
 

 

 ينژنتيک نو

 9316 تابستان، 2، شماره دوازدهمدوره 

 971 - 981صفحه 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 آنتوسیانین

 های برشی آنزیم

 (Solanum tuberosum L).زمینی  سیب

 Dو  R ،P های ژنی مکان

 

 چکیده

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 يالگوهابر اساس  بيوسنتزي آنتوسيانين دخيل در مسير هاي رديابي ژن

 (Solanum tuberosum L.)زميني  سيبدر ارقام مي هضم آنزي يباند

 رنگي و سفيد
 

Detection of anthocyanin biosynthesis key genes and their 

restriction fragment patterns in colourful and white cultivars of 

Solanum tuberosum L.  
 

 3*بیمجید طال، 1، آقافخر میرلوحی2مسعود بهار، 1هاله سلیمی

 اصفهان دانشکده کشاورزی، دانشگاه صنعتی ،اصلاح نباتات گروه زراعت واستاد، شجوی دکتری، دانترتیب به -1

  اصفهان دانشکده کشاورزی، دانشگاه صنعتی، گروه گیاهپزشکی ،استاد -2

 اصفهان گروه بیوتکنولوژی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه صنعتی ،دانشیار -3

 

Salimi H
1
, Bahar M

2
, Mirlohi A

1
, Talebi M

*3 

 

1- PhD Student, Professor, Department of Agronomy and Plant Breeding, College of 

Agriculture, Isfahan University of Technology 

2- Professor, Department of Plant Protection, College of Agriculture, Isfahan 

University of Technology 

3- Associate Professor, Department of Biotechnology, College of Agriculture, 

Isfahan University of Technology 

 

 mtalebi@cc.iut.ac.ir :نويسنده مسئول مکاتبات، پست الکترونیکی *

 (31/2/96 :تاريخ پذيرش - 11/3/95 :تاريخ دريافت)

 
سلامتی افراد، توليد و  و تاثير آن برمصرف مواد گياهی حاوی آنتوسيانين بالا  فوايدبا توجه به 

های اخير اهميت زيادی پيدا  در سال، آنتوسيانين غنی ازهای با غده رنگی  زمينی مصرف سيب

ای تعيين بر Dو  R، P های ژنهای غالب و مغلوب  دليل اينکه درک روابط آللبه. کرده است

های آنتوسيانين  حاضر، آرايش ژن ههای سرشار از آنتوسيانين ضروری است، در مطالع عملکرد غده

 Dو  R ،Pرنگ پوست متفاوت، با استفاده از روش تکثير نواحی ژنی  دارایزمينی  ژنوتيپ سيب 97

 ايجنت .بررسی شد PCRارقام با جفت آغازگرهای اختصاصی و برش آنزيمی محصولات  اين در

 p در ارقام بنفش غالب است و ارقام سفيد و قرمز آلل غيرعملکردی Pنشان داد که آلل عملکردی 

ارقام قرمز و بنفش ، تشخيص داده شدند rمغلوب  آللارقام سفيد دارای که نيا با وجود. را دارند

ه شده ارقام رنگی تتراپلوييد استفادبودند که نشان داد  r و مغلوب Rلل غالب آدو  واجد هر

در پژوهش حاضر، بر اساس الگوی هضم  .ها مشخص نيست ولی ژنوتيپ آن ،بوده تهتروزايگو

ارقام  نبودند، ولی Dهای سفيد مورد آزمايش دارای آلل غالب  زمينی آنزيمی، هيچکدام از سيب

در  Dمکان ژنی . را داشتند Dd با ترکيب نامشخصی از دو آلل ترنگی حالت هتروزايگو

در توليد آنتوسيانين و تظاهر آن در بافت غده  Pو  Rهای کليدی  رای تنظيم ژنزمينی ب سيب

صورت غالب در ارقام به Pو  Rبه همين دليل، با وجود حضور دو ژن کليدی  و ضروری است

روش تعيين الگوی رغم آنکه، به. شود های رنگی توليد نمی غده Dلل غالب ژن آسفيد، در غياب 

تفکيک نتاج ارقام رنگی از ارقام سفيد زمينی، برای  ژنی ارقام سيبهای  هضم آنزيمی مکان

دليل تاثير به در پژوهش حاضر تشخيص داده شد،مناسب   rو pمغلوب  های زمينی حاوی آلل سيب

 . باشد می ضروریدر اين ارقام  D، تعيين غالبيت آلل Rو  Pهای  در بيان ژن Dمستقيم لوکوس 

 های کلیدی‬واژه
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متعلق به خانواده   (Solanum tuberosum L).زمینی  سیب

