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  چكيده
داراي  اروئي)د -هاي معطر جهان است كه از نظر باغباني (زينتيگل محمدي يكي از زيباترين گل

 شمندهاي ثانويه مفيد و ارزهاي آن منبعي مناسب براي ذخيره متابوليتگلبرگ كهيطوربه. است اهميت
 گل محمدي انگياه گلبرگ ها و كارتنوئيدها دو رنگيزه غالب درآنتوسيانين باشند.ها ميمانند عطر و رنگ

به ترتيب دخيل در سنتز  ANSو  GGPPSدو ژن  يمولكولباشند. اين آزمايش با هدف ارزيابي مي
ن بار توالي تي، براي نخسCDNAو ساخت  RNAها انجام گرفت. پس از جداسازي كارتنوئيدها و آنتوسيانين

با شماره دسترسي  NCBIو در پايگاه اطلاعاتي  از گلبرگ گل محمدي جداسازي شد GGPPSژن  كامل
ارزيابي  Real-time PCRميزان نسبي بيان دو ژن با تكنيك پس از طراحي پرايمر، مشخص ثبت گرديد. 

 فختلاااين دو ژن در مراحل مختلف نموي داراي ميزان نسبي بيان شدند. نتايج حاصله نشان دادند كه 
اما  قدار است.مگل داراي بيشترين  بازيمهندر مرحله  ANSبيان ژن  كهيطوربههستند.  داريمعني

شود مي استنتاجطور اين مقدار را نشان داد. يشترينب در مرحله گل تمام باز GGPPSبيان ژن  كهدرحالي
در  ت رنگباشند و تغييرايهاي گل محمدي مهاي كليدي در سنتز رنگدانهژن ANSو  GGPPSهاي كه ژن

د در سنتز موا GGPPSها در ارتباط هستند. علاوه بر اين، ژن بيان اين ژناندام گلبرگ با كم و زياد شدن 
  د. نباشمعطر مسير ترپنوئيدها نيز دخيل مي

 Real-timeمراحل نموي رشد گلبرگ، و رنگ، گل محمدي، ، GGPPSژن  يجداسازكلمات كليدي: 

PCR 
 

  مقدمه
خاستگاه اصلي اين گياه كشور باشد. مي 1ق به خانواده رزاسهمتعل Rosa damascena گل محمدي با نام علمي

ترين توليد در حال حاضر ايران، بلغارستان و تركيه اصلي است و از منطقه سوريه وارد اروپا شده ت كهايران اس
صنعت آرايشي و اقتصادي در  طوربهگلبرگ اين گياه از محصولات حاصل از هاي اين گياه هستند. استفاده كننده

  ). (Khosh-Khui, 2014  دارد دارويي كاربرد
). (Tanaka et al., 2008 باشنددخيل در توليد رنگ گياهان ميهاي مهم از رنگيزهكارتنوئيدها ها و آنتوسيانين 
ها آنتوسيانين هاآنترين شوند كه غالبهاي گل رز نيز توليد ميها نشان داده است كه اين دو رنگيزه در گلبرگبررسي
 ا توليدهجزء تركيبات فلاونوئيدي قابل حل در آب است كه در سيتوسل ه. اين رنگيز)(Anderson, 2006 هستند

هاي دخيل در از ژن ANS 2ژن آنتوسيانين سنتتاز .) et alTanaka ,.2008( شوندها ذخيره ميشوند و در واكوئلمي
 ,.Zvi et al( يابدميها در گلبرگ افزايش باشد كه با افزايش بيان اين ژن مقدار آنتوسيانينها ميسنتز آنتوسيانين

. )(Schmitzer et al., 2010 است كه مقدار بيان اين ژن در مراحل مختلف نموي متفاوت است بررسي شده. )2012

                                                            
1 Rosaceae 
2 Anthocyanin synthesis 
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 شونداند و در پلاستيدها ساخته ميباشند كه قابل حل در چربيكربنه مي 40كارتنوئيدها جزء تركيبات رنگدانه 
)2008, et al.Tanaka .(  1سنتتاز ژرانيل پيروفسفاتژن ژرانيل )GGPPS( هاي بالا دست دخيل در سنتز يكي از ژن

 بوده است مؤثرقدار كارتنوئيدها م. مطالعات نشان داده است كه بيان اين ژن در كاهش و افزايش استكارتنوئيدها 
Huang et al., 2009)(.   

