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بر در طیف وسیعی از گیاهان هاي ساختاري و عملکردي متنوعی را نقش MYBفاکتورهاي رونویسی  -چکیده
هاي بافت دهی در مسئول رنگو بوده که یک متابولیت ثانویه مسیر سنتز آنتوسیانین  ،براي مثال .دنعهده دار

ي همولوگ در ها ژنا استفاده از در این مطالعه، ب .دشونکنترل میفاکتورها این  به وسیله ،باشدمی مختلف
 فاکتورهاي رونویسیخانواده متعلق به ژن جدید اي از یک قطعه، )Morus Alba(هاي نزدیک به توت  نهگو

MYB هاي گونهاز تنظیم کننده آنتوسیانین ژن مختلف  14توالی پروتئینی  ابتدا. این گیاه جداسازي شد از
ردیف شدند و سپس ناحیه داراي بیشترین انتخاب و هم) Moraceae(توت  خانوادهبه  نزدیک) ترجیحاً(

اي که بیشترین مورد همردیفی قرار گرفت و منطقه ها ژناین  cDNAدر مرحله بعد توالی . مشابهت انتخاب شد
ریت طراحی گردید آغازگرهاي دجن مورفیسم موجود در این ناحیه پلی با توجه به. دشانتخاب  ،را داشت تشابه

 که و تعیین توالی شدکلون محصول تکثیر شده در پلاسمید . از میوه توت جداسازي شد ،این ناحیه از ژنو 
در دمین متصل شونده به  وجفت باز است  140نتایج تعیین توالی نشان داد طول ناحیه جداسازي شده از ژن 

DNA ) دمینMyb( هاي در موتیف یاختصاصبطور  وR1  وR2 توالی ارزیابی. فاکتور رونویسی قرار دارد 
 و تشابه قابل همپوشانی ژن بانک در موجود هاي داده با این توالی داد نشان BLASTافزار نرم توسط شده تعیین

آنها در کنترل سنتز  اغلببودند که  MYBاز خانواده فاکتور رونویسی  مشابهي ها ژنتمامی . دارد توجهی
در مسیر  کهبوده  MYBاز خانواده  ، مطابق انتظاررسد ژن مورد مطالعهبنابراین به نظر می .نقش دارند آنتوسیانین

  .دارد دخالتساخت آنتوسیانین 
  

  .آنتوسیانینفاکتور رونویسی، ، )Morus Alba(توت ، MYB :واژگانکلید
  
   مقدمه -1

 DNAهاي متصل شونده به فاکتورهاي رونویسی پروتئین

ي ها ژناي از پروموتر  هستند که بطور اختصاصی به ناحیه
   به وسیلهmRNA هدف متصل شده و میزان شروع سنتز 
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 RNAبیان  تربتیبو به این  کنند می پلیمراز را تنظیم
بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی را  دخیل در مسیرهايي ها ژن

هاي  فاکتورهاي رونویسی، تشکیل خانواده. کنند کنترل می
دهند که از لحاظ اندازه و عملکرد بسیار  چند ژنی را می
  MYBهایکی از این خانواده. ]1[متنوع هستند 

lastosis)belomy(  یک دمین محافظت  دارايکه است
براساس تعداد  .باشدمی DNAشده متصل شونده به 

 سهبه خانواده ، این MYBتکرارهاي مجاور در دمین 
تقسیم میشود که مهمترین و بزرگترین آنها در دسته 

و تنها دسته کوچکی از آنها  است R1R2-MYBگیاهان 
گیاهان حاوي طیف . ]3،2[ها هستند  R1R2R3جزء 

است که تنوع بسیار بالایی در  MYBي ها ژنوسیعی از 
 MYBکه خانواده ژنی  ساختمان و عملکرد دارد بطوري

ترین فاکتورهاي رونویسی در گیاهان است یکی از بزرگ
علاوه . دنشودر نظر گرفته می ابرخانواده ژنی به عنوانو 

داران و حشرات در انسان، قارچ، مهره ها ژنبر گیاهان این 
  .]5،4[ند نیز وجود دار

C1  اولین ژنMYB در  که شناسایی شده در گیاهان است
فعال کننده عمل  به عنوانذرت در بیوسنتز فلاونوئید 

بررسی صورت گرفته در گیاه آرابیدوپسیس  .]6[ کند می
-می MYBعضو  198 داراي گیاه مدل نشان داد که این

مسیرهاي بیوسنتزي ثانویه،  ها در MYB بطورکلی .باشد
-دخالت در بیماريتقسیم سلول، کنترل مرفولوژي سلول، 

هاي بیرونی دخالت  پاسخ به استرس و ها یا مقاومت به آن
در تنظیم  R1R2-MYBي ها ژنبسیاري از  .]7[ دارند

