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ست و هاي صورتي تا ارغواني تيره را در پو هاي ارزشمند آنتوسيانين است كه طيف رنگ انار سرشار از رنگدانه
در  مسئول تشكيل آنتوسيانين گلوزيل ترانسفراز O-3فلاونوئيد : زگگلو-  UDPآنزيم . دهد دانه ميوه تشكيل مي

ژن   cDNAدر اين تحقيق، . كند و انتقال يك مولكول قند به آنتوسيانيدين را كاتاليز مي بودههاي رنگي  سلول
UDP-3فلاونوئيد : گلوگز-O گلوكوزيل ترانسفراز )UFGT( ،آميزي ميوه  آخرين آنزيم كليدي دخيل در رنگ

پوست سياه يزد، ملس (انار متمايز همچنين، بيان اين ژن در سه رقم  .شد يابي توالي و انار جدا ميوه پوست از
 .كه در رنگ پوست و الگوي تجمع رنگ متفاوت بودند، مورد سنجش قرار گرفت) اصفهان و شيرين شعباد شيراز

 NCBIها  فوق، شباهت بالايي با گياهان موجود در پايگاه اطلاعات داده cDNA رض شده ازف  آمينه اسيد توالي
در مرحله گلدهي در سه رقم نسبتا بالا بوده، اما  PgUFGTبيان ژن  نتايج نشان داد كه. داشتنظير انگور و هلو 

اين رقم، بيان ژن  برخلاف. رسيد خود  يزاندر مرحله رسيدن ميوه در رقم پوست سياه يزد به حداكثر م
PgUFGT ترين سطح خود بوددر همه مراحل رشد ميوه به جز گلدهي در رقم شيرين شعباد شيراز در پايين .

هاي بالغ   در ميوه تدريج به يافته؛ كاهش اصفهان، ملس جوان هاي ميوه در PgUFGT بيان ژن اين، بر علاوه
 به PgUFGT  ژن بيان  طور كلي به. رسيد  خود اوج يوه، بهافزوده شده و در مرحله رسيدن م دوباره بر ميزان آن

پيش بيني ساختار پروتئين مورد مطالعه . يافت ميوه، افزايش رشد طول با افزايش رنگ پوست در چشمگيري طور
فلاونوئيد گلوكوزيل ترانسفراز در  :گلوگز–UDPبا ساختار سه بعدي پروتئين  PgUFGTنشان داد كه پروتئين 

 به پروتئين VvUFGTپروتئين   شباهت ساختار سه بعدي. درصد بود 52شباهت حدود  ه قرمز، دارايانگور دان
PgUFGT  نتايج حاصل . دارندنشان داد كه هر دو پروتئين به احتمال زياد، مسير مشابهي را در توليد آنتوسيانين
  .ددر سه رقم انار مطالعه شده نيز مطلب فوق را تاييد كر PgUFGTاز بيان ژن 
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   مقدمه
هاي سلولي  رسيدن ميوه، تركيبي پيچيده از بسياري فرايند   پديده

نظير تغييرات تركيبات سلولي، از دست دادن ديواره سلولي، تجمع 
هاي  توليد متابوليت. باشد هاي ثانويه مي ها و متابوليت هيدروكربن

 هميوكيفيت اي ضروري است كه  ثانويه در طي رسيدن ميوه، پديده
. دهد و بازار پسندي ميوه را تحت تاثير قرار مي) رنگ، طعم و بو(

توليد دارو، رنگ،  يبرااين تركيبات از  يبسيارهمچنين 
در . شوند يو عطر استفاده م يغذاي يها ها، طعم دهنده كش حشره

بين تركيبات ثانويه، فلاونوئيدها گروه بزرگ و مهمي را تشكيل 
ها،  تركيب فلاونوئيدي نظير آرون نوع 6000دهند و بالغ بر  مي

ها، آنتوسيانيدين و غيره  ها، فلاونول ايزوفلاونوئيدها، فلاونون
 شناسايي شده كه بسياري از آنها در گياهان عالي وجود دارند

)Harbone 1988-1994, Jaakola 2003, Gould et al. 2006 (.نوع 
هاي  وتهاي مختلف، تفا فلاونوئيدي در ميوهو ميزان تركيبات 

 ها ها نوع غالب، آنتوسيانين زيادي دارد كه در بيشتر ميوه
   (Jaakola 2003)باشد مي

معناي گل و  برگرفته از كلمه يوناني به Antos( ها آنتوسيانين
Kyanos هاي  ترين رنگدانه از مهمترين و فراوان) معناي آبي به

ن تري بزرگ-طبيعي و يكي از شش زيرگروه متعلق به فلاونوئيدها
مولكول  560تاكنون بيش از . باشند مي - ها خانواده پلي فنل

ها  آنتوسيانين در گياهان مختلف شناسايي شده كه اين رنگدانه
عامل رنگ قرمز، نارنجي، ارغواني، بنفش، آبي در بسياري از 

شش نوع بسيار متداول . ها هستند ها و سبزي ها، ميوه ها، برگ گل
ل سيانيدين، دلفينيدين، پلارگونيدين، در گياهان شامها  آنتوسيانين

 ;Konczak 2004( باشد مالويدين، پئونيدين و پتونيدين مي

Cristina et al. 2011 .( كمبود الكترون از خصوصيات عمومي
در واكنش با اكسيژن  هانسازي آ هاست كه سبب فعال آنتوسيانين

به اين ترتيب . شود هاي آزاد مي و راديكال) ROS( 1فعال
 منشاآنها  اكسيداني اين تركيبات از ساختار خاص  يت آنتيخصوص

ها داراي اثر مثبت در جلوگيري از رشد  آنتوسيانين. گيرد مي
هاي وريدي قلبي  هاي سرطاني و بروز بيماري رويه سلول بي
از سوي ديگر ). et al. 2008, Tzin et al. 2010 Jing(باشند  مي

                                                            
1 Reactive oxygen species 

تجمع كادميوم در كليه  ها سبب كاهش مشخص شده كه آنتوسيانين
روبين خون و كاهش فعاليت  و كبد، كاهش غلظت اوره و بيلي
 Lapidot(شوند  ترانسفراز نيز مي آسپارتات آمينوترانسفراز و آلانين

et al. 1998 .(شدت جاذب  همچنين شبيه تركيبات فلاونوئيدي به
هاي  عموما در سلول UVبوده و در مقابل تابش نور  UVنور 

