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چکیده

-گ گیاهان میشاخه و بر،هاها، گلکه باعث رنگ قرمز، آبی یا بنفش در میوههاي فلاونوئیديرنگدانهترین مهمها آنتوسیانین

رنگ قرمز پوست میوه سیب بدلیل تجمع آنتوسیانین در پوست . از نظر تغذیه حایز اهمیت هستندشوند. این ترکیبات آنتی اکسیدانی 
نیز تجمعاند که آنتوسیانین را در گوشت میوه شدهشناسایی) .Malus sppهاي متعددي از سیب (میوه است. با این حال، ژنوتیپ

ها از جمله گوشت میوه سیب در بسیاري از بافتMdMYB10آنتوسیانین در بسیاري از موارد به دلیل بیان بالاي ژن تجمعدهند. می
مکانیسم قرمز بودن رنگ گوشت میوه در ساختار پروموتر این ژن و براي تعیین . که ناشی از ساختار خاص پروموتر آن استاست

هاي برگی از نه ژنوتیپ سیب گوشت قرمزز این اطلاعات در تحقیقات بعدي، نمونههاي محلی و استفاده کاربردي اژنوتیپبرخی
با استفاده از تکنیک MdMYB10، آللوتیپ آنها از نظر ناحیه پروموتري ژن DNAو پس از استخراج ندتهیه شدو گوشت سفید

PCRارقاماغلب یر شده مورد ارزیابی قرار گرفت. و پرایمرهاي اختصاصی نواحی ژنومی مورد نظر و نهایتا الکتروفورز قطعات تکث
هاي مذکور را هیبریدي توان نمونهبودند. بنابراین، میR1R6داراي ژنوتیپ MdMYB10سیب گوشت قرمز در ناحیه پروموتري ژن 

دانست.’Niedzwetzkyana‘از 

Malus(گوشت قرمزسیب کلیدي:کلمات spp.آنتوسیانین، پروموتر ،( ،MdMYB10.

مهمقد

). اخیرا Boyer and Liu, 2004ي آنتی اکسیدان است (منبع عمده،رنگدانه قرمز در پوست و گوشت میوه سیب،آنتوسیانین
;Butelli et al., 2008ي آنها در بهبود سلامت انسان، شدت یافته است (تحقیقات روي آنتوسیانین ها بدلیل مزایاي بالقوه

Rasmussen et al., 2005.(

Tsao(کند هاي مسیر بیوسنتز آنتوسیانین در سیب ایفا مینقش مهمی در تنظیم رونویسی آنزیمR2R3MYBونویسی فاکتور ر

et al., 2003; Allan et al., 2007(هاي . تا به امروز، آللMdMYB1 ،MdMYBA وMdMYB10 که به ترتیب مسئول رنگ قرمز
Takos(اند پوست و گوشت میوه سیب هستند، شناسایی شده et al., 2006; Ban et al., 2007; Chagne´ et al., 2007; Espley

et al., 2007(در ناحیه پروموتري ژن 2. محققین دیگر متوجه تغییرات نواحی فرادستMdMYB10در پروموتر این ژن در شدند .
هاي در سیب؛ در حالیکهدجفت بازي وجود دار23پنج واحد تکراري پشت سرهم از یک توالی )،R6سیب هاي گوشت قرمز (

ستلایت) در ناحیه تنظیمی فرادست این پنج واحد تکراري (مینی.شود) هیچ واحد تکراري دیده نمیR1گوشت سفید (پروموتر 
DNAي فاکتور رونویسی سیب ژن رمز کنندهMdMYB10کند که موجب افزایش آنتوسیانین ایجاد می3، یک موتیف خودتنظیمی

2Upstream region

3 Autoregulation
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Espleyشود (در گیاه می et al., 2009 توانند هیبریدي از گوشت قرمز مورد آزمایش میسیب هاي ). تقریبا تمام
‘Niedzwetzkyana’ باشند که یک فرم فرضی طبیعی ازM. sieversii) بومی آسیاي مرکزي استVan Nocker et al., 2011.(

تجاري با کیفیت بالا است. توسعه ارقام با پتانسیل هاي گوشت قرمز در ارقامیکی از اهداف برنامه اصلاحی سیب معرفی سیب
در تنظیم مسیر بیوسنتز MdMYB10با توجه به اهمیت ناحیه پروموتري ژن تواند با استفاده از نشانگر تسریع یابد. تجاري می

سیب و براي اولین بار در نه ژنوتیپMdMYB10آنتوسیانین، این مطالعه به منظور شناسایی و تعیین آللوتیپ ناحیه پروموتري ژن 
براي گیاهان بومی ورزقان، میاندوآب، خلعت پوشان، ایوند و یک نمونه کشت بافتی از درخت دیگري از سیب محلی میاندوآب 

انجام گردید.

