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Extended Abstract 
1. Introduction: Beans (Phaseolus vulgaris L.) are a plant in the legume family (Fabaceae). Beans contain polyphenolic 

compounds, anthocyanins and flavonoids that are nutritionally and pharmacologically important, have genetic diversity, and 

are the most valuable and economical part of global biodiversity, which is crucial for future global production. Allelic diversity 

of MYB genes is important in the control of pigment and anthocyanins. Bean seed dye coating is one of the most important 

traits in consumer marketing. Recent studies show that bean seeds have a pigmented coating, higher anthocyanins that have 

anti-cancer and antioxidant properties. Increasing the consumption of legumes in the diet and antioxidants requires the study 

of the amount and genetics of genes that control bean seed coat.  

2. Materials and Methods: 12 bean cultivars of different genera were collected from different regions of Ilam province and 

Ilam University Gene Bank and in 1397 in the greenhouse of Ilam University were planted in a randomized complete block 

design with 3 replications. Leaf sampling was performed in 2 to 3 leaf stage. Giusti and Wrolstad (2001) methods were used 

to measure anthocyanins. Mean comparisons were performed using Duncan test at 5% probability level using SAS 1.9 software. 

Genomic DNA was extracted by Doyle (1987) method. PCR reaction was performed in a volume of 25 μl. BLAST method 

was used to check the accuracy of the sequences obtained with the samples in NCBI. BioEdit, CLC sequencer Viewwer6, 

Geneious and MEGA5.2 were also used for other bioinformatics analyzes.  

3. Results and Discussion: Examination of 12 bean genotypes showed that there was a significant difference between different 

bean genotypes in terms of anthocyanin trait. In terms of anthocyanin trait, cultivar 6 (black bean) was superior to all cultivars. 

Examples of common eye beans are 1 and 2. The reason for this difference is that the mutant eyebrow sample has more coverage 

with black areas. The dark color of the seed coat of this cultivar indicates more anthocyanin than two normal ocular samples. 

It should be noted that black seed dye is directly related to anthocyanins. Molecular analysis of MYB and AF genes showed 

that MYB gene was amplified in samples of ordinary ocular beans 1, 2, mutant and bride beans, while AF gene was amplified 

only in ocular samples 1, 2 and mutant beans. Bioinformatics analyzes showed that the sequences of these two genes are very 

similar to the samples in NCBI, so that in the AF gene, two new alleles were identified compared to the sequences introduced 

to control pigment coverage in beans. Also, the phylogenetic diagram of the samples using the UPGMA method showed that 

the samples could be separated based on the color of the grain coating. 

4. Conclusion: Seed black color is controlled by anthocyanin biosynthesis by genes related to MYB transcription factor, which 

in addition to affecting the color of the seed coat, which has a more attractive appearance than ordinary ocular cultivars, also 

contains more anthocyanin. Therefore, due to the presence of MYB and AF genes that are involved in the synthesis of 

anthocyanins, has made the bean product more attractive and marketable, which have higher levels of anthocyanins and can be 

given special attention in the diet. According to the results of this study, it can be said that Mutant ocular cultivar due to more 

anthocyanins and more attractive appearance compared to other ocular bean cultivars can replace the common cultivars of this 

type of bean and is a good option for further studies and introduction to farmers in the future. 
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  چکیده
عنوان به MYBهای خانواده ها در پوشش بذر، در تغذیه و سلامت جامعه نقش زیادی دارد. اخیراً ژناکسیدانخاطر داشتن آنتیلوبیا به

رنگ  های دخیل در پوششکننده رنگ پوشش دانه ارتباط قوی با مقدار آنتوسیانین دارند. تنوع فیزیولوژیکی و مولکولی ژنهای کنترلژن

ال سهای کامل تصادفی در گلخانه تحقیقاتی علوم باغبانی و آزمایشگاه بیوتکنولوژی دانشگاه ایلام در رقم لوبیا در قالب طرح بلوک 14بذر 

د دارد. داری وجوهای مختلف لوبیا از نظر میزان آنتوسیانین اختلاف معنیمورد بررسی قرار گرفت. نتایج نشان داد که بین ژنوتیپ 1396

نشان داد که این دو ژن در بعضی  AFو  MYBهای که بیشترین مقدار آنتوسیانین در لوبیا سیاه مشاهده شد. آنالیز مولکولی ژنطوریبه

تنها در  AFکه ژن ، نمونه موتانت و لوبیای عروس تکثیر شد، در حالی4، 1بلبلی معمولی ی چشمدر لوبیا MYBها تکثیر شدند که ژن نمونه

های حاصل از این دو ژن تشابه و نمونه موتانت تکثیر شد. آنالیزهای بیوانفورماتیکی نشان داد که توالی 4، 1بلبلی های لوبیا چشمنمونه

های معرفی شده برای دو آلل جدید در مقایسه با توالی AFکه در ژن طوریدهند، بهنشان می NCBIهای موجود در یی را با نمونهبسیار بالا

توان نشان داد که می UPGMAها با استفاده از روش کنترل پوشش رنگ بذر در لوبیا شناسایی شد. همچنین نمودار فیلوژنتیکی نمونه

، MYBهای دلیل داشتن ژنبلبلی موتانت بهرنگ پوشش بذر از هم تفکیک نمود. نتایج کلی نشان داد که لوبیای چشمها را بر اساس نمونه