عنوان سپري در برابر  تجمع يافته و بههاي گياهي  بافت اپيدرمي
 .Bitsch et al. 2004; Einbond et al( كنند اشعه مضر عمل مي

2004; Garcia-Alonso et al. 2005; De Pascual-Teresa et al. 
هاي اخير مطالعات فراواني در مورد خواص انار  در سال .)2008

)Punica ganatum (شده كه مويد  در آن انجام و تركيبات موجود
 ها اثرات مفيد انار در پيشگيري و درمان بسياري از بيماري

ي مهمي است كه در ها از آنتي اكسيدانغني انار . باشد مي
هاي پايين سبب تاخير يا ممانعت از اكسيد شدن تركيبات  غلظت

  دهند كه فعاليت اطلاعات موجود نشان مي. دشو بيولوژيكي مي
سبب محتواي بالاي   ني قابل ملاحظه انار بهاكسيدا آنتي

از  سرشار آب انار. ميوه آن است  هاي پوست و آب آنتوسيانين
عروق قلبي و بروز  انسداد مانع واست هاي آنتوسيانين  رنگدانه

 ;Du et al. 1975; Jurenka et al. 2008( شود ميها  سرطانانواع 

Rajani et al. 2011.(   
 ار، الگوي متفاوتي از رنگ پوست شامل زرد،هاي مختلف ان واريته

آن  اكسيداني آنتي ارغواني و سياه دارند كه فعاليت قرمز، صورتي،
 رنگ تنوع براي ممكن دلايل از يكي .دهند مي قرار تاثير تحت را

 بيوسنتز در دخيل هاي ژن بيان ميزان انار، پوست در شده مشاهده
. باشد و محيط ميمتاثر از شرايط متفاوت رشد  آنتوسيانين

هاي مسير سنتز  متعددي به منظور بررسي بيان ژن هاي مطالعه
هان مختلف نظير انگور، هلو، بلو بربري، سيب ها در گيا آنتوسيانين

بررسي بيان اين . و غيره در شرايط متفاوت رشد انجام شده است
هاي ساختاري با افزايش  دهد كه روند بيان ژن ها نشان مي ژن

ارتباط مستقيم دارد و تا انتهاي مرحله رسيدن ميوه،  آنتوسيانين
بر ميزان بيان آنها افزوده ) حداكثر توليد رنگ در پوست ميوه(

يافته و فاقد  هاي جهش اين در حالي است كه در ميوه. گردد مي
هاي دخيل در مسير بيوسنتز آنتوسيانين بيان نشده يا  ، ژنرنگ

هاي فوق با  مقدار بيان ژن همچنين. ميزان بيان بسيار كمي دارند
باشد و در اين راستا  افزايش نور داراي همبستگي بالا و مثبت مي
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در واقع، بيوسنتز و تجمع . شود توليد آنتوسيانين نيز افزوده مي
هاي دروني در طي تمايززدايي يا  آنتوسيانين از طريق فرآيند

 ,Gil et al. 2000( دشو فاكتورهاي محيطي مثل نور تنظيم مي

Jaakola et al. 2002, Kim et al. 2003, Ranazzotti et al. 
2008 .(  

بسياري از گياهان نظير  ها در مسير بيوسنتز آنتوسيانين
و غيره شناسايي  انگور، سيب، هلو و بلوبري، آرابيدوپسيس، ذرت

داراي نقش ) PAL( 1آلانين لياز آنزيم فنيل). 1شكل(شده است 
باشد و گزارشات  فلاونوئيدها ميز كليدي در روند سنتاساسي و 

اكسيداني را  بسياري همبستگي بيان اين ژن و افزايش فعاليت آنتي
-4در طي مسير، اثر پليوتروپيك آنزيم سيناميت . دكن تاييد مي

هاي درگير در سنتز  ، تنظيم الگوي بيان ژن)C4H( 2هيدروكسيلاز
هاي  مولكولهماهنگي سنتز . عهده دارد مشتقات فلاونوئيدها را به

باشد  مي C4Hدر پروموتر ژن  cisسبب وجود عناصر  فنلي، به پلي
 .Boudet et al( شود ها متمايز مي و بدين ترتيب از ساير ژن

محصول حاصل ) CHS( 3در ادامه، آنزيم چالكون سينتاز). 2007
ده و كررا در جهت توليد آنتوسيانين هدايت  C4Hاز واكنش آنزيم 

ان، نقش مهمي در تنظيم توليد رنگدانه ايفا در بسياري از گياه
كه آنزيم ) DFR( 4هيدروفلاونول ردوكتاز مرحله بعد دي. كند مي

رنگ  هاست؛ توليد تركيب بي اختصاصي مسير بيوسنتز آنتوسيانين
سپس آنزيم آنتوسيانين سينتاز . لئكوسيانيدين را به عهده دارد

5)ANS(دكنيدين تبديل مي، ماده فوق را به تركيب رنگي آنتوسيان .
در نهايت با اتصال يك مولكول گلوگز به آنتوسيانيدين توسط 

 6گلوكوزيل ترانسفراز O-3فلانوئيد : گلوگز- UDPآنزيم 
)UFGT(شود  ، تركيب آنتوسيانين توليد مي)Gil et al. 2000; 

Jaakola et al. 2002; Kim et al. 2003; Ranazzotti et al. 
2008(.  