هامواد و روش

، Granny Smith ،Red Deliciousهاي گوشت سفیدژنوتیپازیافتهتوسعهکاملاجوانبرگیهايمواد گیاهی: نمونه
Golden Deliciousگوشت قرمز ،Bud9و یک هاي گوشت قرمز بومی میاندوآب، ورزقان، خلعت پوشان (ماکامیک)و سیب

نیتروژندروایوند تهیهازنمونه کشت بافتی از درخت دیگري از سیب محلی میاندوآب و یک سیب محلی با شاخه و برگ قرمز
.شدندگراد نگهداريدرجه سانتی-80دمايدراستفادهزمانتاومنجمدمایع

دو CTABژنومی از بافر DNAمراز: براي استخراج اي پلیبوسیله واکنش زنجیرهMdMYB10تکثیر ناحیه پروموتري ژن 
Lodhiهاي برگی جوان کاملا توسعه یافته و براساس روش لودهی و همکاران (درصد و از نمونه et al., 1994استفاده شد. براي (

-'5و پرایمر معکوس 'GGAGGGGAATGAAGAAGAGG-3-'5پرایمر مستقیم ازMdMYB10ژنپروموتريناحیهرتکثی

TCCACAGAAGCAAACACTGAC-3'و شرایطPCRهمکاراناسپلی وتوسطمشروح)Espley et al 2009 (ونوکرفانو
Van Nocker(همکاران et al., 2011(و با استفاده از ابزار شد استفادهBlastیتدر ساNCBI و نرم افزارOligo 7.0 صحت آنها

.یدگردییدتا

ناحیههاي قبلی، طول: بر اساس نتایج بدست آمده از گزارشMdMYB10فرادست ژنپروموتريناحیههايآللشناسایی
Espley(بازجفت392در همان ژن حدودR1پروموتري ناحیهباز،جفت496حدودMdMYB10در ژنR6پروموتري  et al.,

.ارزیابی شدنظرموردنتایجالکتروفورز،روشازاستفاده) است. با2009

نتایج و بحث

مراز براي نه ژنوتیپ از گیاهان بومی و تجاري با پرایمرهاي مخصوص ناحیه اي پلیالکتروفورز محصولات واکنش زنجیره
500وشان، ورزقان و میاندوآب دو باند که یکی در محدوده ، خلعت پBud9هاي )، براي نمونه1(شکل MdMYB10پروموتري ژن 

هاي و گیاهچهGolden Delicious ،Granny Smith ،Red Deliciousهاي جفت بازي و براي نمونه400ي و دیگري در محدوده
که نمونه ایوند با اینجفت بازي را نشان داد 400کشت بافتی موجود در آزمایشگاه بیوتکنولوژي گیاهی فقط یک باند در محدوده 

مراحل فوق در هفت تکرار مشاهده شد.کوچکتريو دیگري با طول 400هم دو باند نشان داد ولی این باندها، یکی در محدوده 
، خلعت پوشان، ورزقان و Bud9هاي ژنوتیپ، آرسیهمین باندها را نشان دادند. با توجه به نتیجه الکتروفورز این محصولات پی

هاي کشت بافتی ژنوتیپ و گیاهچهGolden Delicious ،Granny Smith ،Red Deliciousهاي هتروزیگوت و ژنوتیپمیاندوآب
-سیباغلب دیگري از میاندوآب (موجود در آزمایشگاه بیوتکنولوژي گیاهی) هموزیگوت بودند. بدین وسیله مشاهده گردید که 

بودند. این نتیجه با مشاهدات فان MdMYB10در ناحیه پروموتري ژن R6لل هاي با آنتوسیانین بالا در میوه داراي حداقل یک آ
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Van Nockerناکر و همکاران ( et al., 2011 مطابقت داشت. تنها ژنوتیپ گوشت قرمزي که (R1R1 .بود نمونه کشت بافتی بود
باشد.R6در حالیکه انتظار می رفت این ژنوتیپ نیز داراي حداقل یک آلل 