AF یشتر تواند گزینه مناسبی جهت مطالعات ببلبلی میهای چشمو همچنین مقدار بالای آنتوسیانین و عملکرد بالا در مقایسه با سایر لوبیا

 .ده باشدو معرفی به کشاورزان در آین
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 مقدمه

( گیاهی از خانواده .Phaseolus vulgaris Lلوبیا )

محصول  01یکی از  لوبیا باشد.می (Fabaceaeبقولات )

رود که در بین بقولات مقام اول شمار میمهم جهان به

 ,.Emeterio et al., 2004; Stoilova et al) را دارد

درصد پروتئین و  21-25(. دانه لوبیا با داشتن 2005

درصد کربوهیدرات، یکی از مهمترین حبوبات  01-51

 ,Graham & ranalliشود )مهم دنیا محسوب می

صورت لوبیای وپز بهی لوبیا برای پخت(. از دانه1997

های که از غلافر حالیشود؛ دسالم یا آرد استفاده می

عـنوان سبـزیـجات ســالـم ها بـهنارس و برگ

 ,.Singh, 2014; Tijjani et alشـود )استــفاده مــی

2015 .) 

های کلاس متنوعی از ژن MYBفاکتور رونویسی 

باشند که در تنظیم رونویسی می DNAمتصل به 

ها در مسیرهای MYBهای گیاهی دخیل هستند. ژن

ثانویه، میزان آنتوسیانین، کنترل مورفولوژی بیوسنتزی 

ها و پاسخ به سلول، تقسیم سلول، مقاومت به بیماری

(. Du et al., 2009های محیطی دخالت دارند )تنش

C1  اولین ژنMYB  شناسایی شده در گیاهان است که

عنوان ( به.Zea mays Lدر بیوسنتز فلاونوئید در ذرت )

(. با انتقال یا Gonda, 1998) کندکننده عمل میفعال

که در مسیر بیوسنتز  MYBهای فعال کردن ژن

توان رنگ محصول آنتوسیانین نقش دارند، می

( را از زرد به .Solanum tuberosum Lزمینی )سیب

 Safiehقرمز یا بنفش تغییر داد و مزه بهتری بخشید )

Sheikh et al., 2015 همچنین ژن .)R  از سویا

(Glycine max L. یک عامل رونویسی )MYB  را

کند کند که رنگ پوشش دانه را کنترل میرمزگذاری می

(Yan et al., 2015رنگ پوشش .)  دانه یکی از

کنندگان لوبیا است. اخیراً های مهم برای مصرفویژگی

کنندگان در مورد تحقیقات نشان داده است که مصرف

ه تپذیرش کیفیت، طعم و مزه احتمالی یک محصول بس

 ,.Kostyla et alگیرند )به ظاهر و رنگ آن تصمیم می

1978; Simonne et al., 2001 کیفیت و اندازه دانه .)

 Piergiovanniباشند )از مهمترین صفات اقتصادی می

et al., 2000های خاص کنندگان ویژگی(. مصرف

ند دههای مختلف ترجیح میپوشش دانه را برای استفاده

(Mishili et al., 2009اگر دانه .) های ارقام تازه

ر در حاضیافته بیشتر مشابه با ارقامی که در حال توسعه

تر پذیرفته بازار موجود است باشند، بسیار راحت

 ترتیب تولیدکنندگان باید بدانند اساس اینشوند. به می

ژنتیکی صفات مختلف رنگ پوشش دانه باید مطابق با 

رها باشد. ارقام اصلاح شده کنندگان در بازاذائقه مصرف

شوند اغلب باعث افزایش درآمد کشاورزان می

(Karanja et al., 2011رنگ در بسیاری از گونه .) های

محصول مورد مطالعه قرار گرفته است که اغلب با 

( که مسیر بیوسنتز آنتوسیانین را lociهای ژنی )جایگاه

(. Herniter, 2018باشد )کنند در ارتباط میکنترل می

باشد که مسیر ها میرنگ دانه تحت کنترل گروهی از ژن

کنند سنتز فلاونول و آنتوسیانین را کنترل می

(McClean et al., 2002.) 

ها و فنلی، آنتوسیانینلوبیا دارای ترکیبات پلی

فلاونوئیدی است که از لحاظ غذایی و دارویی نقش بسیار 

 & Aparicio et al., 2005; Beningerمهمی دارند )

Hosfield, 2003های گیاهی (. آنتوسیانین رنگدانه

ها، های متعدد گیاهی از جمله گلهستند که در اندام

آمیزی پوشش عنوان منبع اصلی رنگها بهها و دانهمیوه

های مختلف را بر دانه شناخته شده که مسئولیت رنگ

(. همچنین Petroni & Tonelli, 2011عهده دارند )

ترین ترکیباتی هستند که خاصیت ختهجزء شنا

 & Cushnieاکسیدانی، ضد میکروبی دارند )آنتی

lamb, 2005های ( و بدن انسان را در برابر بیماری

عروقی محافظت  خصوص سرطان و قلبیمزمن به

(. منابع ژنتیکی زیادی Boots et al., 2008کنند )می

قات قیبرای استفاده در لوبیا توسعه داده شده است. تح

ل بلبلی در اوایبر نحوه توارث صفات بذر در لوبیا چشم

(. Fery, 1980; Harland, 1920قرن بیستم آغاز شد )