ام شده در گياهان انگور، سيب، توت فرنگي و هاي انج پژوهش
 O- 3فلاونوئيد : گلوگز- D UDPدهد كه  گيلاس نشان مي

، آخرين آنزيم كليدي دخيل در )UFGT( گلوكوزيل ترانسفراز
هاي ساختاري درگير  در گياه انگور ژن. باشد آميزي ميوه مي رنگ

                                                            
1 Phenylalanine ammonia-lyase  
2 Cinnamate 4-hydroxylase 
3 Chalcone synthase 
4 Dihydroflavonol reductase 
5 Anthocyanidin synthase 
6 UDP-glucose: flavonoid 3-O-glucosyltransferase 

زي در مسير بيوسنتز آنتوسيانين، به طور كامل شناسايي و جداسا
در اين مطالعات مشخص شده كه براساس مرحله رشد، . ند  ا شده

تجزيه و . همواره با رنگ ميوه ارتباط دارد UFGTفقط بيان ژن 
در ارقام پوست سفيد و قرمز نشان داد كه  UFGTتحليل بيان ژن 

اين ژن در هر دو رقم وجود دارد اما در رقم پوست سفيد بيان 
هاي مسير بيوسنتز آنتوسيانين در  ژنهمچنين بررسي بيان . شود نمي

دهد كه به  يافته سيب پوست سفيد نشان مي هاي جهش واريته
اما در مقايسه بيان . ندشو ها بيان مي همه ژن ،UFGTاستثتا ژن 

هاي مسير آنتوسيانين در پرتغال خوني و پرتغال معمولي،  ژن
 مشاهده CHS و ANS هاي به همراه ژن UFGTافزايش بيان در ژن 

هاي هدف و مجتوي  اين مطلب دليل مطابقت سطح بيان ژن. شد
نيز  7در گياه ليتچي چيني. باشد گيري شده، ميهاي اندازه رنگدانه

و  DFR و UFGTهمبستگي مثبت و بالايي بين بيان ژن هاي 
 . رنگ قرمز پوست ميوه گزارش شده است

در ترين توليد كنندگان انار  در حال حاضر ايران يكي از بزرگ
هاي  رقم انار خوراكي در اقليم 760بيش از داراي دنياست و 

اين تنوع . باشد در رنگ ميوه ميژنتيكي گسترده  با تنوع مختلف
مطلوب انار آنتي اكسيدانتي تواند براي تشخيص خصوصيات  مي

نژادي اين گياه  بسيار مفيد واقع شده و منبع ژني براي مطالعات به
انار بين مصرف كنندگان و با لحاظ  با توجه به محبوبيت. باشد

كردن خصوصيات بيولوژيكي ارزشمند آن و همچنين اهميت 
منظور شناسايي  اقتصادي اين ميوه، نياز به تحقيقات بيشتر به

لذا در مطالعه . رسد نظر مي محرز به ،فرد اناره ب هاي منحصر ژن
در تعيين رنگ  UFGT  ژنحاضر به جهت نقش كليدي و مهم 

اهان مختلف، ژن مورد نظر در انار شناسايي و جداسازي ميوه گي
) پوست ميوه صورتي، قرمز و سياه(شده و بيان آن در سه رقم انار 

 . شد دهي بررسي  در دوره ميوه

  
   هامواد و روش

 شيراز شعباد شيرين ،)سياه پوست( يزد سياه پوست انار، رقم سه  
 مجموعه  از  )زقرم پوست(  اصفهان  ملس  و ) صورتي  پوست(

  اصفهان طبيعي منابع و كشاورزي تحقيقات مركز  در  انار  درخت

                                                            
7 Litchi chinensis Sonn 
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هيدروكسيلاز؛  3آنزيم فلاونوئيد ) F3H؛ آنزيم چالكون سينتاز )CHS. شود ها در گياهان كه منجر به توليد آنتوسيانين مي تصوير كلي مسير بيوسنتز آنتوسيانين - 1 شكل
DFR ( هيدروفلاونول ردوكتاز؛ يدآنزيم ANS ( آنزيم آنتوسيانين سينتاز؛UFGT ( آنزيمUDP -3فلانوئيد : گلوگز-O گلوكوزيل ترانسفراز.   

  
نمو انار  و رشد مختلف مرحله چهار از ها نمونه .آوري شد جمع
 بالغ تقريبا ميوه ،)2 مرحله( جوان هاي ميوه ،)1 مرحله( گل شامل

طراحي . شدند انتخاب) 4 مرحله( هرسيد هاي ميوه و) 3 مرحله(
- D UDP  منظور شناسايي و جداسازي ژن آغازگرهاي دجنريت به

، براساس )UFGT( گلوكوزيل ترانسفراز O-3فلاونوئيد : گلوگز
شباهت سنجي دمين حفاظت شده اين ژن در گياهان انگور، هلو 

كل از  RNAاستخراج ). 1جدول(و غيره صورت پذيرفت 
) Biozol )BioFlux, Japanري شده توسط بافر آو هاي جمع نمونه

، قبل DNAحذف . العمل شركت سازنده، انجام شد مطابق با ستور
-DNase )DNase I, RNase، توسط آنزيم  cDNAاز تهيه

free/Thermo Scientific, Germany ( صورت پذيرفت و
 cDNA )(RevertAid Firstبا استفاده از كيت سنتز   cDNAسپس

Strand cDNA Synthesis Kit/Thermo Scientific, Germany 
هاي مورد نظر  بيان ژن. طبق دستورالعمل شركت سازنده سنتز شد

مطابق  RT-PCRو نمو ميوه انار با واكنش  رشد مختلف در مرحله
براي  مرجع ژن عنوان به  rRNA S18از ژنبررسي و  1جدول 
به منظور اطمينان از صحت . ها استفاده شد سازي نمونهنرمال

در سه (  35و  30 ،27، واكنش در سه چرخه RT-PCRواكنش 
. انجام و تراكم باند روي ژل آگارز يك درصد تعيين شد) تكرار

دن آنها كرتحليل باندهاي تكثير شده به منظور كمي  تجزيه و
 UFGT  همچنين، ژن. انجام شد EZQuant-Gelتوسط نرم افزار 

 pTZ57R/Tجدا شده از رقم ملس اصفهان در پلاسميد 
 InsTAclone PCR Cloning Kit/Thermo(سازي  همسانه

Scientific, Germany ( و پس از انتقال به باكتريE. coli  سويه
MC1061   توسط شركتBioneer )South Korea (يابي  توالي

بررسي شباهت سنجي ساختاري دست آمده،  به  براساس توالي. شد
ژن مورد مطالعه با ساختار سه بعدي ديگر گياهان موجود در 

 و) NCBI )www.ncbi.nlm.nih.govها  يايگاه اطلاعات داده
ExPASY )www.ExPASY.org(  همچنين بررسي. دشانجام 

و تجزيه  ExPASYشبكه ژني مسير بيوسنتز آنتوسيانين در سايت 
هاي تنظيم كننده مسير آنتوسيانين در سايت  انداز ژن و تحليل راه

Plantcare )http://bioinformatics.psb.ugent.be/ webtools/ 
plantcare/html( انجام شد.  
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 RT-PCRتوالي آغازگرهاي طراحي شده و برنامه واكنش  - 1جدول 

