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Abstract 
Objective 

Most of the garlic clones are non-bolting and sterile and propagate asexually; however, some of 

the clones are bolting, and there are some fertile clones among the bolting ones. A correct 

understanding of the MADS-BOX genes family expression pattern and structure, including 

AGL6, is a valuable project and will improve garlic breeding programs. So far there are no reports 

relating AGL6 identification as a flowering and fertility integrator gene in garlic. So the aim of 

this study is to investigate the relative expression of AGL6 in Iranian bolting, semi- and non-

bolting garlic clones and to identify its structure and nucleotide sequence.  

Materials and methods 

At first, the relative expression of the AGL6 was investigated in the different organs of non-

bolting, semi-bolting and bolting Iranian garlic clones using quantitative Real time- PCR. Then 

the isolation and cloning of the AGL6 partial sequences from the garlic floret was carried out 

using RT-PCR. The sequence of the recombinant plasmid was evaluated using BLAST, Vector 

NTI, ORF finder and MEGA6 software. 
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Results 

According to the obtained results, AGL6 was expressed in the meristem, inflorescence, tepal and 

carpel of green and purple flowers of the bolting garlic. But there was no sign of its expression in 

the stamen. AGL6 expression level in the meristem of bolting garlic was higher than the meristem 

of the semi-bolting and non-bolting garlic in all sampling stages, especially in the flowering 

induction stage. AGL6 was also expressed in the inflorescence of the semi-bolting and bolting 

garlic, but its expression in the inflorescence of the semi- bolting garlic was 4 times less than the 

inflorescence of the bolting garlic. Sequence analysis of the colonized fragment showed the 

coding region with a 728 bp length, which was registered in the NCBI database with the accession 

number of OK086759.1. This nucleotide sequence encodes a protein with 243 amino acids and 

has MADS-box and K-box domains. Results showed the high similarity of the sequence obtained 

in this research with other AGL6 gene homologues in other plant species, especially petaloid 

monocots such as onion, lily, narcissus and saffron in NCBI. Hence, the resulting sequence was 

named AsAGL6. 

Conclusions 

In this research, for the first time, the expression pattern of a key gene of the flowering and fertility 

pathway (AsAGL6) and its nucleotide structure were determined in garlic. The results of this 

research can be effectively used in the design of classical and molecular garlic breeding programs.  
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  چکیده

ها گلده بوده شـوند  با ای  اال بريی از کلونجنسـی تکثیر میگلده و عقیم بوده و به صـور  غیرهای سـیر، غیراکثر کلون هدف:

 MADS-BOXهای يانواده ژنی ســايتار ژن شــود. درص صــای  از الگوی بیان وها یافت میوانواع زایا تا ادودی در بی  آن

های اصــلاای آن را بهبود ببدشــد. تاکنون در گیاه ســیر از ارزش بايیی بريوردار بوده و می تواند روند برنامه  AGL6ژنازجمله 

پژوهشی مبنی شناسایی ای  ژن موثر در گلدهی و باروری سیر صور  نگرفته است. لذا هدف از تاقیق ااضر بررسی الگوی بیان 

 باشد.گلده سیر ایرانی و شناسایی سايتار و توالی نوکلئوتیدی آن می در همگروه گلده، نیمه گلده و غیر AGL6نسبی ژن 

های گلده، نیمه گلده و غیر گلده سیر ایرانی و های مدتلف همگروهبدی  منظور، ابتدا بیان نسبی ای  ژن در اندام :هاروشمواد و 

با استفاده از روش مذکور از بافت  AGL6بدشی از توالی کد کننده ژن کمی بررسی شد. سپس  RT-PCRبا استفاده از روش 

یابی و آنالیز همسانه های نوترکیب با استفاده از نرم افزارهای، سازی شد. نتایج ااصل از توالیاسازی و همسانهجد گلدههای سیر گلچه

BLAST، Vector NTI ،ORF finder و MEGA6 .مورد ارزیابی قرار گرفت 
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ساس نتا :نتايج ست آمده،  یجبر ا ستم،در مر AGL6بد سبز و ارغوان ی ،ذآگل ی شد. اما  یانگلده ب یرس یتپال و برچه گلچه های 

سط  ب یدهژن در پرچم د ی ا یاناز ب یاثر شد.  ستمآن در مر یانن مراله القا  یژهوو به یمراال نمونه بردار یگلده در تمام یرس ی

در  یزمراله ن ی آن در ا یانشد اما ب یانب یزگلده ن یمهن یرس ی گل آذ درAGL6گلده بود.   یرو غ یمهن یرس یستمبايتر ازمر یگلده

سهمقا جفت  728کدکننده به طول  یهشده، وجود ناا سازیقطعه همسانه یابییتوال یجبرابر کمتر بود. نتا 4گلده  یرس ی با گل آذ ی

 یداس 243با  ی پروتئ یک یدینوکلئوت یتوال  ی. ایدثبت گرد NCBI اهدر پایگ OK086759.1 یباز را نشان داد که با کد دسترس

 یتوال ی ا یادز یتشابه باي و همپوشان یانگرب های. بررسباشدیم K-boxو  MADS-boxهای  ی دوم یو دارا کندیرا کد م ینهآم

سا سا AGL6ژن  یهاهمولوگ یربا  گل نرگس، زعفران  یلیوم،ل یاز،پ یرنظ ئیدیپتالو هاییالپهتک یژهو بو یاهیگ یهاگونه یردر 

 .شد. یدهنام AsAGL6ااصل  یرو توال ی بود  از ا NCBIدر 

جه باروری   گیری:نتی لدهی و  یدی مســـیر گ یک ژن کل یان  بار الگوی ب تار ( AsAGL6در ای  پژوهش برای اولی   ـــاي و س