Solanaceae  اتوتتراپلوئیدگیاهی (84=x8=n2)  با هتروزيگوسیتی

دلیل محتوای بالای نشاسته، که به (Salaman 1910) شديد است

پروتئین و ويتامین، اهمیت زيادی در رژيم غذايی مردم جهان 

خیر نیز، حضور مواد آنتی اکسیدان در غده های ا در سال. دارد

های با پوست  چنین سیب زمینیزمینی و همارقام جديد سیب

 Brown) ای آن افزوده است  رنگی قرمز و بنفش بر اهمیت تغذيه

باور عمومی بر اين است که مصرف موادغذايی غنی از . (2005

تنوئیدی در کاهش ومواد آنتی اکسیدانی فلاونوئیدی و کار

ثر ؤهای قلبی و سرطان م جمله بیماری های مختلف از یماریب

و به اين لحاظ، استفاده از محصولات  (Horakova 2011) است

گیاهی سرشار از مواد فلاونوئیدی آنتوسیانینی مانند 

های با پوست و گوشت رنگی به سلامت جامعه کمک  زمینی سیب

 .کندمی

زان تجمع زمینی از تفاوت می تنوع طبیعی رنگ غده سیب

. گیرد های اختصاصی آن سرچشمه می ها در بافت آنتوسیانین

عنوان باشند که به ترين زيرگروه فلاونوئیدها می ها وسیع آنتوسیانین

، آبی و بنفش در قرمزهای اصلی، عامل ايجادکننده رنگ  رنگدانه

های محیطی در  ها تحت تاثیر تنش آنتوسیانین. گیاهان هستند

 برابر در شوند و در حفاظت گیاه ولید میهای رويشی ت بافت

دهی بین  افشانی، سیگنال آفتاب، جذب حشرات برای گرده تشعشع

ها و دفاع  ها، وجود نرباروری در برخی از گونه گیاهان و میکروب

 .(Albert 2010)میزبان در مقابل عوامل میکروبی نقش دارند 

ها در تامین  ها در فیزيولوژی گیاه و نقش آن عملکرد آنتوسیانین

است که تحقیقات زيادی در سلامتی مصرف کنندگان باعث شده

زمینی صورت  رابطه با تولید آنتوسیانین در گیاهان از جمله سیب

 ;De Jong 1987, De Jong et al. 2003a, 2003b, 2004) گیرد

Stushnoff et al. 2010.) زمینی  نتايج اولیه نشان داد که در سیب

 Flavonoid-3′,5′-hydroxylase) کان ژنیتتراپلوئید سه م

(f3'5'h))P،(Dihydrofavonol 4-reductase (dfr))  R و

(Developer (Myb)) D زمینی را  تنوع رنگ پوست غده سیب

های ديپلوئید نیز  زمینی صورت مشابه در سیبکه به کنندمیکنترل 

                                                           
1
 Solanum tuberosum L. 

 2که روی کروموزوم  Rژن  (.Brown 2005) وجود دارند

در کروموزوم  Pکند و ژن  در سنتز رنگ قرمز دخالت می قراردارد،

 .Tanksley et al)مسئول تولید رنگ آبی يا ارغوانی است  11

1992; Van Eck et al. 1993, 1994; Zhang et al. 2009a). 

به تنهايی برای  Pو  Rهای ژنی  دهند که مکان ها نشان می يافته

ژنی به   هر دو مکانو  نبوده تولید رنگ قرمز و ارغوانی کافی

 D کننده بافت اختصاصی، نظیر مکان ژنی های تنظیم فعالیت ژن

(Developer ) برای تولید آنتوسیانین در پوست غده و يا مکان

. باشند منظور سنتز آنتوسیانین در بافت گل، وابسته میبه Fژنی 

نامیده I (inhibitor )های ديپلوئید،  زمینی اين مکان ژنی در سیب

در تحقیقات بعدی و بر  (.Dodds and Long 1956) ودش می

-به Dihydrofavonol 4-reductase (dfr)، ژن 2اساس تفرق توام

ها در  عنوان ژن ضروری در مسیر بیوسنتزی آنتوسیانین

و پوست غده قرمز رنگ معرفی شد که  های حاوی گل  زمینی سیب

با  dfr ژن ارتباطاين . است  Rدر واقع، قسمتی از همان مکان ژنی

 و تحلیل ژنتیکی تجزيه زمانی مشخص شد که طی، Rمکان ژنی 

، Rژنی  مکانهتروزيگوس در  زمینی يک لاين ديپلوئید سیب

زمینی با رنگ پوست قرمز  های سیب که تمامی کلون شدمعلوم 

 De Jong et al. 2003a; Zhang et) هستند dfrمکان ژنی حاوی 

al. 2009b.) چنین، آنزيم همF3ʹ5ʹH (Flavonoid-3′,5′-

Hydroxylase) های ضروری موجود در  که يکی ديگر از آنزيم

چرخه بیوسنتزی آنتوسیانین است، توسط آللی از ژن 

(f3'5'h)Flavonoid-3′,5′-hydroxylase شود که همان ژن کد میP 

 (.Jung et al. 2005) باشد می 

نگی نشان های ر تجزيه و تحلیل مواد آنتوسیانینی موجود در غده

ارغوانی از  يا های آبی داده است که آنتوسیانین موجود در غده

های قرمز رنگ از  و در غده (Delphinidin) دلفینیدين

محصول پروتئینی . اند مشتق شده (Pelargonidin) پلارگونیدين

در يک همکاری مشترک و  Dو  R، Pهر کدام از سه مکان ژنی 

ر به تولید دلفینیدين و در چرخه بیوسنتزی آنتوسیانین منج

-ها می شوند که در نهايت به تولید رنگ در غده پلارگونیدين می

 . انجامد

                                                           
2
 Cosegregation 

  مقدمه
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توان نتیجه گرفت برای تولید رنگ قرمز يا بنفش در  بنابراين، می

