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 يسمآلل در سيب گوشت قرمز و مطالعه MdMYB10bجداسازي و بررسي بيان واريانت 
  ژنهاي مسئول رنگ قرمز در سيب

  3بهرام محمدسلطانيو  ٭2، عباس يداللهي1ابراهيم محمودي

  دانشگاه تربيت مدرس، گروه بيوتكنولوژيتهران،  1
  دانشگاه تربيت مدرس، گروه علوم باغبانيتهران،  2

  دانشگاه تربيت مدرس، گروه ژنتيكتهران،  3

  23/12/91: تاريخ پذيرش  22/3/90 :تاريخ دريافت

  دهيچك

مهم  از يكي كه دارند عهده بر يمتعدد ينقشها اهانيگ در يسيرونو يفاكتورها نيبزرگتر از يكي به عنوان MYB يژن خانواده
 و MdMYB1، MdMYBA ژن سه) Malus ×domestica( بيس در. است اهيگ كرهيپ در نيانيآنتوس سطح ميتنظ آنها نيتر

mdMYB10 ژن از انتيوار كي يجداساز ضمن مطالعه نيا در .باشنديم قرمز رنگ توسعه مسئول نيانيآنتوس سطح كنترل  با 
MdMYB10، نام با MdMYB10bژن نيا. شد نييتعالگوي بياني آن در بافتهاي مختلف  رانيا يبوم قرمز گوشت ، از يك سيب 

 يانيب چيه) ديسف گوشت(كنترل رقم در حالي كه در شد انيب وهيم گوشت و پوست بذر، برگ، شامل اهيگ قرمز يبافتها يتمام در
 ژنوم كامل يتوال از استفاده زين و قرمز رنگ مسئول يژنها يكيوانفورماتيب يبررس و مطالعه نيا جينتا به توجه با. نشد مشاهده

 يالگو كي نيهمچن. شوند گرفته نظر در لوكوس كي يهاآلل عنوانبه  MYB(10,1,A) همولوگ سه نيا كه شد شنهاديپ بيس
 قرمز و ديسف گوشت پيژنوت دو هر در MdMYBAو MdMYB1 آلل اساس نيا بر كه شد ارائه پيژنوت و بافت به وابسته يانيب

 بافتها همه در و بوده موجود قرمز گوشت پيژنوت در تنها MdMYB10حالي كه در كننديم عمل پوست در تنها و دارد وجود
  .دارد عملكرد

  .MdMYB10،  رنگ قرمز،  گوشت قرمز سيب ، بيان ژن،آلل آنتوسيانين، :هاي كليديواژه

 Yadollah@modares.ac.ir: كييالكترون پست ،48292091: تلفن مسئول، سندهينو* 

  مقدمه
 بومي سيب يها گونه از يكي يرانيا قرمز گوشت سيب

 در آنتوسيانين بالاي مقادير وجود ليبدل كه است رانيا
 تمايز سبب امر همين و دارد رنگ قرمز گوشت كورتكس،

). 18(است شده جذاب ظاهر ايجاد و معمولي سيب از آن
يك تركيب  به عنوانهستند كه  ييهارنگدانه هانيانيآنتوس

 به باتيترك نيا. شوند ثانويه، از فلاونوئيدها مشتق مي
 درهاي طبيعي  رنگ دهنده به صورت هاكارتنوئيد همراه

 ليقب از رنگها از يعيوس فيط ومسئول ساخته اهانيگ
 ياندامها و بذر وه،يم گل، در قرمز و بنفش ،يآب ،ينارنج

ي مؤثرآنتوسيانين نقش ).2( باشديم اهانيگ يشيرو
درجلوگيري ازبيماريهاي قلبي،سرطان وديابت دارد و 

 زين اهانيگ در آفات مقابل در مقاومت جاديا در نيهمچن
 ,CHS(آنزيمهاي مسير آنتوسيانين  .)11 و 10( دارند نقش

F3H, DFR, ANS, UFGT ( توسط فاكتورهاي رونويسي
MYB  7(تنظيم مي شوند .(MYB  ها يكي از بزرگترين
هاي ژني در گياهان است كه داراي يك تا سه خانواده

در دمين متصل شونده ) R1 ،R2 ،R3(تكرار محافظت شده 
 bHLHبوده و اغلب با فاكتورهاي رونويسي  DNAبه 
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در گياه آرابيدوپسيس ).12و  8(كنند همكاري مي
)Arabidopsis thaliana (125  ژنMYB  شناسايي شده كه