ــیرنوکلئوتیدی آن در گیاه  ــد. نتایج س ــت مشــدش ش اصــلاای  هایبرنامه طراای موثری دربه طور  تواندمی تاقیق ای  از بدس

 گیرند. قرار استفاده سیر مورد کلاسیک و مولکولی

 .Real-Time PCR،کلونینگ، گلدهی،  MADS-BOX  باروری، يانواده ژنی: هاکلیدواژه

 : پژوهشی.نوع مقاله

 AGAMOUS-LIKE 6 (AGL6) و سايتار ژن یانب یالگو یبررس (1403  امیر موسوی، فرشاد دشتی، فهیمه زادهقائمی استناد:

 .174-155(، 1 16مجله بیوتکنولوژی کشاورزی . (.Allium sativum L)ایرانی  ی سیرهادر همگروه
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 مقدمه

ـیر ـاهیگ (.Allium sativum L) س اسـت. بیشتر  Amarylidaceae فراوان و از يانواده یو اقتصـاد ییبا ارزش دارو ی

شک هستند، گیاهان جنس آلیوم به صور  واشی در ایران، توران و منطقه مدیترانه که دارای زمستان نسبتا سرد و تابستان داغ و ي

 Kamenetsky et  است بوده سیر منشا و اولیه مرکز ناایه ای  که دهدمیمرکزی نشان  یبايی سیر در آسیا تنوع.اندرشد یافته

al. 2007 .)ای اما تنوع کشاورزی و مورفولوژیکی گسترده ،شودسیر معموي غیر بارور بوه و به صور  غیر جنسی تکثیر می اگرچه

هایی مانند رنگ و اندازه ســو ، ارتفاع گیاه، گلدهی، رنگ گل، تعداد و اندازه ســیرچه، نمو ســويیزه هوایی در گل آذی  و در ویژگی

 یرمدتلف س یهااساس همگروه ی بر ا (Simon & Jenderek 2003). دهدنشان می یکباروری متناسب با شرایط اگرو کلیمات



 1403و همکاران،  زادهقائمی
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 یلصـور  نگرفته و سـاقه گلدهنده تشـک ینگگلده بولت یرغ یر. در سـشـوندیم یمگلده تقسـ یرگلده و غ یمهبه سـه دسـته گلده، ن

 ی . در گل آذباشدیم یکوچک یاربس ی گل آذ دارایو  یارکوتاهناقش ساقه گلدهنده بس ینگبولت یلگلده به دل یمهن یر. در سشودینم

 یکامل بوده و ســاقه گلدهنده ااو ینگگلده بولت یر. در ســشــودیم یلبراکته مانند تشــک یگلچه، ســايتارها یلتشــک یبه جا یزن

اال تمـــام ارقام تجاری ســـیر عقیم بوده و  ی ا با.  (Takagi 1990; Kamenetsky et al. 2004)باشدیو گلچه م ی آذگل

ـــور  غیر غیر جنسی در سیر منجر به تولید ماصول یکنوايت و افظ  تکثیر .(Brewster 2008) شوندمی تکثیر جنسیبه صـ

 Kamenetsky  باشدمی ژنتیکی مطالعا  و اصلاای هایایبی مانند مادودیت در برنامهمع دارای اما شود،صفا  کیفی گیاه می

et al. 2004 .)ــا ،لذا ــناس ــايتار و نقش ژن ییش ــای  از س بازگرداندن قابلیت های کنترل کننده گلدهی در انواع گلده و درص ص

در گیاهان شامل یکسری مراال پیوسته است  گلدهی. دارد یفراوان یتآن اهم یاصلاا یهابه سیر و بهبود برنامه یگلدهی و بارور

شندمی MADS –BOX ژنی یی ژنی از يانوادههاشود. اغلب ای  گروهکه بوسیله چندی  گروه ژنی کنترل می  صور  به که با

ـظیم را یکدیگر بیان متقابل، همکاری در و پیوسته ـوندمی منجر را گلدهی و کرده تن ـ ـ  ;Medard & Yanofsky 2001  شـ

Glover 2007 .)یرنظ  یکنترل کننده زمان گلده یهاشامل ژن یگلده یرمس یهاژن (Flowering locus Tیتهو یها، ژن 

ــتممر ــندیم( ABCDE  مدل یهااندام گل مجموعه ژن یتهو یهاو ژن LEFEAY) یر نظ یس  ی،القا گلده یبکه به ترت باش

شک ستممر یلت شک ی س یها. ژنشوندیمنجر م اگل ر یهااندام یلمنفرد گل و ت عملکرد چندگانه  یزن یاهانگ یدر بري یگلده یرم

 یاریو بس بوده  MIKE-type  یريانوادهو ز MADS-BOX یاز يانواده ژنAGL6 ژن .کنندیرا کنترل م یرمس ی داشته و چند

ژن  ی دارد. بیان ا  SEP یرنظ E یتشــابه را با کلاس ژن ی بايتر ی. از نظر ســايتارکندیرا کنترل م یاهاندر گ یاز مراال گلده

ـدام یستممر یلعلاوه بر مراال تشک ـنفرد، در ان ــشیرو یهاگل مـ ـ یشــیو زا ی ـ  یلگــل نیز گــزارش شــده و در تشـکـ

ـــتنر و ماده  یهاگامت ــــ  یجداگانه منجر به القا یراز دو مس  AGL6 یدوبیس،در آراب.  (Dreni & Zhang 2016) موثر اسـ

ــود.یم یگلده  یشافزا یق( و هم از طریمارص زمان گلده یهاژن یانبازدارنده ب   FLCژن یانتوقف ب یقهم از طر AGL6 ش

در  یدهدر ارک AGL6 همولوگ.  (Yoo et al. 2011)کندیرا القا م یدوبســیسدر آراب یگلده یودیک،فوتوپر یردر مســ  FTیانب