زمینی حضور و بیان هر سه مکان ژنی  های ارقام مختلف سیب غده

 علاوه بر. (Dodds and Long 1956) شده ضروری است ذکر

های ساختاری مسیر بیوسنتزی آنتوسیانین، نقش فاکتورهای  ژن

اين . ها اهمیت زيادی دارد رونويسی در تنظیم بیان اين ژن

 يا افزايش جهت در ساختاری های ژن رونويسی تنظیم فاکتورها،

 و را به عهده دارند های دخیل در اين مسیر بیوسنتزی کاهش ژن

 خاصی بافت يا اندام در نهايت در فلاونوئیدی نوع چه که اين

. شود  می تعیین پروتئینی متقابل روابط اين وسیله به شود، تولید

 تحت بیوسنتزی مسیر اين در درگیر تنظیمی های ژن از هرکدام

 متفاوتی بیان نتیجه در و گرفته قرار متفاوت محیطی شرايط تأثیر

 ,Quattrocchio et al. 1998) دهند می نشان خاص بافت در نیز

1999; Albert et al. 2010; Petroni and Tonelli 2011.)  يکی از

1اين فاکتورهای رونويسی مهم 
MYB ای  باشد که توسط ناحیه می

به  MYB فاکتور رونويسی بیان. شود ساخته می Dاز مکان ژنی 

منجر به تجمع آنتوسیانین در تمامی ، Dی از مکان ژن یبخش عنوان

به . شود می (flesh) وشت غدهگزمینی غیر از  های سیب بافت

جايگزينی يک پروموتر  منظور افزايش بیان اين فاکتور،

تولید  تواند می Gbssپروموتر  يا ubi7قوی به نام ( کننده تقويت)

زمینی  سیبهای آوند آبکش و پريدرم  آنتوسیانین را در بافت

فرايند ژنتیکی تولید  (.Rommens et al. 2008) دهد افزايش 

ژن فرنگی نیز شرايط مشابهی دارد و دخالت  ین در گوجهآنتوسیان

Dihydrofavonol 4-reductase (dfr) ی ژن مکان باR روی 

 مکان با Flavonoid-3′,5′-hydroxylase (f3'5'h) ژن ،2 کرموزوم

 R2R3فاکتور رونويسی ) an2 ژن و 11 کروموزوم روی Pی ژن

MYB) ی ژن مکان باI/D ز آنتوسیانین در سنت 11 کروموزوم روی

بنابراين،  (.De Jong et al. 2004) استمعلوم شده فرنگی گوجه

تولید رنگدانه قرمز يا بنفش در گیاهان ارتباط مستقیمی با حضور 

نکته قابل  .اين سه ژن کلیدی در مسیر بیوسنتزی آنتوسیانین دارد

که نقش آن در  R2R3 MYB توجه اين است که فاکتور رونويسی

زمینی و  ساختاری تولید آنتوسیانین سیب های تنظیم ژن

همپوشانی  ،(Jung et al. 2009)است فرنگی مشخص شده گوجه

های تنظیم کننده تولید آنتوسیانین در گیاهان  قابل توجهی با ژن

                                                           
1
 myeloblastosis 

توان  به اين دلیل، می. ديگر مثل اطلسی، بادمجان و فلفل دارد

تولید که جايگاه ژنی يکسانی در تنظیم عملیات  نمودتصور 

 De) کندآنتوسیانین در گیاهان خانواده سولاناسه ايفای نقش می

Jong et al. 2004). 

با توجه به اهمیت مصرف مواد گیاهی حاوی آنتوسیانین بالا در 

های واجد آنتوسیانین  زمینی کمک به سلامتی افراد، تولید سیب

 ;Sorenson, 1992; Johnson, 1995) مورد اقبال عمومی است

Lachman et al. 2000; Stintzing and Carle 2004 Brown, 

های  زمینی دارای آلل به اين لحاظ، تشخیص ارقام سیب (.2005

کنند، برای که تولید آنتوسیانین می D وP ،  Rغالب سه مکان ژنی 

 Rمنظور تشخیص سه مکان ژنی اخیرا به. باشد کشت ضروری می

P  وD شی بر مبنای الگوی های رنگی وسفید، رو زمینی در سیب

در اين روش، با . استبرش آنزيمی اين نواحی ژنی ارائه شده

های  استفاده از جفت آغازگرهای اختصاصی، نواحی خاصی از ژن

های  يمآنزهای برشی خاصی با  يابد که جايگاه مورد نظر تکثیر می

BamHI ،TaqI  وClaI های مغلوب و  های غالب و ژن در آلل

تفاوت در اندازه قطعات حاصل از برش  .يافته دارند جهش

های مذکور  کننده حضور آلل غالب و مغلوب ژن آنزيمی، تعیین

 De Jong et al. 2003a; Jung et al. 2005; Jung et) خواهد بود

al. 2009.)  