 داراي دارويي گياه عنوانبه هم و زينتي گياه يك عنوانبه هم ايران، بومي رز مهم هايگونه از يكي يمحمد گل
 هدف با آزمايش اين وليه،ا اساسي اطلاعات به محمدي گل اصلاحي هايبرنامه نياز به توجه با. باشدمي ايويژه اهميت

 وسيلهبه GGPPSو  ANSهاي سپس براي درك عميق، مطالعات كمي بيان ژن .گرديد انجام GGPPS ژن جداسازي
Real-time PCR   .در مراحل مختلف نموي رشد گلبرگ كمي سنجي شدند   

 
  هامواد و روش

هاي ها از بوتهگلتربيت مدرس، تهران، انجام گرفت. در دانشكده كشاورزي دانشگاه  1395اين آزمايش در سال 
 ازپس  و هاي جدا شدهگلبرگ وكاشان جدا شده شهر گل محمدي موجود در باغ تحقيقاتي شركت باريج اسانس در 

) و گل (B بازنيمه )، گل(Aها،در سه مرحله گل غنچه برداشت گلانتقال داده شدند.  -80ازت مايع به فريزر  درانجماد 
  ) انجام شد. (C باز

   GGPPSو شناسايي ژن  3هانشخوا 2سرهم سازي
 استفاده شد. 4NCBIموجود در كتابخانه  EST 410طراحي آغازگر از  منظوربهو  GGPPSبراي شناسايي ژن 

سر هم سازي شدند و يك توالي توافقي براي ژن به  Codon Code Aligner v.5.1 افزارنرمها بر اساس پس از اين توالي
 ازبراساس توالي توافقي و  .شداستفاده   ORF finderقرائت باز از برنامه  دست آمد. براي ترجمه توالي توافقي به

   ). 2(جدول شماره  طراحي شدند Reverseو دو آغازگر  Forwardچوب قرائت شده دو آغازگر چار
   PCRو انجام cDNAساخت  ،DNase، تيمار RNAاستخراج 

استفاده  RNA5 )Spin Plant RNA Mini Kit (Invitek RInvisorbاز كيت استخراج  RNAاستخراج  منظوربه
درصد در دستگاه الكتروفورز تعيين گرديد. جهت  1استخراج شده با استفاده از ژل آگارز  RNAشد. سپس كيفيت 

 lµو DNase ،lµ14 RNA ،lµ 25/0 DNaseI ،lµ 5/0 RNase inhibitor ،lµ 2 DNase buffer 10Xانجام تيمار 
و ميكروتيوب به مدت نيم ساعت در دستگاه اضافه  ليترييليم 2/0 6ميكروتيوب به يك تقطير دو بارآب  25/3

دقيقه  10 مجدداًبه ميكرو تيوب اضافه و  lµ 2 EDTAگراد) قرار داده شدند. سپس يسانتدرجه  37ترموسايكلر (دماي 
گراد در ترموسايكلر قرار داده شدند. سپس با استفاده از الكتروفورز و ژل آگارز يك درصد، از درجه سانتي 65در دماي 

از كيت  cDNAساخت  منظوربههمچنين اطمينان حاصل گرديد.  DNaseهاي تيمار شده با از نمونه DNAحذف 
 UBC ژن پژوهش،در اين  ) طبق پروتوكل استفاده گرديد.GeneAll Biotechonolgy Co. Ltd(ساخت شركت 

شركت ( l6µ Master mix، ابتدا PCRانجام واكنش  منظوربه .كنترل داخلي مورد استفاده قرار گرفت ژن عنوانبه7
Ampliqon ،(lµ 1 ) در مرحله بعد . ها اضافه گرديدتيوبميكروبه ) پيكومول بر ميكروليتر 5/2پرايمر پيشرو و معكوس

 تكثير عملبرسد و  lµ 12تا حجم نمونه به  شدرقيق شده اضافه  cDNAاز محصول  lµ 2تيوب ميزان ميكروبه هر 
 ، تكثير باندهاي PCRانجام فرآيند  و cDNAصورت گرفت. با استفاده از الگوي 1بصورت ذكر شده در جدول 

                                                            
1 Geranylgeranyl diphosphate synthesis   
2 Assembly 
3 Reads 
4 National Center for Biotechnology Information 
5 RNA Extraction Kit 
6 Micro tube 
7 Ubiquitin-conjugating enzyme 
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هاي مورد مطالعه در اين يابي ژنيابي شدند. تواليبصورت تجاري توالي PCRانجام گرديد و محصولات   GGPPSژن
 آزمايش، توسط شركت ماكروژن (در كره جنوبي) صورت گرفت.