( از طریق مطالعه بر BIنام رنگ سیاه دانه )فاکتوری به

شناخته شد. همچنین مشخص گردید  F2روی جمعیت 
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که رنگ کاسبرگ و نوک غلاف توسط عوامل ژنتیکی 

 (.Harland, 1920شوند )کنترل می

حبوبات پس از غلات، دومین منبع غذایی جوامع 

بشری هستند که منبع خوبی از پروتئین، نشاسته، مواد 

ها هستند. تنوع ژنتیکی توده با معدنی و ویتامین

ترین بخش از تنوع زیستی جهانی ترین و اقتصادیارزش

ای برای تولید جهانی آینده العادهاست که از اهمیت فوق

ز عنوان منبعی ابع ژنتیکی گیاهی بهبرخوردار است. منا

سازگاری ژنتیکی هستند که همچون سپری در برابر 

کند. در صورت تغییرات محیطی از گیاه محافظت می

کننده مواد خام برداری صحیح از منابع تأمینبهره

های جدید و توان، واریتهها میژنتیکی یعنی ژن

للی ن تنوع آتر گیاهی را تولید کرد که در این میامطلوب

در راستای کنترل رنگ و آنتوسیانین  MYBهای ژن

دانه حائز اهمیت است. پوشش رنگ دانه لوبیا یکی از 

کنندگان است. مهمترین صفات در بازارپسندی مصرف

 یا که دارایـدهد که بذور لوبیـان مـات اخیر نشـطالعـم

 

 انینیـوسـتوای آنتـند، محـباشیـیاه رنگ مـوشش سـپ

دانی اکسیبالاتری دارند که خاصیت ضد سرطانی و آنتی

های غـذایی دارد. مصرف روز افـزون حـبوبات در بـرنامه

اکسیدان نیازمند بررسی میزان و محتوی و اهمـیت آنتی

باشد. کننده پوشش بذر لوبیا میهای کنترلژنتیکی ژن

بنابراین، به این منظور در این مطالعه تنوع آللی ژن 

MYB نمونه  02کننده پوشش بذر لوبیا در نترلک

 آللی این ژن با محتوایمختلف جهت تعیین ارتباط تنوع 

 آنتوسیانین مورد بررسی قرارگرفته است.

 

 هامواد و روش

های مختلف (، از جنس0رقم لوبیا )جدول  02

آوری شده از مناطق مختلف استان ایلام و بانک ژن جمع

های کامل تصادفی در بلوک صورت طرحدانشگاه ایلام به

و  21هانه دقطر های پلاستیکی با گلدان سه تکرار، در

در گلخانه دانشکده  0311در سال   رمتسانتی 22ارتفاع 

 دانشگاه ایلام کشت شدند. کشاورزی،

 های مورد مطالعه در این تحقیقژنوتیپ -1جدول 
Table 1- Genotypes studied in this study 

 نام علمی
Scientific name 

 شماره English name نام فارسی
No. 

Phaseolus vulgaris L. cv. 1  0لوبیا چیتی Pinto Bean 1 1 

Phaseolus vulgaris L. cv. skunk  لوبیا چیتی رقمskunk Pinto Bean skunk 2 

Phaseolus vulgaris L. cv. 2 2لوبیا چیتی Pinto Bean 2 3 

Phaseolus vulgaris L. لوبیا سفید Navy Bean 4 

Phaseolus coccines L. لوبیا قرمز Kidney Bean 5 

Phaseolus vulgaris L. var. black bean لوبیا سیاه Black Beans 6 

Vigna unguiculata (L.) Walp. var. Mutant بلبلی موتانتلوبیا چشم Cowpea Mutant 7 

Vigna unguiculata (L.) Walp. cv. 1 0بلبلی لوبیا چشم Cowpea 1  8 

Vigna unguiculata (L.) Walp. cv. 2 2بلبلی لوبیاچشم Cowpea 2  9 

Phaseolus vulgaris L.cv. Swedish brown beans ای سوئدیلوبیای قهوه Swedish brown beans 10 

Phaseolus vulgaris L. cv. 3  3لوبیا چیتی Pinto Bean 3 11 

Phaseolus lunatus L. لوبیا عروس یا کریسمس Bean Lima Christmas 12 

 

 ،ماسه دارای هشوپژ ینا در دهستفارد اموک اـخ

های لازم شامل مراقبت د.بو 0:2:0بهنسبت کود  و خاک

صورت دستی هرز بههایکردن و حذف علفآبیاری، تنک

 انجام گرفت. 