های غالب و مغلوب  زمینی، درک روابط آللدر اصلاح ارقام سیب

سرشار از  های دهبرای تعیین عملکرد غ D وP ،  Rینواحی ژن

های با آرايش  رود ژنوتیپ انتظار می. آنتوسیانین ضروری است

آنتوسیانین دلفینیدين و  ظرفیت تولید I-rr-P يا I-R-P ژنی

به  —ii های با تولید پلارگونیدين و ژنوتیپ I-R-pp های ژنوتیپ

 .Jung et al) ارغوانی، قرمز و سفید داشته باشند/ ترتیب رنگ آبی

که تعیین آرايش ژنی برای انتخاب نتاج مورد آنجايی از(. 2009

نظر از نظر تولید آنتوسیانین و رنگ غده برای تکثیر غیر جنسی 

با استفاده  هدشبعدی اهمیت زيادی دارد، در پژوهش حاضر سعی 

های  از روش الگوی برش آنزيمی، مطابقت روابط آللی جايگاه

توای آنتوسیانینی در ارقام سفید و رنگی با مح D وP ،  Rژنی

 .مختلف مورد بررسی قرار گیرد
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های متفاوت مورد  زمینی با رنگ در اين بررسی، هفده رقم سیب

ها ازکشورهای هلند، آمريکا و  استفاده قرار گرفت که غده آن

ها در گلخانه کشت  غده(. 1جدول )ده بود شآوری  کانادا جمع

ها استخراج لدهی، از برگ آنشده و پس از رشد تا مرحله گ

DNA استخراج . صورت گرفتDNA های جوان هر رقم  از برگ

اين منظور، يک رای ب. انجام گرفت CTABزمینی به روش سیب

 گرم برگ در هاون چینی استريل با نیتروژن مايع پودر شده و پس

 CTAB میکرولیتر 411اپندورف، به نمونه مزبور   لوله از انتقال به

ها به  د و لولهشاضافه  مرکاپتواتانول -میکرولیتر بتا 211 و 2%

سپس به  .ماری قرار گرفتند در بن Cº65دقیقه در دمای  85 مدت

( 28:1)ايزوآمیل الکل -میکرولیتر محلول کلروفرم 811 هر لوله

يع ما .سانتريفیوژ شد g21591دقیقه با  15 د و به مدتشاضافه 

 اندازه جديد انتقال يافت و به  رويی هر نمونه با احتیاط به لوله

پس از  .دش  يزوآمیل الکل به هر کدام اضافها-کلروفرماولیه  حجم

و در يک  جدا، فاز رويی g21591دقیقه با  15 سانتريفیوژ به مدت

 د و به مدتشبا ايزوپروپانول مخلوط  3:1 نسبت لوله جديد به

دقیقه  15 ها به مدت نمونه .قرار گرفت -Cº21دقیقه در دمای  21

سانتريفیوژ شدند و پس از حذف مايع رويی، رسوب  g21591با 

DNA رسوب . داده شدشستشو  درصد 01 دو بار با الکلDNA 

 ها سپس به هر کدام از نمونه و هدشدر محیط آزمايشگاه خشک 

برای بررسی کیفیت و . میکرولیتر آب مقطر استريل اضافه شد 31

استخراج  DNA ده غلظتاستخراج ش DNAگیری کمیت  اندازه

يافته با فاژ لامبدا برش III (DNAشده با غلظت استاندارد نشانگر 

با الکتروفورز روی ژل آگارز مقايسه  (HindIIIو  EcoRI دو آنزيم

تحت شرايط دمايی پنج  ،PCRسازی واکنش  آزمايشات بهینه .شد

جفت آغازگرهای مورد  Tmتر از  درجه سلسیوس بالاتر و پايین

مخلوط  .دست آيداده، انجام گرفت تا بهترين شرايط تکثیر بهاستف

 آغازگرپیکومول  11 الگو، DNAنانوگرم  21شامل  PCRواکنش 

، نه Taq DNA polymerase آنزيم، يک واحد روسپو پیشرو 

 Ampliqonشرکت ) Master mix 2X میکرولیتر از محلول

رخه سه صورت يک چ، بود و برنامه زمانی تکثیر به(دانمارک

چرخه به مدت  Cº95 ،35در دمای  واسرشت اولیهای برای  دقیقه

، Cº98های واسرشت در دمای   يک دقیقه برای هر کدام از واکنش

در  Cº02و بسط در دمای  استفادهاتصال بسته به جفت آغازگر 

 .نظر گرفته شد

 
 بررسی در اين پژوهش زمینی مورد ارقام سیب -1 جدول

 ام کشور مبدان رنگ پوست نام رقم

Amorosa هلند قرمز 
BildStar هلند صورتی 
Charlotte هلند سفید 
Desiree هلند صورتی 
Frisia هلند سفید 
Multa هلند سفید 
Muza هلند سفید 

Picasso هلند سفید چشم بنفش 
Red Roseval هلند قرمز 

Roseval هلند صورتی 
Maltaje هلند سفید 

Gold Doree داکانا سفید 
Robin کانادا سفید 

Red Robin کانادا صورتی 
Purple Majesty آمريکا بنفش 
Purple Pelisse آمريکا قرمز 

Istanbuli ايران سفید 

 

 

 
 .Stan2 (D)در مکان ژنی  Stan2ClaI-F / Stan2ClaI-R محل اتصال جفت آغازگر اختصاصی -1 شکل

دهنده  ها نشان پیکان .استدهشمشخص ها با خطوط افقی  اينترون بین آن صورت جعبه هاشور زده وبه 3و نیز  2 (R3 MYB)، (R2) 1های دارای ساختار عملکردی  اگزون

 .استژن نشان داده شدهعملکردی  ساختاربین دو نیز  ClaI آنزيمبرشی  مکانموقعیت  .باشند می  Stan2ClaI-F / Stan2ClaI-Rمحل اتصال جفت آغازگرهای
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 11به مدت  Cº02شامل يک چرخه بسط نهايی در دمای برنامه 