شیبه فاز زا یاهانتقال گ شک ی ستممر یلو ت در  (Hsu et al. 2003). شودیم یاندر برچه ب یگل موثر بوده و به طور قابل توجه ی

 یلندام گل در تشکا یتگل منفرد شده و به عنوان ژن هو یستممر یلباعث تشک لگ یستممر یتبه عنوان ژن هو AGL6 یانگندم

 یهااز ژن یدر ارتباط با بري ییهاپژوهش کنونتا  (Reinheimer & Kellogg 2009).پالئا و تدمک موثر اســت یکول،لود

س س یگلده یرکنترل کننده م س یردر  ست. در  سایی و نقش آن به عنوان یک ژن مارص زمان  gaLFY یرصور  گرفته ا شنا

ــــی دیگر(. Rotem et al. 2011  ژنوتیپ گلده مشــدش شــده اســت گلدهی و ژن هویت مریســتم گل در یک  در پژوهشـــ

Kamenetsky et al.  2015ساس نتایج و آنالیزهای بیوانفورماتیکی به بررسی و   RNA sequencing   (RNA seq)( بر ا

ــت ژنیافت  توالی ــی هایاندام در گلدهی با مرتبط هایهای رونوش ــی و رویش ــی گلده ژنوتیپ یک زایش  یانب الگوی. پردايتند رس

شک یهابه عنوان ژن   ABCDEمدل یهاژن س ایهاندام یلموثر در ت به عنوان   gaLFY و AsFT یهاگلده و ژن یرگل در 
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 Ghaemizadeh et  مشدش شده است نیز ایرانی سیر هایمدتلف بريی از همگروه یهادر اندام یمارص زمان گلده یهاژن

al. 2018, 2019 .)سا ی با ا شنا س ییاال   باروریبر  یگلده یرکه علاوه بر مس یعنوان ژن به AGL6 یسايتار یژگیو یو برر

ست. به یزن یرس یهاگل صور  نگرفته ا شد تاکنون  سیموثر با میلادی  80های به عمل آمده در اواير دهه علاوه، مطالعا  و برر

، رونویسی، DNAهمانندسازی بر مشــــتمل  ژنتـــــیکی فرایندهای تری مهم زمره در مولکولی هایروش  نمود که مکانیسم

ـتندژن یانترجمه و اتی ناوه تنظیم ب ـلول  DNA .(Barazandeh et al. 2016a; Safaei et al. 2022) ها( هس ـ یک س

هر لاظه فقط تعداد کمی  در طوریکه به. شوندشده اسـت، اما هیــچ گاه همه به طور همزمان بیان نمی یلاز تعداد زیادی ژن تشک

ژن  یــــــانب یمتــــــنظ (Barazandeh et al. 2016b). نمایندمی لیدها بیان شده و پروتئی  یا آنزیم مورد نیاز سلول را تواز آن

ماــیطی اســـت که  یطو شــرا یژن( وابســته مراــله نــمــو یـــانشـــدن ب فعال یريامــوش و غــــ یاژن  یان بـــ

 .Masoudzadeh et al. 2020; Bordbar et al. 2022; Jafari Ahmadabadi et al  کندیموجـــود در آن رشـــد م

س یکی ،ی نابراب(. 2023 سا صفا  مهم و مطالعه آن هایپروتئی  و هامطالعه ژن یملکول ینژاددر به یاز اقداما  ا ها در مرتبط با 

سلول ست یسط   نقش  یتمجموع با توجه به اهم در(. Mohammadinejad et al. 2022; Shahsavari et al. 2022  ا

AGL6 گلده  یرگلده و غ یمهمدتلف گلده، ن یژن در همگروها ی ا ینســب یانب ها،یاتک لپه یاز مراال گلده یاریدر کنترل بســ

 یجداساز ی،آن در بارور یژن در برچه و تدمک و نقش ااتمال ی ا یباي یانب یلبه دل ی قرار گرفت. همچن یمورد برس یرانیا یرس

 گلده صور  گرفت.  یرآن در س هاییژگیسايتار و و یی با هدف تع AGL6 یسازو همسانه

 

 هامواد و روش

برای انجام ای  پژوهش از گیری: مواد گیاهی و نمونه -های سیردر همگروه AsAGL6بررسی بیان نسبی ژن 

ها از استفاده شد. سیرچه ( Allium sativum Lگلده  همدان(، گلده  مازند زابل( و نیمه گلده  لنگرود( گیاه سیر  سه همگروه غیر 

آوری و در اواسط آبان ماه در مزرعه تاقیقاتی گروه علوم باغبانی دانشکده کشاورزی دانشگاه بوعلی سینا مال اصلی رویش جمع

، گل آذی  در فروردی  سال بعد یی هر سه همگروه به صور  ماهیانه از آذر همان سال تاگیری از مریستم انتهاکشت شدند. نمونه

های گل نظیر تپال، پرچم و برچه سیر گلده در دو سیر گلده و نیمه گلده در اردیبهشت سال بعد، گلچه کامل سبز و ارغوانی و اندام

 در دو تکرار بیولوژیکی صور  گرفت. های يرداد و تیر سال بعدمراله   سبز تیره و ارغوانی( در ماه

Real-Time PCR :RNA و با استفاده از کیت تجاری  گیاهی بافت از کلinnuPREP  Analytik Jena )آلمان ،

 Thermo پآدر میکرولیتر پس از هر استدراج، با استفاده از دستگاه نانودر نانوگرم بر اسب RNAغلظت  استدراج شد.