  آغازگرها  توالي آغازگر)'oC( )5'-3(دماي اتصال تعداد چرخه
30  58 GAT GCS TTY TTS TGG TTC GCT  UDP-F  

30  58 TAA TGA CCY GCA NCA SCT  UDP-R  

S = G or C;   Y = C or T;   N = A or C or G or T 
  

    نتايج و بحث
در بسياري از گياهان نظير آرابيدوپسيس، انگور، سيب،  UFGTژن 

وجه مشترك آنها، . هلو و غيره شناسايي و جداسازي شده است
گلوكوزيل - UDPحضور دمين كاملا حفاظت شده خانواده 

لذا ). 2شكل (مورد مطالعه مي باشد    ژن در توالي  1ترانسفراز
هاي اختصاصي براساس اين نواحي حفاظت شده طراحي آغازگر
 cDNAجفت باز با الگوي  1035به طول  DNAانجام و قطعه 

يابي ژن فوق و مقايسه توالي  نتايج توالي). 3شكل(د شتكثير 
گلوكوزيل - UDPخانواده هاي همولوگ  پروتئين آن با پروتئين

سيس و در گياهان انگور، هلو، كاكائو، صنوبر و آرابيدوپ ترانسفراز
د كه پروتئين مورد كرمعلوم ) NCBIپايگاه اطلاعاتي داده (غيره 

  . باشد نظر نيز داراي دمين حفاظت شده اين خانواده مي
نشان داد كه بيان ژن مورد  PgUFGTنتايج حاصل از بررسي بيان 

پوست سياه يزد، شيرين شعباد (نظر در مرحله گلدهي در سه رقم 
بالا بوده است، اما در مرحله رسيدن نسبتا ) شيراز و ملس اصفهان

برخلاف اين رقم، . رسيد ميوه در پوست سياه يزد به حداكثر خود 
در همه مراحل رشد ميوه به جز گلدهي در  PgUFGTبيان ژن 

 اين، بر علاوه. رقم شيرين شعباد شيراز در پايين سطح خود بود
 2 مرحله در اصفهان ملس جوان هاي ميوه در PgUFGT بيان
افزوده  دوباره) 3 مرحله(هاي بالغ   در ميوه تدريج به يافته؛ هشكا

 - 4شكل(رسيد   خود اوج به) هاي رسيده ميوه( 4شده و در مرحله 
 بسيار متغير انار مختلف ارقام در انار ميوه رنگ پوست). الف
زيبايي آن را  و تجاري ميوه ارزش جالب پديده باشد و اين مي

 براي جامع ژنتيكي سيستم حاضر لحا در. دهد قرار مي تاثير تحت
پيشنهاد نشده  ميوه درختان در رنگ تنوع تحليل و تجزيه

 ميوه انار در پوست رنگ تنوع كه درك اساس ژنتيكيطوري به

                                                            
1 UDP- glucosyltransferase supefamily 

 PgUFGTدر اين پژوهش ژن . است پيچيده و مبهم هم هنوز
تحليل  دخيل در مسير بيوسنتز آنتوسيانين شناسايي شد و تجزيه و

ارتباط  هاي رنگي، آنتوسيانين در بافت ن داد كه تجمعنشا  بيان ژن
 طول در. در پوست ميوه انار دارد  نزديكي با ميزان بيان اين ژن

 رنگ كننده منعكس PgUFGTژن  بيان تغييرسطح انار، ميوه رشد
 بيان است، سبز رنگ به بيشتر ميوه رنگ كه زماني باشد؛ پوست مي
 هاي ميوه در. شد دهدا خود تشخيص پايين سطح در اين ژن
 رونوشت سطح افزايش شد، قرمز پوست رنگ كه هنگامي رنگي،

PgUFGT ها  در مجموع، رنگ ميوه. دشپوست ميوه مشاهده  در
هاي دخيل در بيوسنتز آنتوسيانين  نشان دهنده الگوي بيان ژن

ها در مراحل  ن باشد و نتايج ديگر پژوهشگران در بررسي اين ژ مي
، )Kim et al. 2003(، سيب )Tsuda et al. 2004( رشد گياهان هلو

 .Ranazzotti et al( و انگور (scacio-Valdés et al. 2011)اطلسي 

 . كند اين مطلب را تاييد مي )2008

سنجي با توجه به شباهت PgUFGTدرك عملكرد پروتئين 
نتايج . دش، ميسر )NCBI(ساختاري آن در پايگاه اطلاعات داده ها 

بيني ساختار پروتئين مورد مطالعه نشان داد كه حاصل از پيش
 :گلوگز–UDPبا ساختار سه بعدي پروتئين  PgUFGTپروتئين 

شباهت  در انگور دانه قرمز، داراي 2فلاونوئيد گلوكوزيل ترانسفراز
با اتصال يك  VvGT1پروتئين ). 5شكل (درصد بود  52حدود 

قرمز در  مولكول گلوكز به آنتوسيانيدين، مسئول تشكيل رنگ
اين آنزيم با  VvGT1ساختار سه بعدي . باشد هاي انگور مي دانه

گلوكز و قسمت  - UDPبخش دهنده ( توجه به جايگاه فعال آن 
ترسيم شده است  NMR 3توسط روش ) پذيرنده مولكول كامفرول

 كه   است  ذكر به   لازم  ).Offen  et al.  2006(  )5  شكل(است 

  
 

                                                            
2 UDP-glucose:flavonoid 3-O glycosyltransferase (VvGT1) 
3 Nuclear magnetic resonance 
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LSDKATAVFINSFEELD94 LPVMGQRFSRMLHLSNVFGNLIEGQDLRFVRYEFIPGM----NLLEDGREVitis       1  

LSDKATAVFINSFEELD94 LPVMGQRFSRMLHLSNVFGNLIEGQDLRFFIPGMSKVR----NELLDGREVitis_1          1  
LSDKATAVFINSFEELD94 LPVMGQRFSRMLHLSNVFGNLIEGQDLRFVRYEFIPGM----NELLDGREVitis_2          1  
LSDKATAVFINSFEELD94 LPVMGQRLHLFSRLSNVFGNLIEGQDLRFFIPGMSKVR----NELLDGRE1        Vitis_3    
IRAVFINSFEELDPAKA94 LPRAMGKMLHPNVFAEFGNLLDLPEGVIRRIIPGMSKL----SELLDEHGPopulus          1  
VVPAVFINSFEELDVA94E LPVMGQRHVFSRMISEFGNLILDLPEGIRRINFIPGMS----DLTEDGRETheobroma        1  
LEAVFINSFEELDPAKA94 LPRQMLHQMGVSVFSDLDGSDLPEGVVAVRIKNFIPGM----HILQQDCitrus           1 NQ 