 تیـوق AFو  MYBهای ولکولی ژنـت آنالیز مـجه

ی هاها به مرحله دو تا سه برگی رسیدند از برگگیاهچه

 DNAبرداری برگی جهت استخراج جوان هر رقم نمونه

لوژیکی صورت گرفت. همچنین جهت آنالیز فیزیو

هایی در مراحل مختلف رشدی گیاه )برگ، بردارینمونه

های مختلف غلاف سبز و بذر خشک( از ژنوتیپ
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درجه  -010آوری شده و سریعاً در ازت مایع جمع

 گراد جهت آنالیزهای بعدی قرار داده شدند. سانتی

گیری آنتوسیانین )برگ سبز، غلاف سبز برای اندازه

های مختلف pHف جذب در و بذر خشک( از روش اختلا

Wrolstad (2110 )و   Giustiاستفاده شد که توسط

ارائه شده است. حلال مورد نظر برای استخراج بافت 

مورد نظر )برگ سبز، غلاف نارس و بذرخشک )رسیده(، 

متانول اسیدی بود. برای این منظور از نسبت یک درصد 

درصد متانول استفاده شد. در  11اسید کلریدریک و 

درجه  -01گرم بافت منجمد شده )در فریزر  2/1ادامه 

نگهداری شده( توسط نیتروژن مایع آسیاب گراد سانتی

ل، عنوان حلاشد و سپس با استفاده از متانول اسیدی به

ها لیتر رسانده شد. تمامی نمونهحجم عصاره به سه میلی

ساعت در تاریکی و در دمای چهار درجه  20مدت به

دست آمده گراد قرار گرفتند. سپس عصاره بهسانتی

گراد با چهار درجه سانتیدقیقه در دمای  05مدت به

،  Z 300مدل)دور در دقیقه سانتریفیوژ  01111

شدند. برای سنجش غلظت ( ، آلمان HERMLEشرکت

مولار با  25/1آنتوسیانین از دو بافر کلرید پتاسیم 

pH=1   مولار با  0/1بافر استات سدیمpH=4.5 

نانومتر  531ها در دو طول موج استفاده شد. جذب نمونه

نانومتر برای تصحیح خطا و  111توسیانین کل و برای آن

 Instrument Ltdبا دستگاه اسپکتروفتومتر )

T80+UV/VIS PG خوانده شد. برای تعیین غلظت )

نهایی آنتوسیانین موجود، عدد حاصل از جذب در روابط 

 قرار گرفت. 2و  0

 A: (A530-A700) pH1- (A530-A700) pH4 (0رابطه )

گرم در لیتر(آنتوسیانین )میلی (2رابطه ) : (A× 34300× 6.6× 1000)/449.2×1 
 

ی ضریب دهنده نشان 30311که در روابط فوق 

فاکتور رفت،  0/0گلوکوزاید،  -3خاموشی سیانیدین 

وزن مولکولی سیانیدین  2/001ضریب تبدیل و  0111

 باشد.گلوکوزاید می-3

 مایشیآز هـای مـربـوط بـه آنـتوسـیانین درداده

 ارتکرسه فی با دتصال کامهای ح پایه بلوکطررت صوبه

ه از ها با استفادتجزیه واریانس شدند و مقایسه میانگین

 ای دانکن در سطح احتمال پنج درصدآزمون چند دامنه

 انجام شد.SAS 9.1 افزار به کمک نرم

DNA های تازه و جوان طبق رگـی از بـــژنوم

( استخراج گردید. برای 0101و همکاران ) Doyleروش 

درصد و  0/1اروز ـاز ژل آگ DNAت ــین کیفیــتعی

د. از آغازگرهای ــفاده شـاست 10XTAEبافر 

و  Herniter( بر اساس مطالعه 2اختصاصی )جدول 

مراز یـپلای یرهـنش زنجـرای واکـب( 2100همکاران )

 استفاده شد. 
 

 توالی مربوط به آغازگرهای اختصاصی مورد استفاده -4جدول 
Table 2- Sequence of specific primers used 

 گرآغاز
primer 

 (3به  5توالی )

Sequence (5 to 3) 

 (bp)قطعه تکثیری ل طو

Amplified fragment length 

(bp) 

 دمای اتصال
Primer annealing 

temperature 
MYB F 
MYB R 

TCCCTGATTGCAGGAAGACT 
CCAATTCTCCGACCCTGATA 

276 51 

AF F 
RF R 

GGTGGTTTTGACGGTAAGCA 
TGTCCAACTCCACACCTTGA 1100 51 

 

میکرولیتر،  25مراز در حجم ای پلیواکنش زنجیره

، 2Master mixmm (Mg Cl(میکرولیتر  5/02شامل 

ژنومی، از هر پرایمر یک میکرولیتر  DNAسه میکرولیتر 

میکرولیتر آب مقطر استریل انجام شد. مراحل  5/1و 

PCR درجه  10سازی اولیه در دمای شامل واسرشت

 10چرخه در دمای  30، ثانیه 201مدت گراد بهسانتی

درجه  50ثانیه، در دمای  05مدت گراد بهدرجه سانتی

درجه  12ثانیه، در دمای  05مدت گراد بهسانتی

و در نهایت بسط نهایی  ثانیه( 01مدت گراد بهسانتی

گراد انجام درجه سانتی 12مدت پنج دقیقه در دمای به
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درصد  5/0برای تعیین کمیت و کیفیت از ژل آگارز  شد.