در تنظيم آنتوسيانين دخالت AtMYB90و  AtMYB75ژنهاي 
 VvMYBA1ژنهاي ) Vitisvenifera(در انگور ). 15(دارند 

 ).18و  9(در كنترل آنتوسيانين نقش دارند  VvMYBA2و 
تنظيم  به عنوان MYBدر بسياري از گياهان ديگر ژنهاي 

ي در ايجاد رنگ دارند مؤثرهاي آنتوسيانين نقش كننده
 به عنوان MdMYBAو  MdMYB1در سيب ژنهاي ). 13(

و  1(اند مسئول ايجاد رنگ قرمز در پوست شناسايي شده
كه در بافت گوشت ميوه  MdMYB10همچنين ژن ). 16

شود كنترل رنگ قرمز در اين بافت را بر عهده دارد بيان مي
اي در ناحيه پيشبرنده اين ژن وجود يك توالي ماهواره). 4(

سبب افزايش سطح رونويسي آن در بافت گوشت شده 
  ). 3(است 

ه يناح(ب وجود دارد كه رنگ گوشت ياز ارقام س يتعداد
ر يمقاد يآنها قرمز است و دارا) وه و هستهين پوست ميب
 يدر جنگلها يوحش به صورتن است و يانيآنتوس ياديز
توان به ين ارقام ميكند كه از جمله ايرشد م يمركز يايآس

MaluspumilavarNiedzwetzkyana در واقع . اشاره كرد
تجمع رنگيزه آنتوسيانين يا كاروتنوئيد در كورتكس 

ي گوشت سيبهات قرمز، وجه تمايز آن با سيبهاي گوش
امروزه توجه زيادي به ارقام  .سفيد در نظر گرفته مي شود

گوشت قرمز سيب در دنيا شده است زيرا به اثبات رسيده 
اكسيدانتي بسيار بالاتري  است كه اين ارقام خاصيت آنتي

ب ياز ارقام س يتعداد. ي معمولي دارندسيبهانسبت به 
ران وجود دارد كه يمنطقه مختلف از ا گوشت قرمز در چند

ن صفت بر ياز نقطه نظر ا يمولكول يچ بررسيتاكنون ه
ن ييو تع يبه منظور جداساز. آنها انجام نشده است يرو
عامل  به عنوانكه  يژن( MYB10 يسيفاكتور رونو يتوال
و ) ب گزارش شده استين در سيانيم كننده آنتوسيتنظ

ن يانتقال ژن و همچن يپروژه هان ژن در يامكان استفاده ا
 يهاتهيگزارش شده وار يزان شباهت با همولگهايم يبررس

 ين ژن در بافتهايان ايب يو نيز مطالعه الگو يخارج
  . ب گوشت قرمز اين پژوهش انجام شديته سيمختلف وار

  روشها و مواد
 عمليات 1388 ارديبهشت در: گياهي مواد يآور جمع
 از ها نمونه. گرفت صورت سيب درختان از گيري نمونه

 اصلاح سسهؤم به وابسته آباد كمال ميوه درختان كلكسيون
 استخراج يبرا. گرديد انتخاب كرج بذر و نهال تهيه و

RNA و DNA فصل يابتدا در ها سرشاخه جوان يبرگها 
. ديگرد منجمد مايع ازت در بلافاصله و انتخاب رشد
 و پوست بذر، برگ، يبافتها ،RNA استخراج جهت
 و B.9 يبراDAF 102( يدگيرس مرحله در وهيم گوشت

DAF120 در و خرد بلافاصله  و هيته) يخوانسار يبرا 
 ينگهدار يبرا ها نمونه يتمام. شد زيفر عيما ازت

 يرو بر شهايآزما. شدند ينگهدار - 80 يدما در بلندمدت
 رقم و قرمز گوشت پيفنوت يدارا كهB.9 واريكولت

  .شد انجام بود، ديسف گوشت پيفنوت يدارا كه  يخوانسار

 500 از RNA استخراج: cDNA ساخت و RNA استخراج
 همكاران و كيگاس روش مطابق هدف بافت گرميليم

 نانوگرم 350 از استفاده با cDNA ساخت). 6( شد انجام
RNA ميآنز از واحد 40 شامل تريكروليم 20 حجم در كل 

M-Mulv، بافر x5 ،20 از واحد RiboLock™ Rnase 

inhibitor، 10 از موليليم dNTPs، درجه  42 يدما در
به  تينها در و شد انجام قهيدق 90 به مدتسانتي گراد 

. شد انكوبهدرجه سانتي گراد  70 يدما در قهيدق 10 مدت
 و يجداساز جهت استفاده مورد ياختصاص يآغازگرها