Ladder (O’Geneدر ژنوتیپ هاي سیب بر روي ژل آگارز یک درصد:MdMYB10ناحیه پروموتوري ژنPCRالکتروفورز محصول :1شکل

.RulerTM 1 Kb DNA Ladder)1 (Bud9 کنترل مثبت براي)R6 5) خلعت پوشان؛ 4) میاندوآب؛ 3) ورزقان؛ 2)؛ (Golden Delicious 6؛ (
Granny Smith کنترل براي)R1R1 8) کشت بافت؛ 7)؛ (Red Delicious ایوند.9؛ (

در مطالعه اسپلی و همکاران و لین وانگ MdMYB10مراز ناحیه پروموتري ژن اي پلیالکتروفورز محصولات واکنش زنجیره
جفت بازي نشان داد 400یک باند در محدودهGranny Smith) براي Espley et al.,2009; Lin-wang et al., 2010و همکاران(

) در این ناحیه Mahmodi et al., 2012اي که توسط محمودي و همکاران (که با نتایج حاصل از این تحقیق تطبیق داشت و مطالعه
جفت بازي و براي 312یک باند در محدوده Red Deliciousو Golden Delicious ،Granny Smithصورت گرفت، براي ارقام 

Bud9 جفت بازي تشکیل شده بود را علت اصلی قرمز بودن میوه 412سه باند نشان داد که این گروه تحقیقی باندي که در محدوده
که کنترل مثبت این تحقیق (گیاهانی معرفی کرده بودند که این نتایج، با نتایج حاصل از تحقیق حاضر مطابقت نداشت. از آنجایی

.اند)، نتایج قبلی را تایید کردندبررسی شدهMdMYB10ناحیه پروموتري ژن که قبلا از نظر داشتن نوع آلل 

هاي برگی درختان سیب محلی ورزقان، در نمونهMdMYB10توان نتیجه گرفت که ژنوتیپ ناحیه پروموتري ژن میدر نهایت، 
.باشدمیR1R1لوژي حاوي آلل و نمونه کشت بافتی موجود در آزمایشگاه بیوتکنوR1R6میاندوآب، خلعت پوشان حاوي آلل 

بود ولی آلل دیگري نیز مشاهده شد که در هیچ یک از مطالعات قبلی R1ها هاي برگی سیب محلی ایوند یکی از آللبراي نمونه
گزارش نشده است.

جد از یک MdMYB10ي پروموتري ژن در ناحیهR6هاي گوشت قرمز مورد آزمایش داراي آلل احتمالا در تمام واریته
Malus Pumilaهاي مختلف سیب مانند مشترك به ارث رسیده است که در نتیجه بازآرایی قدیمی در واریته var.

Niedzwetzkyana وجود دارد بنابراین ارقام حاوي آللR6 احتمالا هیبریدي از در این تحقیق نیز‘Niedzwetzkyana’باشند.می
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Abstract

Anthocyanins are flavonoid pigments imparting red, blue, or purple pigmentation to fruits, flowers
and foliage. These antioxidant compounds are important sources of nutrients. The pigmentation of
typical red apple fruits results from accumulation of anthocyanin in the skin. However, numerous
genotypes of Malus are known that synthesize anthocyanin in additional fruit tissues including core
and cortex. Anthocyanin accumulation is often due to the overexpression of MdMYB10 gene in many
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tissues, including fruit flesh. To investigate the structure of the promoter of MdMYB10 gene and the
mechanism of red color in fruit flesh in some local genotypes, genomic DNA extracted from leaf
samples of nine red- and white-fleshed apple genotypes and the promoter region of MdMYB10 gene
was amplified using PCR technique and specific primers for the target genomic region. Amplified
fragments were analysed through electrophoresis. Two bands were recognized in most of red-fleshed
varieties indicating that all were heterozygous for MdMYB10 alleles (R1R6). Therefore, nearly all
tested red-fleshed apples could be traced back to 'Niedzwetzkyana' variety.

Keywords: Red fleshed apple (Malus spp.)- anthocyanin- promoter- MdMYB10