Scientific جهـت ارزیابی کیفی نانومتر تعیی  گردید.  260و در طول موج آمریکا(  ،2300 مدلRNA  استــدراج شده از روش

با استفاده از کیت  cDNA، سايت RNAپس از اطمینان از کیفیت  استفاده شد. یک درصد آگارزژل  روی  RNAالکتروفورز
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 باReal-Time PCR واکنش  .صور  گرفت oligo d(T) سیناژن، ایران( و با استفاده از آغازگر  2step-RT-PCRتجاری 

-Light-Cycler 98 Real یکتا تجهیز آزما، ایران( و با دسـتگاه تشـدیــش YTA   SYBR greenتجاریاستفاده از کیت 

Time PCR  Rocheبدی  منظور آغازگر رفت با توالیدــش ، آلمان( انـجام .TTGGAAGTGTTGGCACAAGC-´5 

ژن طراای شدند. از  Oligo 7 ، با استفاده با نرم افزارTACCAGCTCTGTGTTTCACG-´5و آغازگر برگشت با توالی 

 x1 )SYBRاستفاده شد. مدلوط واکـنش شامل مسـتر میکس   عنوان ژن مرجعه ب( Actin  Shalom et al. 2015رمزکننده 

green  ،)نانوگرم 100 یکتا تجهیز آزما، ایرانcDNA  ،5/0 20میکروموير از هر یک از آغازگرهای رفت و برگشت در اجم نهایی 

درجه  60ثانیه دمای 20درجه سانتی گراد،  94ثانیه دمای  5چريه شامل  40میکرولیتر در نظر گرفتـه شد. برنامه دمایی به صور  

و تکرار بیولوژیکی و دو تکرار تکنیکی انجام و در ها در دگراد در نظر گرفته شد. واکنشدرجه سانتی 72ثانیه دمای  20گراد و سانتی

و نرم افزار  CT∆∆با روش ژن نسبــی در نهایت میزان بیان( در نظر گرفته شد. cDNAهر آزمایش یک کنترل منفی  بدون 

REST®  گردید مااسبه Livak & Schmittgen 2001; Pfaffl et al. 2002.) 

های طراای آغازگر، از توالی برای آغازگر: طراحی و انفورماتیکیبیو هایبررسی-جداسازی و همسانه سازی

سازی چندگانه استفاده شد. بدیــــ  منظور ابتدا همردیف NCBIای ثبت شده در ای و دولپهلپهدر گیاهان تک AGL6ژن  کامل

انجام شد. سپس نواای افاظت شده در  Clustal Wهای کد کننده ای  ژن در گیاهان مدتلف با استفاده از برنامه برای توالی

گیاهان مشدش و طراای آغازگر بر اساس ای  نواای صور  گرفت. همچنی  در طراای آغازگر وجود کدون آغاز در آغازگر رفت و 

آغازگر رفت با  Oligo 7کدون ياتمه در آغازگر برگشت در نظر گرفته شد. در نهایت با استفاده از نرم افزار 

و آغازگر برگشت با توالی  CTATGGGAAGGGGAAGAGTTGA-´5توالی

TTAAAGAGCCCAACCCAGCATG-´5 جفت بازی طراای شدند. 728، به منظور تکثیر قطعه 

از   cDNAسايتو  RNAبدی  منظور ابتدا استدراج  :RT-PCRواکنش محصول سازیهمسانه و جداسازی

 cDNAماصول  یرو، واکنش زنجیره ای پلیمراز AGL6بدشی از ژن  ریبه منظور تکث. انجام شد. 2،1،2گلچه سیر مطابق بدش . 

مستر  PCR میکروموير  10گــرفت. مدلوط واکـنش شامل  صور  (2،2،1های طراای شده  بدش و با استفاده از آغازگــر

فت و برگشت در اجم میکروموير از هر یک از آغازگرهای ر cDNA  ،5/0نانوگرم  100(  یکتا تجهیز آزما، ایران(، x1میکس  

 60ثانیه دمای 30درجه سانتی گراد،  94ثانیه دمای  30چريه شامل  30میکرولیتردر نظر گرفتـه شد. برنامه دمایی به صور  20نهایی 

روی ژل  PCRگراد در نظر گرفته شد. در نهایت الکتروفور ماــصول واکنش درجه سانتی 72ثانیه دمای  30گراد و درجه سانتی

شرکت سازنده  نامهشیوهق ، مالزی( طبGF-1   Vivantisدرصد انجام شد و تدلیش ماصول با استفاده از کیت تجاری  1آگارز 

 .، مطابق کیت تجاریpTG19-T، در پلاسمید PCRواکنش ااصل از  ( برای ماصولLigationصور  گرفت. فرایند اتصال  

pTG19-T PCR Cloning Vector  Vivantis ریدتی باکتریترا، مالزی( انجام شد. سپس E. coli  سویهDH5α  با روش

http://www.vivantechnologies.com/index.php?option=com_content&view=article&id=870:gf-1-gel-dna-recovery-kit&catid=28:gf-1-nucleic-acid-extraction-kits&Itemid=44
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های کلونی برای جداسازی کلونی PCRصور  گرفت. غربالگری بر اساس  (Sambrook & Russell  2001ارایه شده توسط 

 Sambrook  با روش دستی ارائه شده توسطهای مثبت صور  گرفت. سپس استدراج پلاسمید از کلونی (ااوی ژن مورد نظر مثبت 

& Russell  2001.اساس واکنش غربالگری پلاسمید نوترکیب بر  ( با کمی تغییرا  انجام شدPCR  و تایید قطعه هدف نیز

 صور  گرفت. 