-Forward (5′ شاملMYB10  ژن انيب يبررس

ATGGAGGGATATAACGAAAACC)  و Revers 

(5′-TTCTTCTTTTGAATGATTCCA) واكنش. بودند 
 بافر شامل ميكروليتر 25 حجم در پليمراز اي زنجيره

x10،10 از ميلي مولار dNTPs ، 40 از مولار يليم MgCl2، 
 مرازيپلتك ميآنز از واحد 1 و آغازگر هر از كرومولاريم 5
واسرشته سازي  شامل PCR مراحل. شد انجام) ناژنيس(
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 چرخه 35 ،دقيقه 4 به مدتدرجه سانتي گراد  94ر اوليه د
به درجه  57  ،ثانيه 40 به مدتدرجه سانتي گراد  95(

 تينها در و) ثانيه 60 به مدتدرجه  72 وثانيه  40 مدت
 واكنش محصولات .بوددقيقه  15 به مدتدرجه  72 در

 نگهداريسانتي گراد درجه  4 دماي در پليمراز اي زنجيره
 درصد 1 آگارز ژل يرو بر محصولات الكتروفورز. شدند

 ديبروما وميديات با آميزي رنگ سپس و گرفت صورت
  .شد انجام

 افزار نرم از استفاده مرهايپرا يطراح: زيآنال و يبررس
Primer3 تيسا وب زين و http://eu.idtdna.com انجام 

 توسط هايتوال يفيهمرد يبررس. شد
)www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2( Clustal W و 

 Genetics افزار نرم از استفاده با يلوژنيف درخت ميترس

Analysis (MEGA4)Molecular Evolutionary، نسخه 
 صورت neighbor-joining متد از استفاده و 2/0/4

بر روي توالي كامل ژنوم  blastهمچنين جستجوي .گرفت
  http://www.rosaceae.orgسيب با استفاده از وب سايت 

  .انجام شد

  جينتا
 MdMYB10 ژن:  MdMYB10ژن انتيوار كي يجداساز

 به. دارد دخالت بيس وهيم گوشت در نيانيآنتوس سنتز در
 بافت از cDNA total  ابتدا در ژن نيا يجداساز منظور
 و هيته )Malus ×domestica, cv. B.9( بيس قرمز گوشت
 كلون كي ياختصاص يآغازگرها از استفاده با سپس

bp729 243 نيپروتئ كي ژن نيا.شد يابي يتوال و ريتكث 
 R2 و R1 نيدم دو يحاو كه كنديم كد را يانهيآم دياس
 يژنها با آن نهيدآمياس يتوال يفيرد هم يبررس. باشديم

 كه داد نشان بيس قرمز رنگ در ليدخ شده گزارش
 كي بيترت به كه دارد وجود) درصد99( ييبالا مشابهت

 نهيدآمياس دو و MdMYB1و MdMYB10Aبا نهيدآمياس
 كي به عنوان ژن نيا). 1شكل (تفاوت دارد MdMYB10با

 وه،يم گوشت قرمز رنگ مسئول و MdMYB10 از انتيوار
  ). AB592747.1( ديگرد ثبت MdMYB10b نام با