 آمیزی با اتیدیوماستفاده شد. سپس رنگ PCRمحصول 

 هایبروماید انجام شد. ابتدا جهت بررسی صحت توالی

افزار از نرم NCBIهای موجود در دست آمده با نمونهبه

BLAST صورت آنلاین جهت بررسی میزان تشابه و به

های موجود در بانک ها و نمونهها با توالیهمولوژی توالی

( استفاده NCBIفناوری آمریکا )عاتی مرکز زیستاطلا

افزار ها از نرمسازی نمونهردیفگردید. جهت هم

BioEdit  استفاده شد. همچنین جهت ترسیم درخت

واحی ها، شناسایی نفیلوژنیتیکی و شناسایی هاپلوتایپ

  CLC sequencerافزارهای حفاظت شده از نرم

 

Viewwer6 ،Geneious ،MEGA5.2 .استفاده شد 

 نتایج و بحث

نتایج حاصل از مقایسه میانگین برای صفات آنتوسیانین 

گویای تفاوت میزان برگ، غلاف سبز و بذر خشک 

الف،  0های آنتوسیانین در ارقام مختلف لوبیا است )شکل

که بیشترین میزان آنتوسیانین برگ، طوریب و ج(. به

ه های شمارترتیب در ژنوتیپغلاف سبز و بذر خشک به

دست آمد. به 0و ژنوتیپ شماره  0، ژنوتیپ شماره 5

کمترین مقدار آنتوسیانین برگ، غلاف  0ژنوتیپ شماره 

 0های سبز و بذر خشک را به خود اختصاص داد )شکل

 الف، ب و ج(.

 

 

efg

b

ef

g

a

b

c

de
e

c

g

d

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

گ 
 بر

ن
انی

سی
تو

آن
(

رم
رگ

ل ب
مو

رو 
یک

م
) L

ea
f 

an
th

o
cy

an
in

 (
µ

m
o

le
 g

-1
)

ارقام لوبیا
Bean cultivars

A

a

b bc

f

ef

cd cd

de de

f
f

ef

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

ز 
سب

ف 
غلا

ن 
انی

سی
تو

آن
(

رم
رگ

ل ب
مو

رو 
یک

م
) G

re
en

 p
o

d
 a

n
th

o
cy

an
in

 (
µ

m
o

le
 g

-1
)

ارقام لوبیا
Bean cultivars

B



 
  1011 بهار و تابستان، 1، شماره 9، دوره 5ها، سال دوفصلنامه علمی علوم سبزی 105

   و همکاران وقاری 

 

 

 
 های لوبیاسبز )ب( و بذر خشک )ج( در بین ژنوتیپمیزان آنتوسیانین در برگ سبز )الف(، غلاف  -4شکل 

Figure 2- Anthocyanin content in green leaf (a), green pod (b) and dry seed (c) among bean 

genotypes 
 

مقدار آنتوسیانین در بذر خشک که آنتوسیانین کل 

 انین در بذر تجمعشود که در نهایت، آنتوسیمحسوب می

کند و مهمتر از آنتوسیانین غلاف سبز و برگ پیدا می

عنوان آنتوسیانین اصلی در نظر گرفته باشد؛ بهمی

 دست آمده مقدار آنتوسیانینبه نتایج بهشود. با توجه می

تری دارند بیشتر از سایر در ارقامی که پوست دانه تیره

اه ( بالاترین )لوبیای سی 0که رقم طوریارقام شد به

)لوبیا قرمز( در  5مقدار آنتوسیانین را داشته است و رقم 

( در رتبه سوم قرار Skunk)رقم  2رتبه دوم و رقم 

اند و کمترین مقدار آنتوسیانین را لوبیای سفید گرفته

 0بلبلی معمولی داشته است. در بین ارقام لوبیای چشم

لی موتانت( بلب)لوبیای چشم 1، نمونه موتانت و رقم 2و 

معمولی  بلبلیبه ارقام چشم آنتوسیانین بیشتری نسبت

ها کمتر از ( که نواحی تیره بذر آن1 و 0)رقم  2و  0

 باشد داشت.بلبلی موتانت میچشم

 DNAنتایج استخراج 

و  Doyleبه روش  DNAنتایج حاصل از استخراج 

Doyle (0101در همه نمونه ) های مورد مطالعه نشان

ا کیفیت بسیار بالایی استخراج شده ب DNAداد که 

در آنالیزهای بعدی جهت انجام  DNAاست که از این 

PCR (.3یابی استفاده شد )شکل و توالی 

های مورد بررسی در نمونه MYBو  AFتکثیر ژن 

 با استفاده از آغازگر اختصاصی

PCR  برای هر دو ژن اختصاصیMYB  وAF  روی

نتایج حاصل های مورد مطالعه انجام گرفت. همه ژنوتیپ

های مورد بررسی در نمونه AFو  MYBاز تکثیر ژن 

تکثیر شده  در چهار نمونه MYBدهد که ژن نشان می

در سه نمونه تکثیر شده است.  AFکه ژن در حالیاست. 

طول قطعات تکثیر شده برای هر دو ژن با اندازه قطعات 

ر مطابقت داشت که هر دو ژن باندهای مورد انتظا

فرد را در برخی ارقام ایجاد اختصاصی و منحصر به

 (. 0نمودند )شکل 

 

 
 های تازه لوبیا( از برگ1926)Doyle و  Doyleبه روش  DNAنتایج حاصل از استخراج  -3شکل 

Figure 3- Results of DNA extraction by Doyle and Doyle (1987) methods from fresh bean leaves 
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3 2 1   4 3 2 1 
 

 
 MYBژن   AFژن 

 های مورد بررسی با استفاده از پرایمرهای اختصاصیدر نمونه MYBو  AFنتایج تکثیرکیفیت ژن  -0شکل 

Figure 4- Results of AF and MYB gene quality amplification in the studied samples using specific primers 
1: Vigna unguiculata (L.) Walp. cv. 1; 2: Vigna unguiculata (L.) Walp. cv. 2; 3: Vigna unguiculata (L.) Walp.var. Mutantand 

4: Phaseolus lunatusL. 

