower. The explants were induced to callus and plant, and independent transgenic plants 
were produced under selection with hygromycin at a concentration of 10 mg/l, then propagated and 
phenotypically examined in terms of flowering time. DNA extraction was performed from the transgenic 
plants and the presence of the transgene in them was confirmed by PCR technique using Ca35S promoter 
specific primers. Transgenic plants showed earlier flowering than non-transgenic plants. The results of 
this study showed that by transformation of the FT gene, flowering in sunflower can be accelerated and 
the crop can be ripened earlier. 

Keywords: Sunflower, Transformation, Tissue Culture, Flowering, FT gene  
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