 PCRمنظور تايید تکثیر قطعات مورد نظر در واکنش به. دقیقه بود

پس از تعیین  .دشاستفاده  TBE و بافر درصد 2/1از ژل آگارز 

، تکثیر قطعات (2جدول )دمای بهینه برای هر جفت آغازگر 

DNA  هدف در هر رقم با واکنش و برنامهPCR ابه با روش مش

 . بهینه سازی انجام گرفت

زمینی رنگی و سفید،  های سیب برای تشخیص الگوی باندی نمونه

، R ،P1های ژنی  تکثیر شده مکان DNAاز برش آنزيمی قطعات 

P2  وD های  هر رقم توسط آنزيمBamHI، TaqI  وClaI  استفاده

 11به اين منظور، مخلوط واکنش هضم آنزيمی شامل . شد

میکرولیتر آب عاری از آنزيم  PCR ،10یتر فرآورده میکرول

نوکلئاز، دو میکرولیتر آنزيم برشی مورد نظر با غلظت يک واحد 

تهیه شد  X11در میکرولیتر و دو میکرولیتر از بافر آنزيم با غلظت 

دمای . و واکنش به مدت سه ساعت در دمای مناسب قرار گرفت

  P2 و Dمکان ژنی  و BamHIبا  Rمناسب برای هضم مکان ژنی 

، TaqIبا آنزيم برشی  P1و برای مکان ژنی  ClaI ،Cº30با آنزيم 

Cº65 پس از اتمام واکنش هضم آنزيمی، الگوی قطعات . بود

 TBEبا بافر  درصد 2/1حاصل از برش آنزيمی روی ژل آگارز 

 .دشبررسی 

 

، (2 جادول ) stan2-ClaIبا استفاده از جفت آغاازگر اختصاصای   

نتارون حاد   ينوکلئوتیدی شامل قسمتی از ا 811ناحیه مورد انتظار 

طاور يکساان در   ه، ب3و بخشی از اگزون  3و  2های  واسط اگزون

(. 2شاکل  )زمینی رنگای و سافید، تکثیار شاد      ارقام مختلف سیب

باند منجر به تولید سه  ClaIبا  PCRبرش آنزيمی اين محصولات 

 ياا بانفش  )ی در ارقاام رنگای   بازجفت (111>و  211>، 811>)

باناد   سفید های غده با زمینی سیب در ارقام که  یدر حالشد،  (قرمز

 پاس  111>و  211> د و تنها دو باناد شبازی تکثیر نجفت 811>

(.3شااکل )مشاااهده شااد   آگااارز ژل روی يماایاز هضاام آنز
 

 در اين پژوهش مشخصات جفت آغازگرهای مورد استفاده -2جدول 

 الی جفت آغازگرتو نام آغازگر
دمای اتصال جفت 

 آغازگر
 مکان ژنی

 PCR طول فرآورده

(bp) 

 منبع

Stan2ClaI-F 

Stan2ClaI-R 
5'GTGATTATGTCATCCAAAAGTTTATAG 

5'GAATTTCTGAGGTTGAGGTCTTA 
75 

D 881 (Jung et al. 2009) 

P2ClaI-F 

P2ClaI-R 
5'GTTGTTGCYTCTACCCCTAAT 

5'AACTTTTCATCCCTTTTTCAA 

4/75 

8/72 P 1111< 
(Jung et al. 2005) 

P1TaqI-F 

P1TaqI-R 
5'ATGAACGTGTGCAAAAGAAAACTC 

5'AATTTATAGTACTTTTCGTATAGTTTTTGA 

1/01 

8/75 P 411> 
(Jung et al. 2005) 

RBamHI-F 

RBamHI-R 
5'GGCTCTTGGCTTGTCATGAG 

5'ARCAYTCCCCTGACTGTTGG 

7/01 

4/78 R 711< 
(De Jong et al. 2009) 

 

 
 .Red Robin 2.  Desiree3. Bildstar 8. Roseval 5. Red Roseval 6. Istanbuli .1. زمینی سیب ارقامدر  D ژنی  نتايج تکثیر اختصاصی مکان -2 شکل
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 زمینی در ارقام سیب DClaIتکثیر شده با جفت آغازگر  Dژنی   مکان ClaIنتايج هضم آنزيمی با  -3شکل 

، Red Robin(8 ) ،Frisia (5) ،Purple Majesty (6) شده  هضم PCRمحصول و  Red Robin (1) ،Frisia (2) ،Purple Majesty (3)نشده  هضم PCRمحصول 

Bildstar (0) ،Roseval (4) ،Amorosa (9) ،Istanbuli. (11). 