سرما، خشکی و شوري  مانندهاي محیطی  پاسخ به استرس
از طریق تغییر هورمونی اکسین و  نقش دارند که احتمالاً

در  MYBي ها ژن. ]8،9[ ابسزیک اسید انجام میشود
  .]8[ک لپه و دو لپه شناسایی شده اند بسیاري از گیاهان ت

 MYBي ها ژنمهمترین مسیر بیوسنتزي ثانویه که توسط 
این متابولیت . است شوند ساخت فلاونوئید تنظیم می

از ترکیبات فنولیکی گیاهی هستند که  یگروهثانویه 

. در فیزیولوژي گیاهی و تغذیه انسان دارد زیادياهمیت 
این مواد در رشد و توسعه گیاه شامل جوانه زنی دانه 

هاي گیاهی  گرده، مقاومت به حشرات، تشکیل پیگمنت
، UVها، محافظت در برابر اشعه  جذاب مانند آنتوسیانین

فعالیت به عنوان مولکوهاي ، ها ژنمقاومت به پاتو
 میکروب، نقش دارند-هاي گیاه رسان در برهمکنش پیام

شواهد روزافزونی مبنی بر تاثیرات مثبت . ]10،11[
یکی  .]12،13[ فلاونوئیدها در سلامتی انسان وجود دارد

 کههستند  ها از مهمترین مشتقات فلاونوییدها، آنتوسیانین
همراه کاروتنوئیدها  به گیاهی،هاي  رنگ دهنده به عنوان

هاي  از دیگر ویژگی. شوند استفاده میدر صنایع غذایی 
که نقش  استآنها  اکسیدانی آنتیها فعالیت  مهم آنتوسیانین

حیاتی در جلوگیري از امراض قلبی و عصبی، سرطان، 
ي ها ژنهاي اخیر  در سال. ]14[ دیابت و بعضی دیگر دارد

MYB - بصورت  -هستندکه تنظیم کننده این رنگیزه
با . ]15[ اند شدهوسیعی در گیاهان مختلف شناسایی 

، طیف وسیعی از گیاهاندر  MYBي ها ژنکشف  وجود
معتدله از خانواده یک گیاه که ) Morus alba(در توت 

Moraceae  بسیاري از کولتیوارهاي آن قرمز استبوده و، 
در این . نشده استثبت  MYBي ها ژنتاکنون گزارشی از 

هاي نزدیک  ي همولوگ در گونهها ژنمطالعه با استفاده از 
در این گیاه  MYBبه توت، یک ژن جدید از خانواده 

  .جداسازي و شناسایی شد
  
  مواد و روشها -2
  گیاهی مواد يآور جمع -2-1

 درخت از گیري نمونه عملیات 1389 ماه اردیبهشت در
درختان توت محوطه دانشگاه  از ها نمونه. گرفت صورت

هاي  میوه RNA استخراج يبرا. دش انتخابتربیت مدرس 
 و انتخاب دهی میوه فصل يابتدا در ها سرشاخه تازه

 استخراج براي. شدند منجمد مایع ازت در بلافاصله
RNA، بلافاصله و هیتهی دگیرس مرحله در وهیم بافت 
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 يبرا ها نمونه یتمام. شد زیفر عیما ازت در و خرد
  . شدند داري نگه -80 يدما در بلندمدت داري نگه

  
  cDNA ساخت و RNA استخراج -2-2

 روش مطابق هدف بافت گرمیلیم 500 از RNA استخراج
 با cDNA ساخت. ]16[ شد انجام همکاران و کیگاس

 تریکرولیم 20 حجم در کل RNA نانوگرم 350 از استفاده
 از واحد x5 ،20 بافر ،M-Mulv میآنز از واحد 40 شامل

RiboLock™ Rnase inhibitor، 10 از مولیلیم dNTPs، 
 انجام قهیدق 90 مدته ب C  42°يدما درdT الیگو آغازگر 

 C 70° يدما در قهیدق 10 به مدت تینها در و شد
  .شد انکوبه

 ژن يجداساز براي استفاده مورد دجنریت يآغازگرها
  :شامل

 Forward (5′- AGCVGGNYTRAAYAGRTGYMGRAARAG)   
 Revers (5′- CCARTARTTYTTSACATCRTTHGCNGTHCKNCC)و 

 میکرولیتر 25 حجم در پلیمراز اي زنجیره واکنش. بودند
 مولار یلیم dNTPs، 40 از مولار میلی x10، 10 بافر شامل

 میآنز از واحد 1 و آغازگر هر از کرومولاریم MgCl2، 5 از
 شامل PCR مراحل. شد انجام) ناژنیس( مرازیپلتک