 

 هانتایج آنالیز توالی

در  AFو  MYBدست آمده از هر دو ژن های بهتوالی

وجوی بر اساس روش جست NCBIپایگاه اطلاعاتی 

 AFنوکلئوتیدی انجام گرفت. نتایج نشان داد که ژن 

 .Vبلبلی )های لوبیای چشمفقط با توالی برخی از نمونه

unguiculatacv Xiabao موجود در این پایگاه )

دهد درصد( را نشان می 15/10همولوژی بسیار بالایی )

 MYB90درصد با فاکتور رونویسی  0/10و همچنین 

 ها، نتایجبر این. علاوه بلبلی تشابه داردلوبیا چشم

 NCBIدر پایگاه اطلاعاتی  MYBوجوی ژن جست

 بلبلیبا توالی لوبیا چشم MYBژن دهد که نشان می

-V. unguiculata cv. Xiabao 2 linkageرقم

group LG10 ،31/10 دهد و درصد تشابه نشان می

-MYB90با فاکتور رونویسی ) درصد 31/10همچنین 

like LOC114186176 که بیانگر این ( تشابه دارد

بلبلی است که است که این ژن مختص لوبیای چشم

های رنگی روی پوشش بذر لوبیا مسئول ایجاد رنگیزه

 باشد.می

 AFسازی توالی ژن ردیفهم

دست آمده از هر دو ژن با های بهسازی توالیردیـفهـم

 BioEditeافزار در نرم Clustal Wاستفاده از روش 

Sequence Alignment Editor  انجام شد. نتایج

های مورد آمده از نمونهدست نشان داد که توالی به

های موجود در های آشکاری با توالیبررسی تفاوت

NCBI یک  311تا  205از نوکلئوتیدی که طوریدارد به

)شکل  های مورد بررسی وجود داردالحاق بزرگ در نمونه

( در SNP(. همچنین با وجود تنوع تک نوکلئوتیدی )5

ها یک الحاق بزرگ دیگر در برخی نواحی بین نمونه

 Aوجود دارد که در این ناحیه ژن  001تا  510فاصله 

 ت مورد بررسیبلبلی و موتانهای لوبیای چشمدر نمونه

 NCBIهای موجود در که در نمونهتکثیر شده در حالی

 وجود ندارد.

انتخاب بهترین مدل برای جایگرینی نوکلئوتیدی 

 AFها ژن توالی

ها با استفاده از همچنین نتایج حاصل از آنالیز داده

دست آوردن بهترین مدل جهت به MEGA7افزار نرم

جایگزینی نوکلئوتیدی با استفاده از روش بیزی نشان 

 BICکه دارای کمترین مقدار  T92+Gداد که مدل 

باشد، بهترین مدل جهت جایگزینی نوکلئوتیدی در می

 (.3باشد )جدول ها میتوالی
 

های مورد بررسی ژن ساختار نوکلئوتیدی نمونه
AF 

راتی که در طول قطعه تکثیر شده روی به تغییبا توجه 

ژل آگارز مشاهده شد، تغییرات چندانی در درصد 

های مورد مطالعه مشاهده مولکولی نوکلئوتیدها در نمونه

 A (50/32نشد. بیشترین درصد مولکولی نوکلئوتید 

 NCBI،V. unguiculataنمونه درصد( در 

transcription factor MYB90-like 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1626660501
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1626660501
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1626660501
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(LOC114186063), mRNA  مشاهده شده و

 .NCBI ،Vدرصد( نیز در نمونه  50/31کمترین مقدار )

unguiculata transcription factor MYB90-

like (LOC114186169), mRNA  .مشاهده شد

( T( مولکولی تیمین )30/31همچنین بیشترین درصد )

 V. unguiculata (L.) Walp. cv. 2در نمونه 

( در 15/23که کمترین مقدار )مشاهده شد. در حالی

 V.unguiculata transcription factorنمونه

MYB114-like (LOC114186193), mRNA 
( Gمشاهده شد. بیشترین و کمترین مقدار گوانین )

 V.unguiculataدر نمونه  01/21و  20/20ترتیب به

transcription factor MYB114-like 

(LOC114186193), mRNA  وV. unguiculata. 

cv. 1 ( مشاهده شد. مقدار سیتوزینC نسبت به بقیه )

 برها کـمتر بـود، عـلاوه نوکلئوتیدها در هـمـه نمـونه

در نمونه  11/05( Cمقدار سیتوزین ) ها، کمتریناین
V. unguiculata transcription factor MYB90-

like (LOC114186063), mRNA مشاهده شد و 

 .V  ( در نمونه00/01بیشترین مقدار سیتوزین )

unguiculata cv. 1 .مشاهده شد 

 