  )الف
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  )ب
MdMYB1          ---MEGYNENLSVRKGAWTREEDNLLRQCVEIHGEGKWNQVSYKAGLNRCRKSCRQRWLN 57 
MdMYBA          ---MEGYNENLSVRKGAWTREEDNLLRQCVEIHGEGKWNQVSYKAGLNRCRKSCRQRWLN 57 
MdMYB10b        ---MEGYNENLSVRKGAWTREEDNLLRQCVEIHGEGKWNQVSYKAGLNRCRKSCRQRWLN 57 
MdMYB10         ---MEGYNENLSVRKGAWTREEDNLLRQCVEIHGEGKWNQVSYKAGLNRCRKSCRLRWLN 57 
VvMYBA1         ---ME----SLGVRKGAWIQEEDVLLRKCIEKYGEGKWHLVPLRAGLNRCRKSCRLRWLN 53 
VvMYBA2         ---MK----SLGVRKGAWTQEEDVLLRKCIEKYGEGKWHLVPLRAGLNRCLKSCRLRWLN 53 
MrMYB1          ---MEG---SLGVRKGAWTVEEDTLLKLYIEKYGEGKWHQVPPRAGLNRCRKSCRLRWLN 54 
ROSEA1          ---MEK--NCRGVRKGTWTKEEDTLLRQCIEEYGEGKWHQVPHRAGLNRCRKSCRLRWLN 55 
ROSEA2          ---MQK--NPRGVRKGTWTKEEDILLMECIDKYGEGKWHQVPLKAGLNRCRKSCRLRWLN 55 
AtMYB90         ---MEG--SSKGLRKGAWTAEEDSLLRLCIDKYGEGKWHQVPLRAGLNRCRKSCRLRWLN 55 
AtMYB75         ---MEG--SSKGLRKGAWTTEEDSLLRQCINKYGEGKWHQVPVRAGLNRCRKSCRLRWLN 55 
LeANT1          --------------KGSWTDEEDFLLRKCIDKYGEGKWHLVPIRAGLNRCRKSCRLRWLN 46 
PhAN2           MSTSNA--SSSGVRKGAWTEEEDLLLRECIEKYGEGKWHLVPVRAGLNRCRKSCRLRWLN 58 
LAP4            --MEKC--KTRGVRKGAWTYEEDKLLKACMQKYGEGKWHLVPQRAGLNRCRKSCRLRWLN 56 
ZmMYBC1         -MGRRACCAKEGVKRGAWTSKEDDALAAYVKAHGEGKWREVPQKAGLRRCGKSCRLRWLN 59 
ZmMYBPL         -MGRRACCAKEGVKRGAWTAKEDDTLAAYVKAHGEGKWREVPQKAGLRRCGKSCRLRWLN 59 
GhMYB9          -MGRSPCCEKAHTNKGAWTKEEDDRLIAYIRAHGEGCWRSLPKAAGLLRCGKSCRLRWIN 59 
                              :*:*  :**  *   :  :*** *. :.  *** ** **** **:* 
 
MdMYB1          YLKPNIKRGDFKEDEVDLIIRLHRLLGNRWSLIARRLPGRTANAVKNYWNTRLRID--S- 114 
MdMYBA          YLKPNIKRGDFKEDEVDLIIRLHRLLGNRWSLIARRLPGRTANAVKNYWNTRLRID--S- 114 
MdMYB10b        YLKPNIKRGDFKEDEVDLIIRLHRLLGNRWSLIARRLPGRTANAVKNYWNTRLRID--S- 114 
MdMYB10         YLKPNIKRGDFKEDEVDLIIRLHRLLGNRWSLIARRLPGRTANAVKNYWNTRLRID--S- 114 
VvMYBA1         YLKPDIKRGEFALDEVDLMIRLHNLLGNRWSLIAGRLPGRTANDVKNYWHSHHFKKKVQ- 112 
VvMYBA2         YLKPDIKRGEFALDEVDLMIRLHNLLGNRWSLIAGRLPGRTANDVKNYWHGHHLKKKVQ- 112 
MrMYB1          YLKPNIKRGEFKADEVDLMIRLHKLLGNRWSMIAGRLPGRTANDVKNYWNTHLRKNAIS- 113 
ROSEA1          YLRPNIKRGRFSRDEVDLIVRLHKLLGNKWSLIAGRIPGRTANDVKNFWNTHVGKNLGE- 114 
ROSEA2          YLRPNIKRGCFSKDEVDLIVRLHKLLGNKWSLIAGRIPGRTANDVKNFWNTHVGKNLGV- 114 
AtMYB90         YLKPSIKRGRLSNDEVDLLLRLHKLLGNRWSLIAGRLPGRTANDVKNYWNTHLSKKHESS 115 
AtMYB75         YLKPSIKRGKLSSDEVDLLLRLHRLLGNRWSLIAGRLPGRTANDVKNYWNTHLSKKHEP- 114 
LeANT1          YLRPHIKRGDFEQDEVDLILRLHKLLGNRWSLIAGRLPGRTANDVKNYWNTNLLRKLNT- 105 
PhAN2           YLRPHIKRGDFSLDEVDLILRLHKLLGNRWSLIAGRLPGRTANDVKNYWNTHLRKKLIA- 117 
LAP4            YLNPTINRESFSEDEVDMILRLHKLLGNRWSLIAARLPGRTANDVKNYWHTHLRKKMVS- 115 
ZmMYBC1         YLRPNIRRGNISYDEEDLIIRLHRLLGNRWSLIAGRLPGRTDNEIKNYWNSTLGRRAGA- 118 
ZmMYBPL         YLRPNIKRGNISYDEEDLIVRLHKLLGNRWSLIAGRLPGRTDNEIKNYWNSTLGRRA--- 116 
GhMYB9          YLRPDLKRGNFTEEEDELIIKLHSLLGNKWSLIAGRLPGRTDNEIKNYWNTHIRRKLLS- 118 
                **.* :.*  :  :* :::::** ****:**:** *:**** * :**:*:           
 
