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-مشـخص شـده  اخیراشود. چند آللی کنترل میSسیب داراي سیستم خودناسازگاري گامتوفیتی است که بوسیله یک لوکوس 

بـوده  سیبهاي وجود دارد که باعث فنوتیپ قرمز گوشت میوه در برخی ژنوتیپS3-RNaseاست که یک مکان ژنی پیوسته با آلل 
بـومی سـیب  هـاي  ژنوتیـپ قرمز بودن رنگ گوشت میـوه در برخـی  و ارتباط آن باS-RNaseآللوتیپ مکان ژنی براي تعیین است. 

هاي برگی از نه ژنوتیپ بومی و تجـاري سـیب گوشـت قرمـز و     و استفاده کاربردي از این اطلاعات در تحقیقات بعدي، نمونهایران
و PCRبـا اسـتفاده از تکنیـک    S3-RNaseوجـود آلـل   ، آللوتیـپ آنهـا از نظـر   DNAگوشت سفید تهیه شدند و پـس از اسـتخراج   

همگـی سـیب هـاي    پرایمرهاي اختصاصی نواحی ژنومی مورد نظر و نهایتا الکتروفورز قطعات تکثیر شده مورد ارزیابی قرار گرفت. 
بودند.S3گوشت قرمز داراي آلل 

.S-RNase، آنتوسیانین، سیب گوشت قرمزکلیدي:کلمات

مقدمه

هسـتند. تجمـع آنتوسـیانین در    سیب ي همیودر ز ـ ـگ قرمـند ریجاانوئیدها عامل وفلااز مهمی ار سیبوه گران ها به عنونتوسیانینآ
زیـادي را موجـب مـی    پسـندي ازاربژنتیکی سیب محسوب شـده و هاي اصلاح برنامهجدیدي درویژگیبعنوان گوشت میوه سیب 

هـاي  هـا در میـوه  وجود آنتوسیانینناشی از فواید سلامتی اکسیدانی و هاي آنتیهم چنین، فعالیت).Mahmoudi et al., 2012(شود
,.Huang et al(مورد استفاده قرار گیرندها به عنوان دارو در بسیاري از کشورها است که آنتوسیانینمختلف و سبزیجات باعث شده

2004; Iversen, 1999.(

است MdMYB10در ناحیه پروموتري ژن R6ي آلل سیب به دلیل بیان بالامیوهگوشت قرمزي قبلا گزارش شده بود که صفت 
)Espley et al., 2009 .( در رقـم گوشـت قرمـز    محققین مشاهده کردند که بعضی ازPink Pearl  رقـم)’Surprise ‘    بـا والـد گـرده

JPP35بـــا رقـــم در تلاقـــی نتـــاج ایـــن رقـــم وجـــود نـــدارد.R6، پرومـــوتر MdMYB10ناشـــناخته) در ناحیـــه پرومـــوتري ژن 

’)Jonathan’×‘Pink Pearl (‘صفت گوشت قرمزي را نشان می) دهندSekido et al., 2010(. مکانیسم مولکولی رنگ قرمز آنها تا
وابسـته  S3-RNaseبـه شـدت بـه آلـل     Pink Pearlکه صفت گوشت قرمزي در ه استحد زیادي ناشناخته است، ولی گزارش شد

,MdMYB1ت رنـگ گوشـت و پوسـت (   اصـف کنتـرل کننـده   ژن هـاي  ). از آنجا که Sekido et al., 2010است ( MdMYB10 در (
;Chagne´ et al., 2007شـود ( نامیـده مـی  Sدر گـروه لینکـاژي نهـم نقشـه ژنـومی سـیب قـرار دارد کـه لوکـوس          Rniلوکـوس  

Maliepaard et al., 1998(،صفت گوشت قرمزي در ممکن استPink Pearlی بوسیله نوع متفاوتی از فاکتور رونویس ـMYB در
شود.کنترل میS3-RNaseنزدیکی آلل 

تجمع رنگدانه در گوشت میوه ممکن است با کیفیت پایین میوه و گسی بالا و اندازه کوچک میوه و بافت نـرم ماننـد آنچـه کـه در     
Malusها (سیب هاي زینتی) (کرب اپل spp.یکـی از  ن، با این حـال بـدلیل خـواص سـلامت آوري آ    . ، توام باشدشود) مشاهده می
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. براي این هـدف، داشـتن فهـم    ر ارقام تجاري با کیفیت بالا استهاي گوشت قرمز داصلاحی سیب معرفی سیبهاياهداف برنامه
است.بویژه در ارقام محلی لازم و ضرورياساس ژنتیکی رنگدانه قرمز در گوشت میوه درستی از 

هامواد و روش

Granny Smith ،Red Delicious ،Goldenهـاي گوشـت سـفید   ژنوتیپازیافتهتوسعهکاملاجوانبرگیهايمواد گیاهی: نمونه

Deliciousگوشت قرمز ،Bud9هاي گوشت قرمز بومی میاندوآب، ورزقان، خلعـت پوشـان و یـک نمونـه کشـت بـافتی از       و سیب
زمـان تاومنجمدمایعنیتروژندروایوند تهیهاز درخت دیگري از سیب محلی میاندوآب و یک سیب محلی با شاخه و برگ قرمز 

.شدندگراد نگهداريدرجه سانتی-80دمايدراستفاده

هـاي  دو درصـد و از نمونـه  CTABژنـومی از بـافر   DNAاسـتخراج  برايمراز: اي پلیبوسیله واکنش زنجیرهS3-RNaseتکثیر آلل 
Lodhiبرگی جوان کاملا توسعه یافته و براساس روش لودهی و همکاران ( et al., 1994 .براي تکثیر آلل ) استفاده شدS3-Rnaseبا

ــتفاده ــرازاســـ ــديپرایمـــ ــتقیم الیگونوکلئوتیـــ ــوس CAAACGATAACAAATCTTAC-3′-´5مســـ ــر معکـــ -´5و پرایمـــ

TATATGGAAATCACCATTCG-3′شــرایطوPCRبروثــرتتوســطمشــروح)Broothaerts, 2003 (و تاییــد شــده توســط
Sekidoهمکاران (وسکیده et al., 2010(اقدام گردید.