 بــهيابی شده: يابی پلاسمید نوترکیب و شناسايی ساختار بخش توالیتوالی-جداسازی و همسانه سازی

های عمومی رفت و برگشت میکرولیتر از پلاسمید نوترکیب به همراه آغازگر 20 رونوشت ژن مورد نظر، تعیی  تــوالی بدشی از منظور

M13 شرکت به تکاپوزیست دايلی شرکت توسط Bioneer پلاسمید در هر  یابیتوالی از ااصـل نتایج. شد ارسال جنوبی کره در

سرهم و نواای مشترص اذف شد. به منظور تعیی  چهارچوب باز  Vector NTI افزار نرم از استــفاده دو جهت رفت و برگشت با

به آدرس اینترنتی  ORF Finderتوالی بدست آمده، از نرم افزار بريط ( در ORFيوانی  

www.bioinformatics.org/sms2/orf_find.html های نوکلئوتیدی و پروتئینی بدست آمده در ای  استفاده شد. توالی

ها مشدش گردید. های سايتاری آنهمردیف سازی و ویژگی NCBI پایگاه اطلاعاتی در واقع BLAST تاقیق با نرم افزار بريط

 دیگر، هایدر گونه AGL6های ژن همسانه سایر نامیده شده با AsAGL6استنباطی ای  ژن که  پروتئی  در نهایت بر اساس توالی

 رسم شد.  MEGA6افزار  نرم از استفاده با فیلوژنی دريت

 

 و بحث نتايج

هفته پس از کاشت  ماه اول از ابتدای آزمایش( به عنوان  4: در ای  پژوهش مریستم سیر گلده در AsAGL6بیان نسبی 

طی القا گلدهی و تبدیل مریستم رویشی به زایشی  AsAGL6شاهد در نظر گرفته شد. بر اساس نتایج بدست آمده، بیان نسبی ژن 

در گل آذی  و  AsAGL6داری افزایش یافت. افزایش بیان نسبی هفته پس از کاشت( در مریستم سیر گلده به طور معنی 20تا  8 

(  اما بايتری  میزان 1داری افزایش یافت  شکل هفته پس از کاشت( نیز به طور معنی 24های گل   ها و انداممراله تمایزیابی گلچه

 (. بررسی بیان1( صور  گرفت  شکل 46/12و  93/19هفته پس از کاشت  به ترتیب  32و  24ها طی بیان نسبی در گلچه

AsAGL6ها نیز نتایج جالبی را نشان داد. رویشی و زایشی گلچه هایدراندامAsAGL6 داری در تپال و برچه بیان شد به طور معنی

برابر از تپال گلچه ارغوانی بايتر بود در  78/1در تپال گلچه سبز  AsAGL6 چم دیده نشد. بیان نسبیران ای  ژن در پاما اثری از بی

در سیر نیمه گلده و  AsAGL6(. الگوی بیان نسبی 2برابر برچه گلچه سبز بود  شکل  5/2االیکه بیان آن در برچه گلچه ارغوانی 

در مریستم سیر نیمه گلده طی القا گلدهی و تبدیل مریستم رویشی به زایشی . AsAGL6 .ستنشان داده شده ا 1غیر گلده در شکل 

گل  درAsAGL6هفته پس از کاشت( بیان شد. اما بیان آن در تمامی مراال در مقایسه با سیر گلده به مراتب کمتر بود.  20تا  8 

روند . برابر کمتر بود( 4با گل آذی  سیر گلده بیان کمتری داشت   آذی  سیر نیمه گلده نیز بیان شد اما در ای  مراله نیز در مقایسه

http://www.bioinformatics.org/sms2/orf_find.html
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های مورد مریستم سیر غیر گلده در مقایسه با سیر گلده و نیمه گلده روند کاهشی داشت. در تمامی زماندر   AsAGL6بیان نسبی 

داشت. اثری از بیان ژن در مریستم سیر غیر بررسی ای  ژن در مریستم بیان شد اما بیانی به مراتب کمتر از سیر گلده و نیمه گلده 

و  20هفته پس از کاشت صور  گرفت که به ترتیب  16هفته پس از کاشت مشاهده نشد. کمتری  میزان بیان نیز در  20گلده در 

  برابر کمتر از سیر گلده و نیمه گلده بود. 84/4

 

های مختلف سیر گلده، نیمه گلده و غیر گلده. نمونه شاهد )مرحله در اندام AsAGL6. بیان نسبی ژن 1شکل 

هفته پس  24هفته پس از کاشت مربوط به مرحله تشکیل مريستم زايشی،  20تا  8رشد رويشی(، نمونه های 

های هفته پس از کاشت به ترتیب مربوط به گلچه 32و  28های از کاشت مربوط به مرحله گل آذين و نمونه

عدم بیان ژن ، *و  neباشند. خط تیره نشان دهنده عدم تشکیل اندام گیاه جهت ارزيابی، سبز و ارغوانی می

 باشنددرصد می 1و  5داری در سطح ** به ترتیب نشان دهنده معنی

Figure 1. Relative expression of AsAGL6 in different organs of bolting, semi-bolting and 

none-bolting garlic clones. Control (Vegetative phase), 8 to 20 weeks after planting samples 

are reproductive meristem, 24 weeks after planting samples are inflorescence and 28-32 

weeks after planting are green and purple flowers.(- shows that organ was not form to 

evaluate, ne: shows that gene wasn’t expressed in the organ, ** and * show that results are 

significant at the 0.01 and 0.05 levels respectively) 
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در اندام های مختلف تپال، پرچم و کارپل )برچه( سیر گلده. *و ** به ترتیب  AsAGL6. بیان نسبی 2شکل 

هفته پس از  4باشند. نمونه شاهد، مريستم سیر گلده در درصد می 1و  5داری در سطح ینشان دهنده معن

 باشدکاشت می

Figure 2. Figure 1. Relative expression of AsAGL6 in tepal, stamen and carpel of bolting 

garlic. ** and * show that results are significant at the 0.01 and 0.05 levels respectively. 