MdMYB1          -------RMKTVKNKSQEMRKTNVIRPQPQKFNRSSYYLSSK----------EPILDHIQ 157 
MdMYBA          -------RMKTVKNKSQEMRKTNVIRPQPQKFNRSSYYLSSK----------EPILDHIQ 157 
MdMYB10b        -------RMKTVKNKSQEMRETNVIRPQPQKFNRSSYYLSSK----------EPILDHIQ 157 
MdMYB10         -------RMKTVKNKSQEMRETNVIRPQPQKFNRSSYYLSSK----------EPILDHIQ 157 
VvMYBA1         -------FQKEGRDKPQTHSKTKAIKPHPHKFSKALPRFELK----------TTAVDTFD 155 
VvMYBA2         -------FQEEGRKKPQTHSKTKAIKPHPHKFSKALPRFELK----------TTAVDTFD 155 
MrMYB1          -------RIKDGGEKAQQTSKVNIIKPRPRTFAKNLTWFGGKP---------TIMAASFQ 157 
ROSEA1          ----DGERCRKNVMNTKTIKLTNIVRPRARTFTGLH--------------VTWPREVGKT 156 
ROSEA2          ----DGERRKKNVMNTKNSKETNIIRPRARTFNGLH--------------VTWPREHGKN 156 
AtMYB90         CCKSKMKKKNIISPPTTPVQKIGVFKPRPRSFSVN--NGCSHLN--GLPEVDLIPSCLGL 171 
AtMYB75         CCKIKMKKRDITPIPTTPALKNNVYKPRPRSFTVN--NDCNHLN--APPKVDVNPPCLGL 170 
LeANT1          --TKIVPREKINNKCGEISTKIEIIKPQRRKYFSSTMKNVTNNN------VILDEEEHCK 157 
PhAN2           --PHDQKQE-SKNKAMKITEN-NIIKPRPRTFSRPAMNHVSCWNGKSCSKNTIDKNEGDT 173 
LAP4            --RKEEKKE--NEKPKESMQTHEVIKPQPRTFSSHSPWLNGKYNNFVTPIVTVSTNDGNV 171 
ZmMYBC1         GAGAGGSWVVVAPDTGSHATPAATSGACETGQNSAAHRADPDSAGTTTTSAAAVWAPKAV 178 
ZmMYBPL         ----GGSRVVFAPDTGSHATPAAGSREMTGGQKGAAPRADLGSP----ASAAVVWAPKAA 168 
GhMYB9          RGIDPATHRPLN-EASQDVTTISFSGAKEEKEKINTNSNNNPIGFITKDEKKIPVQERCP 177 
                                                                             
 
MdMYB1          SAEDLST-PPQTSSSTKNGNDWWETLLEG-EDTFERAAYPSIELEEELFTSFWFDDRLSP 215 
MdMYBA          SAEDLST-PPQTSSSTKNGNDWWETLLEG-EDTFERAAYPSIELEEELFTSFWFDDRLSP 215 
MdMYB10b        SAEDLST-PPQTSSSTKNGNDWWETLLEG-EDTFERAAYPSIELEEELFTSFWFDDRLSP 215 
MdMYB10         SAEDLST-PPQTSSSTKNGNDWWETLLEG-EDTFERAAYPSIELEEELFTSFWFDDRLSP 215 
VvMYBA1         TQVSTSSKPSSASPQPNDGIIWWESLLAEHAQMDQETDFSASG--EVLIASL-WTEETAT 212 
VvMYBA2         TQVSTSSKPSSTSPQPNDDIIWWESLLAEHAQMDQETDFSASG--EMLIASL-WTEETAT 212 
MrMYB1          PKDNVISDLPPAPLPSENSVKWGENLFDDKEAGDEIGTYDVGGLNEEPIATFRWAEAAPA 217 
ROSEA1          DEFSNVRLT-TDEIPDCEKQTQFYNDVASPQDEVEDCIQWWSK-------LLETTEDGEL 208 
ROSEA2          DAFSNVRITSTTENLDYEKQKPFHNNVASTPEEVDESIRWWSN-------LLETTED-EL 208 
AtMYB90         KKNNVCENSITCNKD-DEKDDFVNNLMNGDNMWLENLLGENQE----ADAIVPEATTAEH 226 
AtMYB75         NINNVCDNSIIYNKD-KKKDQLVNNLIDGDNMWLEKFLEESQE----VDILVPEATTTEK 225 
LeANT1          EIIS---EKQTPDASMDNVDPWWINLLENCNDDIEEDEEVVINYEKTLTSLLHEEISPPL 214 
PhAN2           EIIKFSDEKQKPEESIDDGLQWWANLLANN---IEIEELVSYN----SPTLLHEETAPSV 226 
LAP4            AKDSEVDTILPINGDGDSAAQPYLENPTLSSMWWESLLNVSNDKIGSCSLLLPEEYS-KL 230 
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ZmMYBC1         RCTGGLFFFHRDTTPAHAGETATPMAGGGGGGGGEAGSSDDCSSAASVSLRVG-SHDEPC 237 
ZmMYBPL         RCTGGLFFHRRDTHTPHAGGTETPTPMMAGGGGGEARSSDDCSSAASVSPLVGSSQHDPC 228 
GhMYB9          DLNLDLRISPPYYQQTQPESFKTGGRTLCFICSLGVKNSKDCT-CSTITTAAGSSSSSSS 236 
                                                                             