ITPENSFEELLIIADKA90 LPVTAMKMLHQFSLSEFGNLLDLPEGVGIRIIPGMSKI----KLTEKN--Ricinus          1  
LTINSFEELDPLATAVR94 LPLAMLHQMGKSVFSDPEGVVFGNLTDVKRIKEGMSFI----GLTEEMGRArabidopsis      1  
VIANSFEELDVLAVNAR97 LPLSVFSRMLHQMGQDFGNLIDLPEGVIKIPGMSKVRNVN-TKIELNGREPrunus           1  

TVINSFEELDVLAVNAR97 LPLSVFSRMLHQMGQDFGNLIDLPEGVIKIPGMSKVRNAN-TKIELNELGPrunus_1         1  
LTLDPDATAVFINSFER94 LPLAMLHQMGKSVFSDPEGVVFGNLTDVKRIKEGMSIV----GITEEMRArabidopsis_1    1 E 
VLPFEELDCNMATAVFR98 LPLRQMGLSVFSRMLDFGNLIEGVQDLIKVRNSLGQIVDKNVNIELNGREPyrus            1  
IVATAVFINSFEELDP93L LPMFSRMLHQMGQLSEFGNLIIDLPEGPQGMSKVRAIV----TITEKED-Fragaria         1  

pEGvvfGnLesvFsrmlhqMgqvLP   kAtAvfiNsFEeLdpslconsensus        1 gredell     fIpGmskvRirDl 
 

TSVVYISFGTP-K--KERWLQGCLTTNVP----136 -----VP--PPITLNIGPFNLYT-KLTNDLKSKVitis           64  
TSVVYISFGTP-K--KERWLQGCLTTNVP----136 -----VP--PPITLNIGPFNLYT-KLTNDLKSKVitis_1         64  
TSVVYISFGTP-K--KERWLQGCLTTNVP----136 -----VP--PPITLNIGPFNLYT-KLTNDLKSKVitis_2         64  
TSVVYISFGTP-K--KERWLQGCLTTNVP----136 -----VP--PPITLNIGPFNLYT-KLTNDLKSKVitis_3         64  
SSFGLYASVLA-K--QRWLDTIGCYTDAA----136 -----PP--APMISLNIGPFNFE-FKRDLKSRTPopulus         64  
SYISFGAVTAP-K--WLDKQTGCLYSVPD----137 -----AP-PAPTSLLTGPVLNKF-KLKSKMDST64  Theobroma       
TSFGVYASVAP-KKKWLDKQAGCLEYDDL--DQQPSSA 142TD--LASLLKGPFVSLKFNNKFTLKHTNCitrus          64  
SYISFGASVAP-E--WLDKQEIGCVYPDA----132 -----AP--SPVSGPFNLSTLKF-TNDLKSKFKRicinus         62  
TYISFGASVAP-S--RKGIWAGCLPHDHV----137 -----QL-STLLSLLGLNIGPRY-FKTSRLDNTrabidopsis     64 A 
SSFGVSVVYAASK--WLDKQSGCLVTDAD--PLPEAP 145TAP-AAAASGPFNLVLNLK-NTNDLKSKFPrunus          67  
SSFGVSVVYAASK--WLDKQSGCLVTDAD--PLPEAL 145TAP-AAAASGPFNLVLNLK-NTNDLKSKFPrunus_1        67  
TYISFGASVSG-S--RKMEWAGCLPHDQV----138 -----STLQQLLSLLGLNIGPRY-FKRSRLNTNArabidopsis_1   64  
SSFGVSVVYSPDA--WLDKQSCLADSPP-----138 ----L-----PSAVNSGPVLNLK-NTNDLKSKFPyrus           68  
SSFGVSVVYAA-K--WLDKQSGCLGDSAATTTP 141QTAEAVA-PAPELLLDGPVLNRF-TNDLKSKFKFragaria        63  

consensus       71 Tndlkskfk kyLniGPfnlitp   p              vpdt gCl Wldkq  k p sVvYiSFGt 
 

AVEEVLAHAGMVVPWAPQGYR--KTEGFLEVHLPRADKRVPFIWSLRAS179 ELVALAEALEATPPPTVVitis          115  
AVEEVLAHAGMVVPWAPQGHR--KTEGFLEVHLPRADKRSLVPFIWRAS179 ELVALAEALEATPPPTVVitis_1        115  
AVEEVLAHAGMVVPWAPQGYR--KTEGFLEVHLPRADKRVPFIWSLRAS179 ELVALAEALEATPPPTVVitis_2        115  
AVEEVLAHAGMVVPWAPQGHR--KTEGFLEHLPRMADKRVPFIWSLRAS179 ELVALAEALEATPPPTVVitis_3        115  
AVKEVLAHMPQTVPWLLGQTS--TDRGFLNKVHLPNSVPFIWSLKDGS179T LEELVALAEAHTPPPTIPopulus        115  
AVGVLAHDIVPWAPQILGNP----DRGFLNKVHLPSVPFIWSLKDKRAS180 ELVALAEALENTPPPAVTheobroma      116  
AVEVLAHVNWAPQDVVIGSDR--TERGFLNLPSQANRHRVPFIWSLKNA189 AEALEIVAIENPSTPAVCitrus         125  
AVDHGEVLMPQTVVPWTGQSK--TDRGFLNHLPMKHAKDIWSLVPFKAS175 ALAEALEAELHTPPPVVRicinus        113  
TAKQKLLEVVVPWAPQIGQER--TDRGFLKVHLPNLKEWSLKVVPFKS180S LEGAEIAAELGTPPPMVArabidopsis    116  
VASVLAHPRGMVVPWAPQNT---AKILLNELLTPKSFLKDPWLVPFGAS191 ALEQAMAMELEKPPARVPrunus         127  
VASVLAHPRGMVVPWAPQNS---AKVLLNELLTPKSFWSLKDLVPFGAS191 ALEQAMAMELEKPPARV_1       127 Prunus 
TAEHKLLEVVVPWAPQIGQER--TDRGFLKLPQVSLKEWSLKVVPFKS181S LEGAEIAAELGTPPPMVArabidopsis_1  117  
VASVLAHPHGMVVPWAPQNLKRLSKTFLLKELTPKNFWSLKDLPFGATA181 AEALEIALELEKTPPAVPyrus          117  
VGSVLAHPQGMVVPWAPQNLK--GKSFLNPQLDEKNLDRWSLLVPFRAS188 ALAEALEMELEPSPTRVFragaria       124  

consensus      141 v tPpp ElvAlAeaLE    asrvPFiWslkdk kvhlp gfLekt  r qGmvVpWaPQ evLaheav 
 