  مورد نظرهاي تكثير ژن جهت) PCRبرنامه واكنش زنجيره پليمراز (-1جدول 
  زمان (ثانيه)  گراد)حرارت (درجه سانتي  مرحله

  30  95  سازي اوليهواسرشته
  40  58  سازيواسرشته

  30  72  اتصال
  300  72  طويل شدن

  باشدتا مي 33هاي تكثير تعداد چرخه
 

 qPCRبه روش  ANS وGGPPS بيان كمي ژن 

سيكل با  40واكنش در  ،) و قطعه مورد نظر2 (جدول تكثير پرايمر ژن منظوربهپس از انجام واكنش رونويسي معكوس، 
به مدت  گرادسانتيدرجه  72ثانيه و  30 به مدت گرادسانتيدرجه  60ثانيه،  10 به مدت گرادسانتيدرجه  94دماي 

 Rotor Gene 3000, Corbett Lifeمدل (  Real-time PCR وسيلهبهثانيه در حضور ماده رنگي سايبر گرين  20

.Science Co (.1يدارخانهها در حضور ژن داده يسازنرمال انجام شد UBC  .انجام پذيرفت  
 PCRي استفاده شده در ليست پرايمرها -2جدول 

Use Gene name Primer name Sequence 

Nested-
PCR 

GGPPS 

For. 1 
For. ORF 
Rev.ORF 

Rev.1 

5´CCTTACCTATTCAGACCCAGC3´ 
5´GACCCGTTTCCTTCGCTTCT3´ 

5´CAACAGCAGAATCCCAACTCC3´ 
5´AGGTGCTCCAATCCCACATC3´ 

qRT-PCR 

GGPPS 
For. 
Rev. 

5´CACAAAACTGCGGCTCTTCT3´ 
5´AGTCCTTCCCAGCAGTCTTC3´ 

ANS 
For. 
Rev. 

5´GCTCGTCAACAAGGAGAAGG3´ 
5´GGTAGAGG CGAGAGCTTCCT3´ 

UBC 
For. 
Rev. 

5´CCAAAGGTTGCATTCAGGAC3´ 
5´ACTTCTGGGTCCAGCTCCTT3´ 

 
  نتايج

  2يتيكو رسم ساختار درخت فيلوژن NCBIشناسايي، ثبت ژن در پايگاه 

شناسايي شد.  GGPPSپس از توالي يابي، با استفاده از نتيجه به دست آمده، تمامي طول قطعه تكثير شده ژن 
 363كد كننده  نوكلئوتيد طول دارد و 1100آن  ٣چارچوب قرائت باز طول كهآناليزهاي بيوانفورماتيكي نشان داد 

ژرانيل ژرانيل عنوان  باKX661005  با شماره دسترسي NCBIسپس اطلاعات كامل ژن در پايگاه است.  ينواسيدآم
 MEGA 6.06 افزارنرمتوسط  پس از شناسايي و ثبت، درخت فيلوژنتيكي ثبت شد.) GGPSSپيروفسفات سنتتاز (

  .)1 رديد (شكليين رابطه عملكردي و تكاملي رسم گتع منظوربه

                                                            
1 Housekeeping gene 
2 Phylogenetic tree 
3 Open reading frame  
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 GGPPSش درخت فيلوژنتيكي عوامل رونويسي . نماي1-شكل 

 
 ANSو  GGPPSنتايج بررسي الگوي بيان ژن 

ن در ن اين دو ژانين، نتايج مقايسه الگوي بياينتوسهاي كارتنوئيد و آدرك بهتر از سنتز رنگيزه منظوربهدر اين بخش 
 صورتبهلت اساس بررسي بيان ژن در اين حا در گلبرگ گل محمدي بررسي و ارائه شد. Cو  A ،Bسه مرحله نموي 

  عدد يك اختصاص داده شد.  Aبه مرحله رشدي  افزارنرمكمي است و با توجه به قابليت 
 ونشان دهنده اتصال صحيح  Rosa damascenaدر گونه  ANSو  GGPPSالگوهايي بياني اختصاصي عامل رونويسي 

اد ددر مراحل مختلف نموي رشد گلبرگ نشان  GGPPSبررسي ميزان بيان ژن اختصاصي آغازگرها بوده است. 
ن مقدار داراي بيشترب Cباشد. بطوريكه بيان اين ژن در مرحله آخر كه الگوي بيان آن بصورت افزايشي مي) 2(شكل

به  Bن ژن در مرحله داشته است. اما مقدار بيان اي Aمرحله با  %5در سطح  داريمعنيبوده است و داراي اختلاف 
  شته است. داري با آن نداتغيير چنداني نداشته است و تفاوت معني Aمرحله نسبت 

نشان  2كه در شكل طورهماندر مراحل مختلف نموي اندام گلبرگ متفاوت است.  GGPPSبا ژن  ANSالگوي بيان ژن 
فزايش بيان داشته است ابرابر ميزان شاهد  9/5 يباًتقربوده و  Bبيشترين ميزان بيان اين ژن در مرحله   شده استه داد