 
 CLC-sequence viewerافزار با استفاده از نرم AFسازی ژن ردیفنتایج هم -5شکل 

Figure 5- Results of AF gene sequencing using CLC-sequence viewer software 
 

با استفاده  AFتخمین جایگزینی نوکلئوتیدی ژن 

 نماییاز روش حداکثر درست

الگوی جایگزینی و مقدار تخمین زده شده بر اساس مدل 

Tamura-Nei (0113 محاسبه شد. فراوانی نوکلئوتید )

%(A=33.38%( ،)T/U =29.03%( ،)C=17.09 و )

%(G=22.50 ).میزان جانشینی نوکلئوتیدی با  است

جهت برآورد مقدار  MEGAXافزار استفاده از نرم

جایگزینی نوکلئوتیدی بازهای پورینی و پریمیدینی 

انجام شد. نتایج نشان داد که بیشترین جایگزینی از نوع 

باشد و کمترین آن از نوع ( می01/00پریمیدینی )
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جایگزینی باز باشد. همچنین مقدار ( می51/0پورینی )

که مقدار باشد. در حالی( می01/00) Cبا  T پریمیدینی

بر این ( محاسبه شد. علاوه 10/1) Tبا  Cجایگزینی 

A (01/1 )با  Gبیشترین مقدار جایگزینی باز پورینی 

( بود. 51/0) Gبا  Aکه مقدار جایگزینی بوده در حالی

(A  وG  ،بازپورینیC  وU/T  باز پریمیدینی هستند؛

 (.0جدول 

انتخاب بهترین مدل جایگزینی نوکلئوتیدی ژن 
MYB 

افزار ها با استفاده از نرمنتایج حاصل از آنالیز داده

MEGA7 آوردن بهترین مدل جایگزینی  دستجهت به

که  دهدنوکلئوتیدی با استفاده از روش بیزی نشان می

باشد بهترین یم BICکه دارای کمترین مقدار  JCمدل 

 شد.باها میمدل جهت جایگزینی نوکلئوتیدی در توالی
 

 نماییتخمین جایگزینی نوکلئوتیدی با استفاده از روش حداکثر درست -3جدول 
Table 3- Estimation of nucleotide substitution using the maximum likelihood method 

G C T/U A  

6.59 4.90 8.33 - A 

6.46 9.94 - 9.00 T/U 

6.46 - 16.89 9.00 C 

- 4.90 8.33 9.19 G 

 

با  MYBتخمین جایگزینی نوکلئوتیدی ژن 

 نماییاستفاده از روش حداکثر درست

الگوی جایگزینی و مقدار تخمین زده شده بر اساس مدل 

Tamura-Nei (0113 محاسبه شد. فراوانی نوکلئوتید )

%(A=30.60%( ،)T/U =24.88%( ،)C=21.83 و )

%(G=22.69.است )  نتایج نشان داد که بیشترین

باشد و کمترین ( می51/00جایگزینی از نوع پورینی )

باشد. همچنین مقدار ( می10/1آن از نوع پیریمیدینی )

باشد. در ( می15/1) Cبا  Tجایگزینی باز پریمیدینی

( محاسبه شد. 10/1) Tبا  Cکه مقدار جایگزینی حالی

A (51/00 )با  Gهمچنین مقدار جایگزینی باز پورینی 

( بود 02/01) Gبا  Aکه مقدار جایگزینی بوده در حالی

 (.5)جدول 

 AFهای ژن ماتریس تشابهات و تفاوت

 AFهای ژن درصد تشابهات و تفاوت 1نتایج جدول 

 دهد.را نشان می 0های موجود در جدول نمونه
 

 نماییتخمین جایگزینی نوکلئوتیدی با استفاده از روش حداکثر درست -0جدول 

Table 4- Estimation of nucleotide substitution using the maximum likelihood method 
G C T/U A  

10.82 6.29 7.16 - A 

6.53 7.94 - 8.81 T/U 

6.53 - 9.05 8.81 C 

- 6.29 7.16 14.59 G 

 
 AFها ژن های موجود در ماتریس تشابهات و تفاوتنمونه -5جدول 

Table 5- Examples in the matrix of similarities and differences of AF gene 
Vigna unguiculata (L.) Walp. cv. 1 1 
Vigna unguiculata (L.) Walp. cv. 2 2 
Vigna unguiculata (L.) Walp. var. Mutant 3 
XM028074066.1 PREDICTED: Vigna unguiculata transcription factor MYB 90 like (LOC114186063) 

mRNA 
4 

XM028074195.1 PREDICTED: Vigna unguiculata transcription factor MYB 90 like (LOC114186169) 

mRNA 
5 

XM028074234.1 PREDICTED: Vigna unguiculata transcription factor MYB 114 like (LOC114186193) 

mRNA 
6 
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 AFهای ژن ماتریس تشابهات و تفاوت -2جدول 

Table 6- Matrix of similarities and differences of AF gene 
 درصد تشابه

Similarities ⁒ 
 

 6 5 4 3 2 1  
ت

او
تف

د 
ص

در
 D

if
fe

re
n

ce
s 

⁒
 

1 59.9 26.4 55.8 94.7 56.6  1 

2 59.5 62.2 57.0 95.7  3.4 2 

3 60.6 61.5 65.5  1.8 3.5 3 

4 71.8 78.0  4.5 5.6 6.8 4 

5 85.5  13.8 13.2 13.4 12.7 5 

6  2.8 1.8 4.0 3.2 3.0 6 

 6 5 4 3 2 1  

 