CSMGLSGVFTK276 -EGIRGVEILICRPFFGDQRLNGRMVEDVLESVAGGVPWAFVTHCGWNSL227 GVitis          179  
CSMGLSGVFTK276 -EGIREIGVALICRPFFGDQRLNGRMVEDLESVAGGVPWAFVTHCGWNSL227 GVitis_1        179  
CSMGLSGVFTK276 -EGIREIGVLICRPFFGDQRLNGRMVEDVLESVAGGVPWAFVTHCGWNSL227 GVitis_2        179  
CSMGLSGVFTK276 -EGIREIGVLQRLNGRMVEDVICRPFFGDLESVAGGVPWAFVTHCGWNSL227 GVitis_3        179  

NSVLGHKRGVF276 -DVEQLIGAWKAGGVPMICRPFFGDQRLNGRMVEDITHCGWNSLLESIF227V GPopulus        179  
CTSVKCFTKIG275 -VEGIEIGVWVHLNGRMVEHGRPFFGDVGVPMISSMESQMNSYGGHISF226V GTheobroma      178  

SSLGLETKCIGG 287GDVAGVVWGVQEMNGRMIRPFFGDQRGGVPMIAAILESISGFVTHCGW237V GCitrus         189  
ESVIGNTKLLG272 -VEGKLEIGWNGRMVEDVIGGVPMICRPFFGDQRTIESIITHCGWNSIF223V GRicinus        177  
CFEKGDGVFTK277 -INITTEIGWVVVEAGGVPMICRPFFGDQRLNGRSLESVVFVTHCGWNS228V GArabidopsis    180  

KYMIGHGVFTK287 -DVEATEIGLVEDVLRANVAGGVPMICRPFFGDQRTISLLESFVTHCGWA238 GPrunus         190  
KYIGLHGVFTK287 -DVETEIGVLVEDVTRANVQRXAGGVPMICRPFFGTISLLESAFVTHCGW238 GPrunus_1       190  
CFEKGDGVFTK278 -INITMEIGWVVVEAGGVPMICRPFFGDQRLNGRSLESVVFVTHCGWNS229V GArabidopsis_1  181  

KSVGLTEGVFT280 -VEGNEIGVLRMVEDVARLNHAGGVPMICRPFFGDTIHCGWNSLLESAFV231 G183     Pyrus       
KSMLGNGVFTK285 -EGLRLIGWKRMVEDVALNKICRPFFGDQLLESVAGGVPVAFVTHCGWNS236 GFragaria       188  
c consensus      211 G    aFvtHcGwnSllEsvagGVPmIcRPFFGdqrlNgRmvEdv eiGv veg     Gvftk glm 

 
326 NFKEAVGPKGSSTRDATERLALRRENLLSQEKGKKIDQVitis          240 F 
326 NFKEAVGPKGSSTRDATERLALRRENLLSQEKGKKIDQVitis_1        240 F 
326 NFKEAVGPKGSSTRDATERLALRRENLLSQEKGKKIDQVitis_2        240 F 
326 NFKEAVGPKGSSTRDATERLALRRENLLSQEKGKKIDQVitis_3        240 F 
325 -NFINGSSNGPIAKKLAQQLAIRMRENEEGSDVLSQKLDPopulus        240  
325 NFKKGSSTEAVGPRHLKELAALKQEKGKKMRENAVLLLDTheobroma      239  

LD 337NMQGSSGGPIACQNLQLKTKVKREIKIQEKGCLILLDCitrus         251  
T 322NFKSSNGPKGIARELKELATIREKGKKMRENTLSILDQRicinus        238  
G 327NFKSKGSSSSAVHEGLKELKKANCKGKKMDDQVVLRLDidopsis    241 Arab 

337 NFKAQSGPKGEVRQSLALKVNTIRENLGKKRQDQVLSQPrunus         251 F 
337 NFKAQPKGSSEVQQSLALKVNTINGGKKMRRQDQVLSQPrunus_1       251 F 
328 RNFESSRKGSSAVYELKELAKKANCKGKKMDDQVVLKLDArabidopsis_1  242  
330 NFKRGSSTQGPLAVELAQKVKIKNDRFKRGSELAVLVEL244        Pyrus    

E 335NFRPKGSSTEAVQQLAQLKNTINKKKMAGEDLSQLMLDFragaria       249  
consensus      281 ldqvLsqekGkkmrenlr lkela ravgpkGsSt Nfk     

 
در بسياري از گياهان نظير انگور، كاكائو، هلو و و شباهت سنجي آن ) UFGTژن (گلوكوزيل ترانسفراز  -UDP دمين حفاظت شده در خانواده نمايش  - 2 شكل

  آرابيدوپسيس وغيره
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                                                                              2            1  

  
و  UDP-F و آغازگرهاي cDNAجفت باز با الگوي  1035به طول  DNAر قطعه تكثي) 2چاهك  ؛IIIنشانگر اندازه ) 1چاهك  ؛PgUFGTقطعه تكثير شده  -3 شكل

UDP-R 
  

سه  ساختار .دشو كامفرول جايگزين تواند مي سيانيدين مولكول
دهد كه در بخش دهنده شش اسيد آمينه  نشان مي VvGT1 بعدي

 Thr19 ،Thr141 ،Thr280 ،His350 ،Asp374حفاظت شده شامل 
اسيد آمينه حفاظت شده  4يرنده و در قسمت پذ Gln375و 

Ser18 ،His 20 ،Gln84  وHis 150  مسئول واكنش اتصال مولكول
UDP - باشند گلوكز به كامفرول و ديگر مولكول هاي پذيرنده مي  