Control, meristem of bolting garlic 4 weeks after planting) 

 

ها صور  گرفته است. در آرابیدوبسیس، بیان ایها و دولپهایلپهدر تک AGL6های متفاوتی در ارتباط با نقش پژوهش

AGL6   پس از مواجه با نور به عنوان مارص گلدهی به طور قابل توجهی در مریستم افزایش می یابدKoo et al. 2010 .) در

در پژوهش ااضر نیز بیان  (.Hsu et al. 2003ارکیده، ای  ژن در انتقال گیاه به فاز زایشی و تشکیل مریستم گل موثر بوده است  

(، در ای  زمان 2011و همکاران   Rotemمریستم گلده افزایش یافت. بر اساس گزارش هفته پس از کاشت در  20تا  8ای  ژن 

سیر نیمه گلده  هم در مریستم AsAGL6گیرد. در مراله القا گلدهی، القا گلدهی و تبدیل مریستم رویشی به زایشی سیر صور  می

های مدتلــف سیر از لاــاظ نمو زایشی و گلدهـــی با گروهها بسیار کمتر از سیر گلده بود. همو هم غیرگلده بیان شد. اما بیان آن

های کنترل ای از ژنتواند به دلیل الگوی متفاو  در بیان مجموعه. ای  تفاو  می(Abbasifar 2014یکدیگر متـفاو  هستند  

گیرد، اما بولتینگ زایشی صور  میرسد در مریستم سیر غیر گلده، انتقال به فاز کننده گلدهی باشد. بر پایه ای  نتایج به نظر می

تواند به دلیل پایی  بودن بیان شود. در سیر نیمه گلده نیز یکی از ديیل بولتینگ ناقش میصور  نگرفته و ساقه گلدهنده يارج نمی
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ن ای  ژن های گلده، نیمه و غیر گلده سیر نیز نشان داده است که کاهش بیادر همگروه gaLFYباشد. مقایسه بیان  AsAGL6 ژن

در  AsAGL6(. در پژوهش ااضر، بیان نسبی Ghaemizadeh et al. 2018 تواند از بولتنیگ جلوگیری کند طی القا گلدهی می

های گل یابی اندامها به بايتری  میزان يود رسید. در سیر، آغاز تمایزداری افزایش یافت و در گلچهآذی  نابالغ نیز به طور معنیگل

آذی  و در گل AsAGL6(. با توجه به بیان Rotem et al. 2011گیرد  آذی  صور  میکاشت آن و در گل هفته پس از 24

های سایر ماققان مبنی های گل نیز موثر باشد. ای  نتایج با یافتهمرسد که عملکرد ای  ژن در تشکیل انداهای سیر به نظر میگلچه

 Li et al. 2010هــای زایشی گل در آرابیـدوبسـیس، برنـج و ارکیـده نیز همـدوانی دارد  بر نقش ای  ژن در تشکیل انــدام

Hsu et al. 2003; Koo et al. 2010; بیان نسبی .)AsAGL6 آذی  سیر نیمه گلده از سیر گلده بسیار کمتر بود. تشکیل در گل

های موثر در گلدهی باشد تواند به دلیل کاهش بیان ژنآذی  و عدم تشکیل گلچه در سیر نیمه گلده نیز میسايتارهای براکته در گل

 Ghaemizadeh et al. 2018.) AGL6 نقش ای  ژن در تشکیل  های گل نیزموثر است.علاوه بر القا گلدهی در تشکیل اندام

های رویشی گل، برچه و تدمک بیان ای  ژن به طور قابل توجهی در اندام تدمک و باروری در گیاهان مدتلف مشدش شده است.

. در تک (Reinheimer & Kellogg 2009در تشکیل لودیکول، پالئا و تدمک موثر است   AGL6شود. در گندمیان، می

در پژوهش ااضر،  (.Hsu et al. 2003شود  های پتالوئیدی نظیر ارکیده، ژن مذکور به طور قابل توجهی در برچه بیان میایلپه

همچنی  بیان بايی آن بویژه در برچه گلچه  ای  ژن در اندام رویشی و برچه سیر گلده بیان شد. که با نتایج نامبردگان مطابقت دارد.

 تواند به دلیل نقش ااتمالی آن در نمو تدمک در مراال انتهایی گلدهی باشد.ارغوانی می

 PCRنتایج بدست آمده از الکتروفورز ماصول  :نوترکیب پلاسمیدهای غربالگری - AsAGL6 ژن سازی همسانه

ی تکثیری به نشان داده شده است. وجود قطعه 3در شکل  AsAGL6ااصل از پلاسمیدهای نوترکیب ااوی ژن   cDNAروی

 باشد. از غربالگری مثبت پلاسمید نوترکیب می جفت باز نشان 728طول 

یابی و بررسی با نتایج توالیAsAGL6: ژن های ساختاری آمینواسیدی و موتیف نوکلئوتیدی، بررسی توالی

باشد. توالی نوکلئوتیدی بدست می AGL6سازی شده در جهت اصلی، کدکننده ژن نشان داد که قطعه همسانه BLASTبرنامه 

یابد. همچنی  توالی نوکلئوتیدی ياتمه می TAGشروع و با کدون پایانی  ATGجفت باز بوده و با کدون آغاز  728آمده به طول 

درصد تشابه با توالی 99گردید. توالی نوکلئوتیدی ااصل،  ثبت 086759OKبا کد دسترسی NCBIطلاعاتی بدست آمده در پایگاه ا

نتایج ااصل، با توالی ( داشت. Amaryllidaceaeمتعلق به تیره نرگسیان  ( L cepa Allium.در گیاه پیاز   6AGL نوکلئوتیدی

درصد  90های پتالوئیدی نظیر لیلیوم، گل نرگس و زعفران نیز تشابه بايی ایلپهدر سایر تک  AGL6همسانهای نوکلئوتیدی ژن 