بـاز  جفـت 500حـدود S3-RNaseژنقطعـه هـاي قبلـی، طـول   اساس نتـایج بدسـت آمـده از گـزارش    : برS3-RNaseشناسایی آلل
)Broothaerts, 2003(ارزیابی شدنظرموردنتایجالکتروفورز،روشازاستفادهباکهاست.

نتایج و بحث

هاي مورد آزمون (شکل در ژنوتیپS3-RNaseمراز با پرایمرهاي مخصوص آلل اي پلییرهالکتروفورز محصولات واکنش زنج
و نمونه کشت بافتی موجود Golden Delicious ،Granny Smith ،Bud9هاي خلعت پوشان، ورزقان، میاندوآب، )، براي ژنوتیپ1

هاي برگی درختـان سـیب محلـی ایونـد و     و در نمونهجفت بازي نشان داد 500ي در آزمایشگاه بیوتکنولوژي یک باند در محدوده
مراز مشاهده نشد.اي پلیهیچ باندي در محصولات واکنش زنجیرهRed Deliciousرقم 

Ladder (O’GeneRulerTM. %1بر روي ژل آگارز S-RNaseمکان ژنی S3آلل PCR: الکتروفورز محصول 1شکل 100 plus) 1؛ (
Granny Smith(کنترل مثبت) 2؛  (Golden Delicious(کنترل مثبت) 6) ورزقان؛ 5) میاندوآب؛ 4) خلعت پوشان؛ 3؛ (Bud9 نمونه 7؛ (

(کنترل منفی).Red Delicious) 9) ایوند؛ 8کشت بافتی؛ 
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بـه ترتیـب،   Red Deliciousو Golden Delicious ،Granny Smithدر ارقام S-قبلا گزارش شده است که ژنوتیپ مکان ژنی
S2S3 ،S3S23 وS9S19باشد (میJanssens et al., 1995     به همین علت، دو کولتیوار اول به عنوان کنترل مثبـت و سـومی بـه عنـوان .(

Sakuraiکنترل منفـی در ایـن آزمـایش وارد شـدند. همچنـین پـس از آنهـا، سـکوراي و همکـاران (          et al., 1997  رقـم (Golden

Deliciousمراز ژنوتیپ مکان ژنی اي پلیاستفاده از تکنیک تکثیر واکنش زنجیرهرا باS     .بررسی کردند و همـین نتیجـه تاییـد شـد
هـاي  ، سیبGolden Delicious ،Granny Smith ،Bud9هاي خودناسازگاري در ارقام پژوهش حاضر نیز نشان داد که یکی از آلل

باشـد. بنـابراین نتـایج    مـی S3-RNaseمحلی ورزقان، خلعت پوشان، میاندوآب و نمونه کشت بـافتی موجـود در آزمایشـگاه از نـوع     
حاصل از این تحقیق با نتایج قبلی مطابق بود. 

R1که داراي آلل ’Pink Pearl‘با توجه به اینکه گوشت قرمزي در میوه رقم  MdMYB10 پیوسـته بـه   است، به یک آلل غالب
Sekido() وابسـته اسـت  S3-RNaseخودناسـازگاري (آلـل   -Sلوکـوس   et al., 2010 ،(   شـود کـه نـوع آلـل     بنـابراین پیشـنهاد مـی

مشاهده گردید. S3یابی شود، هر چند که یک باند بسیار ضعیف در محل باند خودناسازگاري در سیب محلی ایوند شناسایی و توالی
Sekido(سکیدو و همکارانتحقیقدر et al., 2010(پیوسـتگی وگرفتنـد قـرار بررسـی موردتواماسفیدوقرمزگوشتهايمیوه

قـرار ارزیابیموردسفیدوقرمزگوشتهايسیبنیزحاضرتحقیقدر. شدتایید’Pink Pearl‘درگوشتبودنقرمزوS3آللبین
داراي S-RNaseدر مکان ژنی ،استآمدهبدستقرمزمیوهورگبوشاخبادرخت سیبیکازکهبافتیکشتنمونه.اندگرفته

مطالعـات نیازمتـد امـر اینتایید. باشدS3آللباپیوستهژنیمکانباارتباطدرمیوه آنبودنقرمزشودمیدادهاحتمالوبودS3آلل
.استبیشتريژنتیکی
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S3 allele mining in S-RNase locus in some local genotypes of apple (Malus spp.) and its
relationship with red color of fruit flesh
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Abstract

Apple has a gametophytic self-incompatibility system controlled by a multi-allelic S locus. It has
been recently elucidated that a S3-RNase related locus is responsible for red-flesh characteristic in
some apple genotypes. In order to determine the allelotype of S-RNase locus and its relationship with
red color of fruit flesh in some endemic apple genotypes in Iran and open up consequent applications
of this information, leaf samples of nine local and commercial red- and white-fleshed apple genotypes
were prepared. After DNA extraction, their allelotype in S-RNase locus was evaluated for S3 allele
using PCR technique and electrophoresis. All red-fleshed genotypes had an S3 allele in their S-RNase
locus.

Key words: Red-fleshed apple, Anthocyanin, S-RNase