در واقع واكنش گليكوزيلاسيون در گياهان توسط يك ). 6شكل (
ده نيز در اين خانوا VvGT1شود كه پروتئين  خانواده ژني انجام مي

، اسيد PgUFGTدر ساختار سه بعدي پيش بيني شده . قرار دارد
، Thr23هاي فوق نيز به صورت حفاظت شده به صورت  آمينه

His32 ،Thr176 ،His246 ،Asp270  وGln271  وجود دارند
اين احتمال وجود دارد كه به سبب شباهت ساختار سه ). 6شكل (

را براي پروتئين توان عملكرد مشابه  بعدي هر دو پروتئين، مي
PgUFGT هاي كاملا  ويژه حضور اسيد آمينه انتظار داشت؛ به

دانش . دكن تقويت ميجايگاه فعال، اين احتمال را در حفاظت شده 
امروز نشان داده كه ساختار سه بعدي پروتئين در تعيين عملكرد 

در انار نيز  PgUFGTكند؛ لذا پروتئين  آن نقش بسزايي ايفا مي
واكنش گليكوزيلاسيون در انگور دانه قرمز در  VvGT1 همانند

به . دشو دخالت دارد و موجب تجمع رنگ قرمز در پوست انار مي
نشان داد كه با  PgUFGTعلاوه نتايج حاصل از بررسي بيان ژن 

افزايش بيان اين ژن بر تجمع آنتوسيانين در پوست انار، افزوده 
نگور جهش يافته سفيد، در انگور دانه قرمز نيز در مقايسه با ا. شد

  . تنها در گياهان دانه قرمز مشاهده شد mRNAافزايش سطح 

  
       4                  3                 2              1  

  a    

  b    

  c  
) الف .RT-PCRدر ارقام انار توسط  PgUFGTبررسي بيان ژن  -4شكل 

) 1مراحل رشدي مختلف  در ارقام انار و PgUFGTنمايش كمي بيان ژن 
) رسيدن ميوه، ب) 4اواسط ميوه دهي؛ ) 3ميوه ابتداي ميوه دهي؛ ) 2گلدهي؛ 

) bپوست سياه يزد؛ ) a. روي ژل آگارز يك درصد PCRنمايش محصول 
گلدهي؛ ) 1هاي مراحل رشد  شيرين شعباد شيراز و چاهك) cملس اصفهان ؛ 

  .رسيدن ميوه) 4؛ اواسط ميوه دهي) 3ميوه ابتداي ميوه دهي؛ ) 2
  

 زيست محيط در تغييرات درك براي اي العاده فوق به نحو گياهان
 خطر، به رساندن حداقل براي به سرعت به و اند يافته تكامل خود

 پذيري اين لذا براي انعطاف. دهند متغير پاسخ مي محيطي  شرايط 
  

831 bp 

5148 bp 
1375 bp 

564 bp 

947 bp 1035 bp 
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هاي  درصدي و حضور اسيد آمينه 52ونوئيد گلوكوزيل ترانسفراز ، همچنين نمايش شباهت فلا :گلوگز–UDPو پروتئين  PgUFGTشباهت سنجي پروتئين  -5شكل 

  كاملا يكسان در جايگاه فعال هر دو آنزيم 
  

 دهند مي پاسخ محيطي هاي محرك به كه VvMYBA3و  VvMYBA1هاي  انداز ژن راهعناصر تنظيمي در  -2جدول 

  عملكرد توالي  نام عنصر تنظيمي 
LAMP-element CCAAAACCA دهنده به نورعنصر پاسخ 

AE-box AGAAACAA دهنده به نورعنصر پاسخ 
ARE TGGTTT هوازي دهنده به شرايط بيعنصر تنظيمي پاسخ  

CGTCA-motif CGTCA تيل جاسموناتدهنده به معنصر تنظيمي پاسخ  
TGACG-motif TGACG دهنده به متيل جاسموناتعنصر تنظيمي پاسخ  

ABRE CACGTG اسيد دهنده به آبسيزيكسخعنصر تنظيمي پا  
GAG-motif GGAGATG دهنده به نورعنصر پاسخ 

Box 4 ATTAAT شده ازقسمت حفاظتDNA دهنده به نور پاسخ  
Box I TTTCAAA دهنده به نورعنصر پاسخ 

Box-W1 TTGACC دهنده به محرك قارچيعنصر پاسخ  
CAAT-box CAAT كننده ي تقويت انداز و ناحيه عنصر تنظيمي عمومي سيس در راه  
CAT-box GCCACT به بيان مريستمعنصر تنظيمي وابسته  

G-Box CACGTG دهنده به نورعنصر تنظيمي سيس پاسخ  
GATA-motif GATAGGG دهنده به نوربخشي از عنصر پاسخ  

HSE AGAAAATTCG دهنده به تنش گرماييعنصر تنظيمي سيس پاسخ  
I-box GATAGGG دهنده به نوربخشي از عنصر پاسخ  

Skn-1_motif GTCAT عنصر تنظيمي سيس مورد نياز در بيان اندوسپرم  
Sp1 CC(G/A)CCC دهنده به نورعنصر پاسخ 

GARE-motif TCTGTTG دهنده به جبرلينعنصر تنظيمي سيس پاسخ  
P-box CCTTTTG جبرليندهنده به عنصر تنظيمي سيس پاسخ  
MRE AACCTAA  جايگاه اتصال عامل تنظيم كنندهMYB درشرايط تنش نور  
MBS TAACTG  جايگاه اتصال عامل تنظيم كنندهMYB درشرايط تنش خشكي  

TCA-element GAGAAGAATA اسيد دهنده به ساليسيليكعنصر تنظيمي سيس پاسخ  
TGA-element AACGAC دهنده به اكسينعنصر پاسخ 

W box TTGACC نامشخص 
circadian CAANNNNATC شب- ي روز عنصر تنظيمي سيس درگير در تنظيم چرخه  

rbcS-CMA7a GTCGATAAGG دهنده به نوربخشي از عنصر پاسخ  
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  الف  

  ب  
و در  Gln375و  Thr19 ،Thr141 ،Thr280 ،His350 ،Asp374شده شامل  در بخش دهنده شش اسيد آمينه حفاظت VvGT1ساختار سه بعدي ) الف - 6شكل 

گلوكز به كامفرول و ديگر مولكول هاي پذيرنده  -UDPمسئول واكنش اتصال مولكول  His 150و  Ser18 ،His 20 ،Gln84اسيد آمينه حفاظت شده  4قسمت پذيرنده 
، Thr23 ،His32 ،Thr176 ،His246هاي فوق نيز به صورت حفاظت شده به صورت يد آمينه، اسPgUFGTر ساختار سه بعدي پيش بيني شده د) ب ؛باشند مي

Asp270  وGln271 وجود دارند.  
  