 

 

 

 
 

 

محل و ( مشخص شده با پیکان) 4F/4R))P2ClaI-F / P2ClaI-Rو  3F/3R))P1TaqI-R   /P1TaqI-F محل اتصال جفت آغازگرهای اختصاصی -8 شکل

 .P در مکان ژنی TaqIو  ClaIهای  برش آنزيم

 
دارای  dکه ناحیه تکثیر شده با اين جفت آغازگر در آلل از آنجايی

است که اين محل برش در ارقام رنگی  ClaIيک مکان برشی 

و  211>های وجود باندرسد  نظر میهوجود ندارد، ب D دارای آلل

بازی در ارقام رنگی به دلیل جفت 811>همراه باند به 111>

در اين ارقام  Dهمراه آلل غالب به dوجود توامان آلل مغلوب 

و عدم  111>و  211>از طرف ديگر، حضور دو باند . باشد

 Dدهنده فقدان آلل غالب در ارقام سفید نشان 811>حضور باند 

اتوتتراپلويید بودن  که به دلیلاز آنجايی .ها بود در اين واريته

زمینی، امکان حضور چهار آلل در هر مکان ژنی وجود دارد، سیب

توان نتیجه گرفت که ارقام رنگی از لحاظ ژنتیکی حالت  می

را دارند، اما  Ddهتروزايگوت با ترکیب نامشخصی از دو آلل 

به چه تعداد در  Ddتوان دقیقا مشخص نمود که از دو آلل  نمی

به اين ترتیب کارآمدی حضور . استزيع شدهاين مکان ژنی تو

در متمايز نمودن آرايش آللی ارقام ClaI مکان برشی آنزيمی 

در ارقام  (Jung et al. 2009)ديپلويید رنگی و سفید   زمینی سیب

در پژوهش  .تتراپلوئید مورد آزمايش در اين بررسی نیز تايید شد

 کدام ازحاضر، بر اساس الگوی هضم آنزيمی، هیچ

تشخیص  Dهای سفید مورد آزمايش واجد آلل غالب  زمینی سیب

 R2R3زمینی فاکتور رونويسی  در سیب Dمکان ژنی  .داده نشدند

MYB های کلیدی  کند که برای تنظیم ژن را کد میR  وP  در

 Jung) تولید آنتوسیانین و تظاهر آن در بافت غده ضروری است

et al. 2009.) های غالب و مغلوب  آلل رسد تفاوت بین به نظر می

در سطح رونويسی است و به همین دلیل، با وجود  Dمکان ژنی 

به صورت غالب در ارقام سفید، در  Pو  Rحضور دو ژن کلیدی 

علت اصلی . شودهای رنگی تولید نمی غده Dغیاب آلل غالب ژن 

عنوان تواند به نمی (غیرعملکردی) dاين است که آلل مغلوب 

به افزايش بیان دو ژن کلیدی مسیر بیوسنتزی فاکتور رونويسی 

در اين  Pيا  Rهای آنتوسیانین کمک نمايد و به اين لحاظ، ژن

ارقام برای تولید آنتوسیانین و تظاهر رنگ در غده بیان کافی 

 .ندارند

برای  P2ClaI و P1TaqIدر اين بررسی، از دو جفت آغازگر 

 در TaqIنزيم برشی های آ مکان. استفاده شد Pتکثیر بخشی از ژن 

 PCRمحصول در  ClaIو  P1TaqI-R / P1TaqI-F قطعه تکثیری

تمايز دو آلل اين ژن  برای P2ClaI-F / P2ClaI-Rجفت آغازگر 

 Pهای  يکی از آلل. لازم استهای بنفش ديپلويید  زمینی در سیب

 ClaIبرشی  مکاناما فاقد  TaqIبرشی  مکاندارای ارقام بنفش در 

 را ندارد، TaqI مکان برشی اين ژن که آلل ديگردر حالی  ،است

 در واکنش (.Jung et al. 2005) يابدبرش  ClaIتواند با  اما می

PCR  با جفت آغازگر اختصاصیP1TaqI  قطعه مورد انتظار ،

های  در کلیه نمونه Pنوکلئوتیدی مربوط به مکان ژنی  811حدود 
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پس از هضم  . (5شکل )با غده سفید، قرمز و بنفش تکثیر يافت 

و  Purple Pelisseبنفش  ارقام ،TaqIبا آنزيم  PCRمحصول 

Purple Majesty  ی تولید نمودند، بازجفت 241و  211قطعه دو

و  (Bildstarو  Red Robin)قرمز  با پوست ارقامکه،  در حالی

بازی ايجاد کردند جفت 241 قطعه يکتنها  (Istanbuli) یدسف

جايگاه  پس از هضمنوکلئوتیدی  211حضور قطعه  .(6شکل )

، نشانگر بنفش يپهاپلوتازمینی  سیب در TaqI يمآنز با Pژنی 

 (Jung et al. 2005) استرنگ بنفش  یلل اختصاصآتنها وجود 

 (. 6شکل )دارد  مطابقت حاضر تحقیق نتايج باکه 

 

 
 با استفاده از جفت آغازگر Pژنی   نتايج تکثیر اختصاصی مکان -5شکل 

P1TaqI  1 .زمینی سیب ارقامدر. Red Robin 2 . Desiree3 .Bildstar 8. 
Roseval 5. Red Roseval 6. Istanbuli 0. Purple Majesty 4. Picasso 9. 

Charlotte. 
 

 
تکثیر شده با جفت آغازگر  Pژنی   مکان TaqIنتايج هضم آنزيمی با  -6 شکل

P1TaqI زمینی در ارقام سیب 

، Red Robin (1) ،Frisia (2) ،Purple Majesty (3)نشده  هضم PCRمحصول 

Picasso (8 ) محصول وPCR شده  هضم Red Robin(5) ،Purple Pelisse (6) ،

Purple Majesty (0) ،Bildstar (4) ،Istanbuli. (9).  