 
MdMYB1          RSCAN---------FPEGQSRS-----------EFSFSTDLWNHSKEE------------ 243 
MdMYBA          RSCAN---------FPEGQSRS-----------EFSFSTDLWNHSKEE------------ 243 
MdMYB10b        RSCAN---------FPEGQSRS-----------EFSFSTDLWNHSKEE------------ 243 
MdMYB10         RSCAN---------FPEGHSRS-----------EFSFSTDLWNHSKEE------------ 243 
VvMYBA1         QKKG------PMDGMIEQIQGGE---------GDFPFDVGFWDTPNTQVN---HLI---- 250 
VvMYBA2         QKKGTHSKTKAIKPHPHKFSKAL---------PRFELKTTAVDTFDTQVSTSSKLIHVTT 263 
MrMYB1          ETVG-----TPLDEFGPSFWA------------EFPSNLDVWDFLDPLDP---------- 250 
ROSEA1          GNLFE-------EAQQIG---------------------N-------------------- 220 
ROSEA2          ENLFE-------DVQQTG---------------------KMSEW---------------- 224 
AtMYB90         GATLA-------FDVEQL-------------------WSLFDGETVELD----------- 249 
AtMYB75         GDTLA-------FDVDQL-------------------WSLFDGETVKFD----------- 248 
LeANT1          NIGEG-------NSMQQGQISHENWGEFSLNLPPMQQGVQNDDFSAEID-LWNLL----- 261 
PhAN2           NAES---------SLTQG-------------------GSGLSDFSVDIDDIWDLLN---- 254 
LAP4            NVEN---------FLAEGPSTVG----------DFSWDSTICEFDSLLDDILN------- 264 
ZmMYBC1         FSGDG-------DGDWMDDVR---------------ALASFLESDEDWLRCQTAGQLA-- 273 
ZmMYBPL         FSGDG-------DGDWMDDVR---------------ALASFLESDEERLRCHTAEQLV-- 264 
GhMYB9          HSNSN-------NSSGYDFLG---------------LKSGILEYRSLEMK---------- 264 
                                                                             
 

هاي مسئول MYBرا به ديگر MdMYB10bآناليز فيلوژني مشابهت . MYBبا پروتئينهاي ديگر  MdMYB10bمقايسه توالي اسيدآمينه  -1شكل
 Malus ×domestica, MdMYB1دست آمد و شامل ه ب GenBankيا   EMBLاز  MYBتوالي ژنهاي  .دهدسيب نشان ميرنگ قرمز 

(DQ886414), MdMYB10 (DQ267896), MdMYBA (AB279598.1); Vitis venifera, VvMYBA1 (BAD18977), 
VvMYBA2 (AB097924); Lycopersicon esculentum, LeANT1 (AAQ55181); Arabidopsis thaliana, AtMYB75 
(ABB03879), AtMYB90 (NP176813); Gossypium hirsutum, GhMYB9 (AAQ55181); Zea mays, ZmMYBC1 

(AF320614), ZmMYBPL (L19496); Antirrhinum majus, ROSEA1 (ABB83826), ROSEA2 (ABB83827); Morus 
rubra, MrMYB1 (GQ340767); Medicago truncatula, LAP4 (FJ199997); Petunia hibrida, PhAN2 (AAF66727).. 