 به گياه كه ساز و سوخت و توسعه رشد، سازييكپارچه پاسخ، به
 مختلف هاي و در نهايت به مكانيسم شده منجر تكامل به خود نوبه
 از يكي گليكوزيلاسيون .تاس سلولي، نياز هموستاز تنظيم براي
ژني گليكوزيل  چند كه توسط خانواده بزرگ ها بودهسممكاني اين

 ها، هورمون نظير كوچك هاي مولكول تشخيص ترانسفراز، قادر به
هاي زنده و غير زنده  و سموم حاصل از تنش ثانويه متابوليت

يكي از اعضاي اين خانواده است كه قادر   UFGTژن . باشند مي
هاي  ال مولكول گلوگز به آنتوسيانيدين و توليد رنگدانهبه اتص

  رنگ علاوه بر زيبايي گياه،  توليد   واقع،  در . باشد مي  آنتوسيانين

پذيري در پاسخ به شرايط انعطافموجب درك تغييرات محيطي و 
در اين راستا همكاري چندين ژن در مسير . شود زا مي تنش

 .Offen et al( كنند را دنبال ميها اين هدف  بيوسنتز آنتوسيانين

ها در  مطالعه شبكه ژني دخيل در مسير سنتز آنتوسيانين. )2006
را  VvANSژن  محصول VvUFGTدهد كه ژن  گياه انگور نشان مي

مطالعات . دكن به همراه يك مولكول گلوكز به آنتوسيانين تبديل مي
 هاي گسترده در انگور و نمايش شبكه ژني بيانگر حضور ژن

 مجموعهاين  در   نيز  VvF3H  و  VvCHS  نظير اي شده  شناخته
  VvMYBA3و  VvMYBA1دو ژن تنظيم كننده  اما وجود   .باشد مي
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 ))ExPASY)  )www.ExPASY.org مسير بيوسنتز آنتوسيانين در انگوردر  VvUFGTه ژن شبكه ژني پيش بيني شد -7شكل 

  
دهد كه اين مسير با توجه به شرايط  در شبكه حاضر، نشان مي

  ).7شكل(شود  محيطي تنظيم مي
  PlantCARE سايت توسط  VvUFGTانداز ژن  تجزيه و تحليل راه

مورد مطالعه در ناحيه بالادست خود حاوي عناصر  كه ژن نشان داد
) MYBجايگاه اتصال پروتئين تنظيم كننده ( MBSده ننتنظيم ك

هاي غير زنده اين  ويژه تنش در شرايط تنش به). 8شكل (ود ب
علاوه،  به. كند را كنترل مي VvUFGTپروتئين فعال شده و بيان ژن 

انداز  در مورد راه PlantCAREنتايج حاصل از اسكن سايت 
 عناصر چندين كه داد نشان نيز VvMYBA3و  VvMYBA1هاي  ژن

و  VvMYBA1 يتنظيم هاي ژن پروموتر در موجود تنظيمي
VvMYBA3 ،ژن توسط آنتوسيانين توليد VvUFGT  كنترل را 

  ).2 جدول( كنند مي
 VvMYBA3و  VvMYBA1هاي  ژنانداز  نتايج حاصل از بررسي راه

 VvUFGTنشان داد كه نور عامل محيطي مهمي در تنظيم بيان ژن 
هاي محيطي نظير خشكي و  همچنين در پاسخ به تنش. باشد مي

اندازهاي مورد  هاي تنظيم كننده متعددي در راه تيفشوري نيز مو

هاي گياهي در  نظر به اهميت هورمون. مطالعه تعبيه شده است
نمو در شرايط مختلف محيطي و توليد  كنترل شرايط رشد و

هاي تنظيمي  هاي ثانويه مثل آنتوسيانين، حضور موتيف متابوليت
هاي  هاي گياهي در پروموتر ژن پاسخ دهنده به هورمون

VvMYBA1  وVvMYBA3 ،قابل توجه است .  
نشان  PgUFGT به پروتئين VvUFGTشباهت ساختار سه بعدي 

داد كه هر دو پروتئين به احتمال زياد، مسير مشابهي را در توليد 
در  PgUFGTنتايج حاصل از بيان ژن . نمايند آنتوسيانين طي مي

رو با  از اين. دكرسه رقم انار مطالعه شده نيز مطلب فوق را تاييد 
توجه به ترسيم شبكه ژني آنتوسيانين در انگور و تجزيه و تحليل 

و  VvMYBA1هاي تنظيم كننده  و ژن VvUFGT  پروموترهاي ژن
VvMYBA3 شرايط محيطي مشابه براي توليد آنتوسيانين قابل ،

كه توليد  كردگيري توان نتيجهبنابراين مي. انتظار است
ن در انار مانند ساير گياهان مطالعه شده نظير هاي آنتوسياني رنگدانه

  انگور، هلو، سيب و بلوبري، واكنش در جهت بقا در شرايط متغير 
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  )MYBهاي تنظيم كننده  جايگاه اتصال پروتئين( MBSعناصر تنظيم كتتده  نمايشو  VvUFGT انداز ژن تجزيه و تحليل راه -8شكل 

  
ضر، توجه به شرايط محيطي بر اساس مطالعه حا. باشد محيطي مي

قابل رشد گياهان توليد كننده آنتوسيانين نظير انار و انگور بسيار 
ويژه در توليد آنتوسيانين در  اين مطلب به. باشد حائز اهميت مي

كشت تعليقي و فراهم آوردن عوامل محيطي موثر در جهت 
 .هاي سنتز كننده آنتوسيانين، مصادق بيشتري دارد افزايش بيان ژن
رسد كه كنترل ميزان توليد آنتوسيانين در گياه بر  لذا به نظر مي

  .باشد پذير مي اساس شناخت تاثير شرايط محيطي امكان
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