 چرخه 35 ،دقیقه 4 مدته ب C94° سازي اولیه در واسرشته
)°C95 ثانیه 40 به مدت، °C57 وثانیه  40 به مدت   

°C72 در تینها در و) ثانیه 30 به مدت °C72 به مدت 
 در پلیمراز اي زنجیره واکنش محصولات .بوددقیقه  15

 بر محصولات الکتروفورز. شدند نگهداري oC4 دماي

 سپس و گرفت صورت درصد 1 آگارز ژل يرو
 با PCRمحصول  .شد انجام دیبروما ومیدیات با آمیزي رنگ

در نهایت و از ژل تخلیص  QIAGENاستفاده از کیت 
  .کلون شد pTZ57R/Tپلاسمید در جهت تعیین توالی 

  
   زیآنال و یبررس -2-3

  :از برنامهها همردیفی توالیبراي 
 www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2)(Clustal W 

 Primer3 افزار نرم با کمک مرهایپرا یطراحو  استفاده شد
. شد انجام http://eu.idtdna.com تیسا وب زین و

آنالیز توالی انجام  براينیز  NCBIاز ابزارهاي همچنین 
  .استفاده شد

  
  بحثنتایج و  -3

که مسئول تنظیم ساخت ژن  14توالی پروتئینی  ابتدا
خانواده (به توت  که ترجیحاًگونه  14از  آنتوسیانین هستند

Moraceae (نزدیک باشند، ) همانتخاب و ) 1جدول-

ردیف شدند و سپس ناحیه داراي بیشترین مشابهت 
مورد همردیفی  mRNA آنها در مرحله بعد .انتخاب شد
اي که بیشترین مشابهت را داشت  و منطقه قرار گرفت
 مورفیسم موجود در این ناحیه، مشاهده پلیبا . انتخاب شد

 آغازگرهاي دجنریت تکثیر ژن هدف، افزایش شانس براي
 ازاز ژن این ناحیه  PCRبا استفاده از طراحی گردید و 

  . جداسازي شد) Morus Alba(میوه توت 
 

  هاي استفاده شده جهت طراحی آغازگرهاي دجنریتها و ژنگونه  1جدول 
  )شماره دسترسی(ژن   گونه  )شماره دسترسی(ژن   گونه

Rubus idaeus  EU155165 Antirrhinum majus ABB83828  
Fragaria vesca  EU155163 Vitis vinifera DQ403721 

Malus domestica  EU518248 Capsicum annuum AJ608992 
Pyrus communis  EU153575 Petunia integrifolia EF423837  
Prunus persica  EU155160  Solanum lycopersicum FJ705328  
Prunus avium  EU153581  Arabidopsis thaliana NM_105310 
Morella rubra  GQ340767 Medicago truncatula  FJ199997  
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 pTZ57R/Tدر پلاسمید  PCRمحصول تکثیر شده از 
با کمک موتور  آنالیز توالی. و تعیین توالی شدکلون 

طول  انجام شد و مشاهده گردید که BLASTجستجوي 
در  کهجفت باز است  140جداسازي شده از ژن  توالی
در  دقیقاًو  )Mybدمین ( DNA متصل شونده به دمین

. واقع شده استفاکتور رونویسی  R2و  R1 هايموتیف
-نقش هر موتیف در فاکتور رونویسی ایجاد سه آلفا

شود در شناسایی توالی کوتاه  هلیکس است که گفته می
DNA با توجه اینکه  ]17[ جهت اتصال به آن دخالت دارد

 دویا  یکدر گیاهان حاوي  MYBفاکتورهاي رونویسی 
بنابراین ، ]18[هستند  )Rتعداد (توالی تکرار  سهیا 
کدام  ازتوان بطور قطع ادعا کرد که ژن یافت شده  نمی

 MYBاز  دو سومدلیل اینکه بیش از ه اما ب است،دسته 
) R2R3(هاي شناسایی شده در گیاهان از نوع دو تکراره 

رود این ژن نیز متعلق به همین  ، احتمال می]18[ هستند
و انتهاي آمینی  R2R3که ناحیه  در حالی .گروه باشد

اند، انتهاي کربوکسیلی فاکتورهاي  بسیار محافظت شده
MYB 19[ داراي تنوع زیادي است[.  