با  neighbor-joiningو استفاده از متد Genetics Analysis (MEGA4)Molecular Evolutionaryدرخت توسط نرم افزار. باشدمي
bootstrap replicates 1000. مقايسه توالي اسيد آمينه) بMdMYB10b   با فاكتورهاي رونويسيMYB  تنظيم كننده آنتوسيانين در گياهان

  .در سيب است MYBدهنده اسيد آمينه متفاوت در ژنهاي  محل پيكان نشان .شده استمقايسه  Clustal Wبرنامه  تواليها با استفاده از. ديگر

  

 در ژن انيب يالگو نييتع : MdMYB10bژن انيب يبررس
 يبررس مورد RT-PCR از استفاده با بيس مختلف يبافتها
 است شده داده نشان 2شكل در كه گونه همان. گرفت قرار
 بذر، در ژن نيا انيب يدگيرس مرحله در B9 واريكولت در

حالي  در. است مشاهده قابل وهيم پوست و گوشت برگ،
 به عنوان كه)يخوانسار( ديسف گوشت واريكولت در كه

 ژن از يرونوشت چيه د،يگرد استفاده كنترل نمونه
MdMYB10b 2شكل( نشد مشاهده يبافت چيه در.( 

 

  

  

 

  
 از( 4 تا 1 چاهك. RT-PCR از استفاده با) يخوانسار( ديسف و) B.9( قرمز گوشت رقم دو مختلف يبافتها در MYB10b انيب زيآنال -2 شكل
 4 چاهك( شودينم دهيد يانيب چيه يخوانسار رقم در. دهديم نشان را دنيرس اواسط در B.9 رقم در برگ و بذر پوست، گوشت، در ژن انيب) راست

  ).7 تا

18s  

MdMYB10b

                     B.9                                  خوانساري

 گوشت    پوست        بذر      برگ                گوشت      بذر        برگ
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 سه:  قرمز رنگ مسول يژنها ارتباط و تيموقع يبررس
 ولئمس به عنوان MdMYBAو  MdMYB10 ،MdMYB1 ژن

 گوشت در ياول كه است شده يمعرف بيس در قرمز رنگ
 از. كننديم عمل وهيم پوست در گريد ژن دو و برگ و وهيم

 مشخص كاملاً گريكدي با آنها ارتباط و تيموقع كه آنجا
 شيب( ژن سه نيا يبالا مشابهت به توجه با و است نشده

 از استفاده با و يطراح PCR برنامه كي ،)درصد 98 از
 يوستگيپ امكان يبررس جهت LA Taq polymerase ميآنز
 يمريپرا باتيترك همه. ديگرد اجرا بيس ژنوم در ژنها نيا

 در بود شده يطراح ژنها مجاورت و مختلف ينواح در كه
 از كدام چيه در كه گرفت قرار استفاده موردPCR  برنامه
 از استفاده با جستجوهمچنين . نشد مشاهده يمحصول آنها
 يژنها و MYB10 ژن cDNA و ORF و شبرندهيپ هيناح

 داد نشان يبررس نيا. شد انجام ژنوم يرو بر آن همولوگ
 كامل طوره ب) MDCO13323.319( گيكانت كي تنها كه

 يانتها در و است kb 22 گيكانت نيا طول. دارد مشابهت
 تا 29465538 دينوكلئوت از( 9 شماره كروموزوم

 و مشابهت با يگريد گيكانت چيه. دارد قرار) 29488265
  . نشد افتي قبول قابل يهمپوشان

  بحث
 كي كامل طول: قرمز رنگ مسئول به عنوان لوكوس كي

 عنوان تحت و يجداساز R2R3-MYB يسيرونو فاكتور
MdMYB10b با كه ژن نيا. شد ينامگذار MdMYB10 ،

MdMYB1  وMdMYBA همه . مشابهت بسيار بالايي دارد
اين ژنها در بيوسنتز آنتوسيانين نقش دارند با اين تفاوت كه 

ژن  و) 16و  1(در پوست  MdMYB1و  MdMYB1دو ژن 
MdMYB10  شناسايي شده است) 4(در گوشت .

MdMYB10bوMdMYB10  انيب يدگيرس مراحلهر دو در 
 حالي كه در دارند وهيم يبافتها و برگ در ييبالا

MdMYB1 و MdMYBA يم انيب وهيم پوست در دو هر-
 وMYB1  كدكننده يتوال كه آنجا از. )16و  1( شود

MYBA يم انيب آن در ژنها نيا كه يبافت و عملكرد زين و-

 نظر در ژن كي به عنوان نيبنابرا است كساني كاملاً شود
 99 حدود( ژنها نيا يبالا اريبس مشابهت. شونديم گرفته
 در نيانيآنتوس ميتنظ( آنها كساني عملكرد و) درصد
 يهاآلل واقع در ژنها نيا كه كنديم شنهاديپ) قرمز يبافتها