 

بازی در ارقام سفید و قرمز جفت 211عدم حضور باند  با توجه به

قطعه در اين ارقام با ارقام  چنین استنباط می شود که توالی اين

علت داشتن تعداد زيادی که بهطوریههايی دارد، ب بنفش تفاوت

است به قطعات کوچکتری تقسیم شده TaqIجايگاه برش آنزيمی 

روی ژل آگارز  اندازه که تشخیص اين قطعات به خاطر کوچکی

توان نتیجه  ای درست باشد، می اگر چنین فرضیه. ممکن نیست

 TaqIبازی در هضم آنزيمی با جفت 211قطعه  گرفت حضور

در ارقام بنفش است و ارقام  P( غالب)نشان دهنده آلل عملکردی 

در ارقام قرمز و . میباشند p سفید و قرمز دارای آلل غیرعملکردی 

و آلل   Dکه ارقام سفید حاوی آلل غالبدر صورتی)سفید 

زی با باجفت 241پس از هضم قطعه ( باشند pغیرعملکردی 

TaqI، شود که احتمالا  تر ايجاد میتعداد زيادی قطعه کوچک

تشخیص قطعات کوچکتر روی ژل آگارز به دلیل اندازه کوچک 

 .پذير نیست ها امکان آن

آنزيم  عنوان کد کنندهبه P بر بیان ژن D دلیل تاثیر گذاری ژنبه

عدم  هیدروکسیلاز برای تظاهر رنگ بنفش، -5ʹ ،3ʹفلاونوئید 

، Dرغم داشتن ژن های قرمز را، علی هر رنگ بنفش در غدهتظا

. نسبت داد( P)توان به عدم وجود آلل عملکردی رنگ بنفش  می

های سفید نیز چون هیچ تظاهری از رنگ در ارقام سفید  در غده

فرض اين است که ارقام سفید حتی اگر واجد  شود، پیش ديده نمی

 Dلیل فقدان لوکوس دباشند، به( P)آلل عملکردی رنگ بنفش 

  .قادر به تظاهر رنگ نیستند

بازی از جفت 1111يک قطعه  P2ClaIبا جفت آغازگر اختصاصی 

زمینی با غده سفید،  های سیب در کلیه نمونه f3ʹ5ʹhژن  P2آلل 

زمینی شیرين  قرمز و بنفش تکثیر شد، ولی چنین باندی در سیب

(Ipomoea batatas ) از خانوادهConvolvulaceae دشتولید ن .

زمینی شیرين نشان داد که اين  در رقم سیب P2عدم تکثیر ژن 

هضم . باشد می Solanaceaeجفت آغازگر اختصاصی خانواده 

ها منجر به تولید دو قطعه  همه نمونه در ClaIآنزيمی اين قطعه با 

باند حدود  يک ارقام بنفش نوکلئوتیدی شد، ولی در 251و  911

که در الگوی هضم آنزيمی ارقام  دست آمدهی نیز ببازجفت 651

مقايسه الگوی هضم آنزيم (. 0شکل ) دشسفید و قرمز مشاهده ن

ClaI  در قطعات ژنومی حاصل از تکثیر ژنP2  در اين تحقیق با

 .Jung et al) پس از بیان تحقیق قبلی cDNAالگوی هضم قطعات 

ازی بجفت 251نشان داد که در هر دو الگوی هضم، قطعه  (2005

 .وجود دارد
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 .زمینی در ارقام سیب P2ClaIتکثیر شده با جفت آغازگر  P2ژنی   مکان ClaIنتايج هضم آنزيمی با  -0 شکل

 Purple Majesty (8) ،Picasso (5) ،Purpleشده  هضم PCRمحصول و  Purple Majesty (1) ،Picasso (2) ،Sweet Potato (3)نشده  هضم PCRمحصول 

Pelisse (6) ،Amorosa (0) ،Sweet Potato (4)، Istanbuli (9) ،Gold Doree (11) ،Charlotte (11) . 

 

 
 .زمینی سیب ارقامدر  RBamHIبا استفاده از جفت آغازگر  R ژنی  نتايج تکثیر اختصاصی مکان -4شکل 

. 1 .Red Robin 2.  Desiree3. Bildstar 8. Roseval 5. Red Roseval 6. Istanbuli 0. Purple Majesty 4. Picasso 9. Charlotte. 

 

 
 .زمینی سیب ارقامدر  RBamHI تکثیر شده با جفت آغازگر R ژنی  مکان BamHI نتايج هضم آنزيمی با -9 شکل

 Purple Majesty (3)، Desiree (8)، Red Robin (5) ،Purple Pelisse (6)، Red شده هضم PCR محصولو  Red Robin (1)، Frisia (2) نشده هضم PCRمحصول 

Roseval (0)، Bildstar (4)، Roseval (9)، Amorosa (11)، Frisia (11). 