 (. 4 شکل را نشان داد 
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تا  1درصد. چاهک های  1پلاسمید نوترکیب روی ژل آگارز  PCR. نتايج حاصل از الکتروفورز محصول 3شکل 

ناقل ، کنترل منفی شامل 6است؛ چاهک  AsAGL6 جفت بازی که مربوط به رونوشت ژن 728، تکثیر قطعه 5

 1kb (Fermentas)، نشانگر وزنی Mپلاسمیدی غیرنوترکیب؛ 

Figure 3. Electrophoresis of recombinant plasmid PCR product on 1% agarose gel. Lanes 

1-5 present amplification of the 728 bp fragment corresponding to AsAGL6 gene and lane 

6 presents negative control of non-recombinant plasmid vector; M, weight marker 1kb 

(Fermentas) 

 

 در موجودهای نوکلئوتیدی با ساير توالی AsAGL6نتايج حاصل از همرديفی توالی نوکلئوتیدی ژن  .4شکل 

 NCBI پايگاه

Figure 4. The results of AsAGL6 gene nucleotide sequence aligning with other nucleotide 

sequences available in the NCBI database 
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اسید  243جفت باز، یک پروتئی  به طول  728به طول  AsAGL6ای نشان داد که بدشی از ژن بررسی توالی اسیدآمینه

 NCBIتوالی پروتئینی بدست آمده با سایر توالی بدست آمده در پایگاه اطلاعاتی  BLASTکند. جستجو از طریق آمینه را کد می

هایی ایدر تک لپه AGL6درصد با توالی پروتئینی مربوط به ژن همسان  99نشان داد که توالی ااضر دارای درصد تشابه بايی 

  AsAGL6پروتئینیایج همچنی  نشان داد که توالی (. نت5نظیر پیاز، لیلیوم، گل نرگس، زعفران، آناناس و مارچوبه دارد  شکل 

کد کننده دومی   197تا  7ای دارد. نوکلئوتیدهای های پروتئینی افاظت شده، دومی AGL6های ژن همسان همانند سایر پروتئی 

MADS-box  کد کننده دومی   509تا  243و نوکلئوتیدهایK-box  Keratin-like ی  سايتار (. ا7و  6باشند  شکل های می

ها نیز در سایر گیاهان، مشابه بود به طوری که در آن AGL6در سیر با سايتار ژن همسان  AsAGL6بدست آمده در مورد ژن 

 AsAGL6بر اساس نتایج ااصل از دريت فیلوژنی، توالی (. 8وجود دارد  شکل  K-boxو سپس دومی   MADS-box ابتدا دومی 

قرار دارند بايتری  میزان شباهت و قرابت  Amaryllidaceaeدر سیر با پیاز که هر دو متعلق به جنس آلیوم بوده و در يانواده 

در  AGL6را با توالی پروتئی  ژن همسان  AsAGL6(. دريت فیلوژنی، تشابه بايی توالی پروتئینی 9ژنتیکی را نشان داد  شکل 

در آن قرار داشتند   Allium sativumدی نیز نشان داد. همچنی  تمام گیاهان قرار گرفته در گروهی که های پتالوئیایسایر تک لپه

در   Magnolialesبههای گیاهی متعلق در گونه AGL6بودند. دراالیکه با پروتئی  ژن همسان  Asparagalesمتعلق به راسته 

 (. 9دو گروه متفاو  قرار گرفتند  شکل 

 

 هایتوالی ساير با  AsAGL6ژن برای شده تکثیر قطعه ایاسیدآمینه رديفی هم از حاصل نتايج. 5 شکل

 NCBI پايگاه در موجود پروتئینی

Figure 5. The results of AsAGL6 amino acid with other protein sequences available in the 

NCBI database 



   (1403 بهار، 1، شماره 16مجله بیوتکنولوژی کشاورزی )دوره   

168 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

 

 

 AsAGL6. ساختار شماتیک از دومین های حفاظت شده در پروتئین 6شکل 

Figure 6. Schematic structure of conserved domains in AsAGL6 protein 

 

 کد 197 تا 7 نوکلئوتیدهای AsAGL6  ژن ساختاری هایموتیف و ،آمینواسیدی نوکلئوتیدی توالی. 7 شکل

 باشندمی K-box دومین کننده کد 509 تا 243 نوکلئوتیدهای و MADS-box دومین کننده

Figure 7. Nucleotide sequence, amino acid and structural motifs of AsAGL6 gene. 

Nucleotides 7 to 197 encode the MADS-box domain and nucleotides 243 to 509 encode the 

K-box domain 
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 موجود هایپروتئین برخی با AsAGL6 ژن به مربوط شده يابیتوالی بخش آمینهاسید توالی همرديفی. 8 شکل

 Allium cepa،Asparagus در AGL6 پروتئین برای دسترسی کد ترتیب به 6 تاGenbank، (1 در

officinalis ،Crocus sativus ،Narcissus tazella ،Hyacintus orientalis ،Bambusa oldhamii باشندمی .