 یتوالآنالیز بیشتر  براي BLASTاستفاده از جستجوي 
 با رابیشترین مشابهت این ناحیه که مورد مطالعه نشان داد 

   .)2جدول ( دارند MYBخانواده  يها ژن
درصد بود که مربوط به  80بیشترین مشابهت بیش از 

 Morella( MYB2، )انگور( MYBA6و  MYBA7هاي  ژن

rubra ( وlike-MYB114 )نکته قابل . باشدمی )سیب
هاي بدست آمده از  توجه این است که عملکرد تمامی ژن

به جز دو ژن که عملکرد آنها هنوز (جستجوي مشابهت 
هاي مختلف  در بافت تنظیم رنگ قرمز )تعیین نشده است

به بیان دیگر . هاي رویشی استگیاه شامل میوه و اندام
برداري  منجر به افزایش نسخه MYBافزایش بیان ژن 

هاي مسیر آنتوسیانین شده که در نهایت این رنگدانه،  ژن
  .شود رنگ قرمز را در گیاه سبب می

  
  اندمشخصات ژنهایی که بیشترین مشابهت را با توالی جداشده داشته BLASTنتایج جستجوي   2جدول 
  )درصد(میزان مشابهت   عملکرد  شماره دسترسی ژن  گیاه  نام ژن

MYBA7   انگورVitis vinifera  NM_001281073  86 نامشخص  
MYB2  Morella rubra  GQ340768 83  آنتوسیانین  

c-MYBA6   انگورVitis vinifera  FJ556914  82  نامشخص  
like-MYB114   سیبMalus domestica  NM_001293830  81  آنتوسیانین  

MYB110a   سیبMalus domestica  JN711473  80  آنتوسیانین  
MYB family  Actinidia chinensis KF157390 80  آنتوسیانین  
(Myb) RUBY   Citrus sinensis  پرتغال          NM_001288889 80  آنتوسیانین  

MYB10 Prunus persica هلو GU936492 
 

  79  آنتوسیانین
MYBA1 Vitis venifera انگور FJ687575 79  آنتوسیانین  
MYB10  

  
Pyrus pyrifolia گلابی HM585181 

 
  79  آنتوسیانین

MYB105 
 

Prunus persica هلو KF999986 
 

  79  آنتوسیانین
MYB1 Morella rubra 

 
GQ340767 

 
  79  آنتوسیانین

VvmybA3 Vitis venifera انگور AB097925 79  آنتوسیانین  
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یکی از بزرگترین خانواده  MYBهر چند که ابرخانواده 
هاي عملکردي  اما نقش ،دباش یافت شده میهاي ژنی 

تا به امروز نا شناخته باقی مانده  گیاهدر  ها ژناین  بیشتر
براي مثال در گیاه مدل آرابیدوپسیس که ژنوم  .]19[است 

 MYBژن  198یابی شده است، حدود توالی آن نیز
اما نکته حایز اهمیت این است که تنها  ،گزارش شده است

 اند تعیین هویت شده ها ژنتعداد بسیار محدودي از این 
ري و عملکردي به لحاظ ساختا ها ژنهمچنین این  ،]18[

چندین مطالعه کامل از نقش  این وجود، با. متنوع هستند
این فاکتورهاي رونویسی صورت گرفته است که مهمترین 

کنترل متابولیسم هاي ثانویه  -1: شامل این اعمال
تنظیم مرفولوژي سلول  -2؛ ]20[ یدهائخصوص فلاونو به
 ]22[دخالت در مسیرهاي انتقال سیگنال  -3و ؛ ]21[

مت ها بر سلاآنتوسیانین ثیر مثبتأبا توجه به ت .باشد می
هاي داراي آنتوسیانین که انسان و نیز بازارپسندي میوه

 مکانیسم هاي ملکولی آنشود،  سبب ایجاد رنگ می
افزون  مطالعات روز. باشد روزه بسیار مورد توجه میام

مسیر بیوسنتز تنظیم کننده  MYBي ها ژنشناسایی  سبب
انگور  ]24،23[سیب  ماننددار  در گیاهان میوهآنتوسیانین 

شده  فرنگی هلو، زردالو، بادام، آلو، گلابی، توت، ]25[
هدف نهایی این مطالعه نیز شناسایی ژن یا . ]15[ است

 هايو بررسی الگويي دخیل در تنظیم آنتوسیانین ها ژن
لذا تحقیقات  ،استبیانی آن در مراحل رشدي مختلف 

  .مورد نیاز است زمینهآزمایشگاهی بیشتر در این 
با وجود مزایاي زیاد، اما غلطت کم نکته قابل توجه اینکه 

. مل استأو سطح تولید پایین این مواد در گیاهان قابل ت
فاکتورهاي این ، استفاده از لهأهاي حل این مس یکی از راه
از . مسیرهاي بیوسنتزي استبراي فعال کردن رونویسی 

ابزارهاي ملکولی  انبه عنوتوان ها میاین فعال کننده
هاي گیاهی در جهت مهندسی متابولیت برايارزشمند 
به . ]26[ کردتولید ترکیبات با ارزش استفاده  افزایش و

در یک مسیر نیاز به دانش کافی  این ترتیب بدون

توان  جویی در زمان می بیوسنتزي و همچنین صرفه
  .نظر را تولید کرد محصولات مورد
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