 

باشد  می Pدر داخل اگزون دوم ژن  ClaIچون جايگاه برش آنزيم 

توان توجیه کرد که اين قطعه حاصل برش حد فاصل  احتمالا می

در داخل ( 8شکل ) ClaIو  TaqIدو جايگاه چند شکل برش 

مانده در توالی ژنومی رسد قطعه باقی نظر میبه. وم استاگزون د

P  باز است، همان قطعه دوم جفت 651که در ارقام بنفش حدود

وجود . در داخل اگزون و اينترون دوم باشد ClaIحاصل از هضم 

توان  بازی در ارقام سفید و قرمز را میجفت 911قطعه حدود 

زيم در اگزون دوم احتمالا به عدم وجود جايگاه برش اين آن

بازی در ارقام بنفش شايد با جفت 911وجود قطعه . نسبت داد

از . هتروزايگوت بودن اين ارقام در اين لوکوس مرتبط باشد
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توانند  که اين دو آلل اختصاصی ارقام بنفش هستند، میآنجايی

 . شوند باعث تمايز اين ارقام از انواع سفید و قرمز 

ردوکتاز را -8 نزيم دی هیدروفلاونولزمینی، آ سیب Rمکان ژنی 

قطعه . (De Jong et al. 2003a; Zhang et al. 2009b) کند کد می

، RBamHIحاصل تکثیر اين مکان ژنی به وسیله جفت آغازگر 
است که پس از هضم  BamHIآنزيم  دارای يک جايگاه برش

 .شود منجر به تمايز ارقام سفید و رنگی می

دارای جايگاه برشی  RBamHIازگر با جفت آغ PCRدر واکنش 

BamHI بازی در ارقام مورد جفت 611، قطعه مشابه حدود

منجر به  BamHIهضم قطعه مزبور با . (4شکل )بررسی تکثیر شد 

در ارقام بنفش و قرمز . بازی شدجفت 162و  231تولید دو قطعه 

ای در ارقام  بازی نیز ظاهر شد که چنین قطعهجفت 301يک قطعه 

قطعه مزبور  BamHIبرش آنزيمی (. 9شکل )وجود نداشت  سفید

به ظهور ، (De Jong et al. 2003a) در يک تحقیق مشابه ديگر

بازی در ارقام رنگی و تولید جفت 162و  301قطعات حدود 

بازی در ارقام سفید منجر جفت 188و  154، 231قطعات حدود 

ضور يا عدم بر مبنای اين نتايج چنین تفسیر شد که ح. شده بود

تواند به تفکیک ارقام رنگی و  بازی میجفت 301حضور قطعه 

 188و  154با توجه به عدم تفکیک قطعات . سفید کمک نمايد

توان چنین  بازی در ژل آگارز، میجفت 162بازی از قطعه جفت

نوکلئوتیدی با  611فرض نمود که نتايج برش آنزيمی قطعه 

BamHI حقیق قبلیدر پژوهش حاضر با نتايج ت (De Jong et al. 

2003a) در پژوهش حاضر ارقام قرمز و بنفش با . مطابقت دارد

( BamHIبا يک جايگاه برش آنزيم ) 162و  301تولید دو قطعه 

و  154، 188و ارقام سفید با تولید سه قطعه  Rواجد آلل غالب 

دارای آلل ( BamHIبا دو جايگاه برش آنزيم )باز جفت 231

در اين پژوهش، چون ارقام رنگی . خیص داده شدندتش rمغلوب 

 r (231و مغلوب ( بازیجفت 301قطعه ) Rهر دو نوع آلل غالب 

توان نتیجه گرفت ارقام  را پس از هضم نشان دادند می( بازیجفت

ها  رنگی تتراپلويید استفاده شده هتروزايگوت بوده ولی ژنوتیپ آن

 .مشخص نیست

 حاوی ارقام آنتوسیانین یوسنتزیب مسیر های ژن بررسی نتايج

 در ارقام اين تمامی که داد نشان رنگ بنفش و قرمز سفید، های غده

های  در گونه D (I و P، R کلیدی ژن سهدارای  ژنومی سطح

با اين وجود، توالی . هستند نظر مورد (زمینی ديپلوئید سیب

 ندتغییراتی دار سفید و رنگی ارقام ها در بین نوکلئوتیدی اين ژن

  هضم های يگاه، جاهای نوکلئوتیدی بر اساس اين تفاوت که

 های غالب و مغلوب اختصاصی برای تشخیص آلل يمیآنز

 ;De Jong et al. 2003a; Jung et al. 2005) استشده یطراح

Jung et al. 2009).  

های عملکردی و غیرعملکردی  اگر چه اين روش برای تعیین آلل

 ;Jung et al. 2005) استید طراحی شدههای ديپلوي زمینی در سیب

Jung et al. 2009). های  زمینی ولی تعمیم کاربرد آن در سیب

. تتراپلويید رنگی و سفید در اين تحقیق نیز موفقیت آمیز بود

در  R در ارقام بنفش و آلل غالب P2و  P1های غالب  حضور آلل

غالب  یها نشان داد که تعیین حضور اين آلل ارقام بنفش و قرمز

به روش برش آنزيمی قطعات تکثیر يافته، برای تفکیک نتاج ارقام 

  rو pمغلوب  های زمینی حاوی آلل رنگی از ارقام سفید سیب

در  D با اين وجود، به دلیل تاثیر مستقیم لوکوس. مناسب است

در اين ارقام الزامی  D، تعیین غالبیت آلل R و P های بیان ژن

  .باشد می

های ژنی ارقام  ن الگوی هضم آنزيمی مکاناين روش تعیی

های اصلاحی  عنوان يک نشانگر در برنامهتواند به زمینی، می سیب

 Pهای  چنین، پس از تشخیص ژنهم. کاربرد مناسبی داشته باشد

با  Dهمراه آلل عملکردی ها را به توان آن به اين روش، می Rيا 

ارقام سفید اندازهای مناسب بیانی اختصاصی بافت، به  راه

 .دست آيدهزمینی منتقل نمود تا ارقامی با الگوهای رنگی ب سیب
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