 (اندشده مشخص کادر با مشابه، هایاسیدآمینه)

Figure 8. Alignment of the amino acid sequence of the sequenced part of AsAGL6 gene with 

some proteins in Genbank (1 to 6 are accession numbers for AGL6 protein in Allium cepa, 

Asparagus officinalis, Crocus sativus, Narcissus tazella, Hyacintus orientalis, Bambusa 

oldhamii respectively (similar amino acids are marked with a box) 

 

AGL6  یک ژن از يانواده ژنیMADS-BOX   و از انواعMIKE-type باشد. علت ای  نامگذاری به دلیل وجود نواای می

فاکتورهای  MADS-boxدومی   (.Dreni & Zhang 2016  اشدمی ب K-boxو  MADS-boxای نظیر افاظت شده ویژه

ها را فعال کرده و در مراال نموی گیاه موثر های پایی  دست، آنای در ژنکند که با اتصال به نواای ویژهبرداری را کد مینسده

– Marchler مولتیمر پروتئینی مــوثر است  در تشکیل ، SRFبیانیهای به صور  گروهی با فاکتور K-boxاست. دومی  

Baure et al. 2016.)  در پژوهش ااضر با توجه به طول قطعه تکثیری، دومی  هایMADS  وK-box  به صور  افاظت
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ها در سایر گـــونـه AGL6های هــمسان های اـفـاظــت شده در ژنوجـود دارنــد. ایــ  توالــی AsAGL6شــده در ژن 

 نـــیز وجـــود دارد ، Hyacintus orientalisو  Allium cepa ،Crocus sativus،Narcissus tazellaاز جـمــلــه 

 Tsaftaris et al. 2007; Wang et al. 2006). 

 

. AsAGL6 همسان پروتئین توالی در شباهت میزان اساس بر گیاهی مختلف هایگونه فیلوژنی درخت .9 شکل

:A های گیاهان متعلق به راستهArecales ،Liliales،Zingiberiales  وPoales  ،B گیاهان متعلق به :

 باشندمیMagnoliales : گیاهان متعلق به راسته Cو  Asparagalesراسته 

Figure 9. Phylogeny tree of different plant species based on the degree of similarity in the 

homologous protein sequence of AsAGL6. A: Plants belonging to Arecales, Liliales, 

Zingiberiales and Poales orders, B: Plants belonging to Asparagales order and C: Plants 

belonging to Magnoliales 
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،  موثر در تشــکیل  SEPنـظــیر  Eهای کـلاسژن از نظر سايتاری، ای  ژن بیشتری  تشابه سايتاری و عملــکردی را با

در گیاهان مذکور، تشابه بايی ای  ژن  AGL6مقایسه فیلوژنتیک (. بر اساس Kim et al. 2013 های مدــتلف گل( دارد اندام

نیز باشد. در عی  اال،   Eهای کلاسبا ژن AsAGL6دهنده تشابه سايتاری تواند نشانمشاهده شد، که می Eهای کلاس نبه ژ

های پتالوئیدی را نشان داد. در مجموع با اینیز تشابه بايی سايتاری ای  ژن با تک لپه AsAGL6 های فیلوژنتیکی ژنبررسی

توان های پتالوئیدی، میلپههای گیاهی و بویژه تکدر گونه AGL6های با سایر همولوگ  AsAGL6توجه به تشابه سايتاری 

 عملکرد مشابهی را نیز متصور شد. 

نتایج بدست آمده در ای  تاقیق از دو جنبه اائز اهمیت است. در ای  پژوهش برای اولی  بار الگوی بیـــان : گیرینتیجه

های مدتلف سیر مشدش شد. نتایج نشان داد در همگروه MADS-BOXبه عنوان یک ژن مهم از يانوده ژنی  AsAGL6ژن 

در سیر گلده بايتر از سیر نیمه و غیر گلده است. بايتری  تفاو  درسط  بیان ژن درمریستم و طی مراله  AsAGL6بیان نسبی 

های ها، یکی از ديیل تفاو القا گلدهی صور  گرفت. بنابرای  ای  ااتمال وجــود دارد که تفـاو  در سط  بیان ای  ژن در همگروه

های گل نیز صور  در اندام AsAGL6های سیر باشد. بیان نسبی ذی  در همگروهگل مورفــولوژیکی در تشــکیل ساقه گلدهنده و

 AsAGL6گرفت و بیان قابل توجهی از آن در تپال و برچه  مال نمو تدمک( صور  گرفت. از سوی دیگر سايتار نوکلئوتیدی ژن 

های ثبت گردید. وجود دومی  NCBIایگاه پ درOK086759.1 برای اولی  بار در سیر مشدش و توالی بدست آمده با کد دسترسی

MADS-box و K-box های مشابه های فیلوژنتیکی بدست آمده بايتری  تشابه سايتاری را با ژندر توالی نوکلئوتیدی و بررسی

و بویژه  در گلچه AsAGL6ها نشان داد. در مجموع با توجه به اهمیت ای  ژن در فرایند باروری گل و بیان بايی ایلپهدر تک

 های باروری و اصلاای سیر باشد. رسد نتایج ای  تاقیق بتواندگام موثری در توسعه برنامهبرچه، به نظر می

سگزاری ش :سپا ش یاز معاونت ماترم پژوه شدان شاورزی دان سیناگاه کده ک پژوهش  یدر اجرا یبه ياطر همکار بوعلی 

  .شودیم یسپاسگزار یو علم یسايتار یداوران ماترم به ياطر ارائه نظرها از وااضر 

 

 منابع

 ژن بیان بر شاهدانه تاثیر( 1402  مامدرضا و همکاران مامدآبادی اله،اشمت همتعسکری اصغر، علی سید اامدآبادی جعفری

DLK1 234-217 ،(1 15 کشاورزی، بیوتکنولوژی مجله. کرمانی هایبره قلب بافت در. 

 و دست ران، هایبافت در MYH7 ژن بیان بررسی( 1402  امید يیرالدی  مامدرضا، مامدآبادی امی ، يضری سمیرا، شکری

 .236-217 ،(2 15 کشاورزی، بیوتکنولوژی مجله. کرمانی نژاد پرواری هایبره راسته
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در فرایند تکامل زایشی  gaLFYو  AsFTهای ررسی الگوی بیان ژنب (1397علیرضا   شافعی نیافرشاد،  دشتیفهیمه،  زادهقائمی

-269 ،49 (1. مجله علوم باغبانی ایران  (.Allium sativum Lهای سیر ایرانی  های مدتلف بريی از همگروهدر اندام

278. 
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