 نيا استقلال بر يمبن يشواهد چيه تاكنون. باشند ژن كي
 ژنوم كامل يتوال گريد طرف از. است نشده گزارش ژنها
 يتوال از استفاده با. كنديم اثبات را هيفرض نيا زين بيس

 گيكانت( ژنوم از هيناح كي تنها كه مشخص گرديد ژنوم
MDC013323.319( ژن يحاو 9 كروموزوم يانتها در 

MYB(10, A,1) يتوال اساس بر جستجو نيهمچن. است 
 ييشناسا) MDP0000259614( هيناح كي تنها زين ينيپروت
. است واقع MDC013323.319 گيكانت همان در كه ديگرد
 كمتر مشابهت درصد با زين يگريد يهايتوال اساس نيبرا

 از يگريد يژنها احتمالاً كه دهد يم نشان كه شد ييشناسا
 طرف از .دارد وجود بيس ژنوم در زين MYB يژن خانواده

 نيا در يبررس مورد قرمز گوشت ارقام يتمام در گريد
/ (MYB10 ناخالص به صورت نظر مورد لوكوس ق،يتحق

(MYB1 همه ارقام گوشت سفيد  حالي كه در دارد وجود
 يبررسنتايج  .A[MYB1] /A[(MYB1[( خالص اند

با استفاده از  قرمز رنگ مسول يژنها ارتباط و تيموقع
PCR نيا تنها نه فراوان احتمال به كه كنديم شنهاديپ نيز 
 نسخه گونه چيه بلكه ندارند يوستگيپ همولوگ يژنها

 نيا. ندارد وجود ژنوم در زين ژن هر از يمتوال يتكرار
 .Malus ×domestica var) بيس كامل يتوال انتشار با جينتا

Golden delicious)  رسيد دييأت به) 17( 2010 اواخر در .
 وMYB10،  MYB1 كه دهديم نشان فوق شواهد همه

MYBA و شده واقع لوكوس كي در كه هستند ييللهاآ 
 نيا .كند يم لركنت بيس مختلف يبافتها در را قرمز رنگ

  . است شده دييأت) 14( توسط زين راًياخ شنهاديپ

 كدكننده هيناح و شبرندهيپ يبالا مشابهت وجود با
]A[MYB1 و MYB10 تنها اما MYB10 قرمز رنگ سبب 
 همكاران و ياسپل. شوديم وهيم گوشت و برگها در
 در MYB10 ژن انيب شيب يالقا كه دادند نشان) 2007(
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 در). 4( است شده نيانيآنتوس تجمع سبب تنباكو يبرگها
 تنباكو يبرگها بر ياثر چيه MYBA انتقال حالي كه

 از بيس در قرمز رنگ رسد يم نظره ب). 1( است نداشته
 يم تيتبع پيژنوت به وابسته و بافت به وابسته يالگو كي

 قرمز پوست بيس يوارهايكولت در الگو نيا اساس بر. كند
 در كه گونه همان( دارد وجود MdMYB1/MdMYBA تنها

 در) 16( نور به پاسخ در كه) شد داده نشان ژنوم يتوال
 حالي كه در. شوديم قرمز رنگ سبب و شده انيب پوست

 يضرور MdMYB10 انيب يبرا نور كه رسد يم نظره ب
) برگ و بذر پوست، گوشت،( بافتها همه در لذا و نبوده
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Abstract  

MYB gene family as one of the largest transcription factors in plants has a wide range 
of roles  . One the most important functions of these genes is to regulate the anthocyanin 
level in different tissues. In apple (Malus ×domestica), three genes MdMYB1, 
MdMYBA and MdMYB10 are responsible for developing red color by controlling 
anthocyanin level. In this study a variant of MdMYB10, named MdMYB10b, was 
isolated from an Iranian domestic red flesh apple and its expression pattern in various 
tissues was described. This gene was expressed in all red tissues of the plant including 
leaves, seed, fruit skin and flesh while no expression was detected in the control 
cultivar. These results coupled with bioinformatics examination of the genes which 
regulate anthocyanin in apple suggested that three MYBs (10,1,A) are alleles of one 
locus. Furthermore, a specific expression pattern was presented based on this model: 
Alleles MdMYB1and MdMYBA are located in both red and white flesh genotypes and 
function only in the skin while MdMYB10 is located merely in red flesh genotype and 
function in all tissues . 

Key words: Anthocyanin, Allele, Gene expression, Red Flesh apple, Red color , 
MdMYB10 

 