  با شاهد را دارد.  %1داري در سطح و داراي اختلاف معني

  
  در مراحل مختلف نموي  ANSو  GGPPSهاي . ميزان بيان نسبي ژن2-شكل

 
  بحث

ها دو رنگيزه غالب در د. كارتنوئيدها و آنتوسيانيننباشهاي گياهي ميرنگ موجود در گياهان ناشي از وجود رنگيزه
ها ناشي از وجود آنتوسيانين عمدتاًهاي گل رز ها نشان داده است كه رنگ موجود در گلبرگگياهان هستند. بررسي

 (,.Tanaka et al بستگي دارد ...و pHمرحله نموي ،  نوع واريته، باشد. مقدار اين رنگيزه به عوامل مختلفي مانندمي

ها در اندام گلبرگ در مراحل مختلف رويشي و در نشان دادند كه مقدار آنتوسيانين 1520 1و همكاران ).كرمي2008
باشد. كه گل محمدي مي بازنيمهاست و بيشترين مقدار آن در مرحله غنچه  يرمتغمدي هاي مختلف گل محژنوتيپ

                                                            
1  Karami et al. 
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گلبرگ گل محمدي رخ داد.  Bدر مرحله  ANSبطوريكه بيشترين بيان ژن ما همخواني داشت  هايبا يافته ،اين تحقيق
  ).اندها نشان داده نشدهباشد (دادههمچنين بررسي فيزيولوژيكي آنتوسيانين در اين تحقيق تائيد كننده اين يافته مي

نشان دادند كه  2009 1و همكاران هوانگباشد. ها ميبالا دست در مسير سنتز كارتنوئيد هاييكي از ژن GGPPSژن 
كه يكي از  β -damascenone به تركيبات كتوني  يتاًنهاشوند و ها شكسته ميكارتنوئيدها در اثر فعاليت يكسري ايزوژن

براي اولين بار در اين تحقيق شناسايي و ثبت در  GGPPSژن شوند. گل محمدي هست تبديل ميعطر متركيبات 
ه رنشان داد كه  بيان اين ژن در طول دو Real-time PCRشد. بررسي كمي بيان اين ژن با تكنيك  NCBIپايگاه داده 

 Aبرابر مرحله  2 حدوداًمشاهده شد و  Cمختلف نموي گلبرگ در حال افزايش است. بيشترين بيان اين ژن در مرحله 
ها ها همخواني داشت (دادهكارتنوئيدها با اين داده. مطالعات فيزيولوژيكي محتوي )2(شكل  افزايش بيان را نشان داد

باشند و مسئول تجزيه كارتنوئيدها مي 2كارتنوئيدشكننده هاي پيشنهاد شده است كه آنزيم). اندنشان داده نشده
. پس فعاليت اين آنزيم نيازمند )(Takara et al., 2008 باشدبالا مي ها در مراحل رو به پيريين آنزيمفعاليت ا

قابل توجيه است. يا  صورتينبد C مرحلهباشد و افزايش بيان اين ژن در اين مطالعه در سوبستراي كارتنوئيدي آن مي
گياهي مهيا را براي سنتز كارتنوئيدها ري مسير يها در بافت در مراحل پبا كاهش مقدار ساخت آنتوسيانين ،اينكه
را  افشانگردهاز طريق عطر و رنگ موجودات  ،ند و بدين حالترشد و بقاء خود را حفظ ك اين طريق ازشود تا گياه مي

 به خود جذب كند.   
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Abstract 

Rosa damascena Mill. is a beautiful aromatic flower with immense horticultural importance, 
signification from economical and research point of view. Petals of Rosa damascene are source of 
useful secondary metabolite such as volatile compounds and colors. Anthocyanin and carotenoids 
are main two pigments which produce in rose’s petals plant. This research was conducted to study 
molecular characterization of ANS and GGPPS involving in Anthocyanin and carotenoids 
biosynthesis pathway, respectively. After RNA extraction and cDNA synthesis, complete sequences 
of GGPPS were isolated from Rosa damascena petals. GGPPS sequences were submitted in the 
NCBI databaces. Relative expression of these gene were characterized by Real-time PCR. Results 
indicated a significant difference between relative expressions of genes in during flower 
development. Highest value of ANS gene were occurred in stage B during flower development. 
Meanwhile, highest value relative GGPPS gene expression were detected in opend flower 
development (C). It can be concluded that ANS and GGPPS are key genes in pigments synthesis 
and the changes in flower’s color which acquire an overexpression or suppression of these genes. In 
addition, the gene GGPPS may be play a key role in the biosynthesis of terpenoids compounds in R. 
damascena.  
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