 AFنمودار درختی ژن 

دهد که هر سه نمونه مورد بررسی که نمودار نشان می

اند. اند در یک گروه قرار گرفتهبوده Aدارای ژن 

بلبلی در حد که نمونه موتانت لوبیای چشمطوریبه

جد )نمونه موتانت(  2بلبلی واسط دو نمونه لوبیای چشم

قرار گرفته است.  0بلبلی نوع مـوبیای چشـونه لـو نم

بلبلی دارای وبیای چشمـهای لونهـبر این نم علاوه

در گروه  MYB114و  MYB90تور رونویسی ـفاک

ارای بلبلی داند. همچنین لوبیای چشمدیگر قرار گرفته

در یک گروه جداگانه قرار  MYB90فاکتور رونویسی 

رختی با ماتریس (. نتایج نمودار د0گرفته است )شکل 

و  2، 0های ها مطابقت دارد که نمونهتشابهات و تفاوت

اند و بیشترین میزان تشابه رفتهـروه قرار گـدر یک گ 3

 را هم دارند.

 

 
 DNAدر سطح  UPGMAبا الگوریتم  bootstافزار ترسیم درخت فیلوژنتیکی با نرم -2شکل 

Figure 6- Drawing a phylogenetic tree with bootst software with UPGMA algorithm at DNA level 
 

 



 
 151 ایارقام لوب یدر برخ نیانیآنتوس زانیم یرنگ پوشش بذر و بررس یمولکول زیآنال

 

 

های مورد بررسی ژن ساختار نوکلئوتیدی نمونه

MYB 
های نتایج آنالیز تعداد و درصد نوکلئوتیدی در نمونه

نشان  NCBIمورد بررسی در مقایسه با نمونه موجود در 

 ای درکه تغییرات قابل مشاهدهداد که با توجه به این

، شودطول قطعه تکثیر شده روی ژل آگارز مشاهده نمی

اما تغییرات جزیی در درصد مولکولی نوکلئوتیدها در 

شود. بیشترین درصد مورد مطالعه مشاهده میهای نمونه

نمونه درصد( در دو  51/35) Aمولکولی نوکلئوتید  

NCBI،XM_017560892.1: 296-531 

PREDICTED: V. angulari stranscription 

factor MYB90-like (LOC108327158), 

mRNA  وAP015037.1: 4241108-4241343 

Vigna angularis var. angularis DNA, 

chromosome 4, almost complete sequence, 

cultivar: Shumari که مشاهده شده در صورتی

 :P039354.1درصد( در نمونه  10/01کمترین مقدار )

56713372-56713613 Vigna unguiculata 

cultivar Xiabao 2 linkage- group LG10 
( 50/35مشاهده شد. همچنین بیشترین درصد )

 :P039354.1( در نمونهT)مولکولی تیمین 

56713372-56713613 Vigna unguiculata 

cultivar Xiabao 2 linkage-group LG10 
( در دو 10/01که کمترین مقدار )مشاهده شد در حالی

 M_028074195.1: 331-572نمونه

PREDICTED: Vigna unguiculata 

transcription factor MYB90-like 

(LOC114186169), mRNA 
 :XM_028074066.1: 364-605 PREDICTEDو

Vigna unguiculata transcription factor 

MYB90-like (LOC114186063), mRNA 
( در G( )02/21مشاهده شد. بیشترین مقدار گوانین )

 XM_017560892.1: 296-531دو نمونه

PREDICTED: Vigna angularis transcription 

factor MYB90-like (LOC108327158), 

mRNA  وAP015037.1: 4241108-4241343 

Vigna angularis var. angularis DNA, 

chromosome 4, almost complete sequence, 

cultivar: Shumari ( 00/01و کمترین مقدار  )درصد

مشاهده شد.  V. unguiculata mutantدر نمونه 

( در دو Cکمترین مقدار سیتوزین )

 XM_017560892.1: 296-531نمونه

PREDICTED: Vigna angularis transcription 

factor MYB90-like (LOC108327158), 

mRNA وAP015037.1: 4241108-4241343 

Vigna angularis var. angularis DNA 

chromosome 4, almost complete sequence, 

cultivar: Shumari( ،01/01 مشاهده شد در )

( در دو نمونه 01/25که بیشترین مقدار سیتوزین )حالی

P039354.1: 56671044-56671282 Vigna 

unguiculata cultivar Xiabao 2 linkage-group 

LG1 وP039354.1: 56676056-56676294 

Vigna unguiculata cultivar Xiabao 2 

linkage-group LG10 .مشاهده شد 

 MYBهای ژن یس تشابهات وتفاوتماتر

 AFهای ژن درصد تشابهات و تفاوت 0نتایج جدول 

 دهد.را نشان می 1های موجود در جدول نمونه

 MYBژن  نمودار درختی

های مورد بررسی نشان در نمونه Mنمودار درختی ژن 

ها به سه گروه درصد تشابه نمونه 10دهد که با می

شوند که گروه اول شامل هفت نمونه از تقسیم می

 و  V.angularisهای مختلف لوبیا از جمله  گونه

V.unguiculata  و  P.vulgaris  و همچنین

P.lunatus  است که در یک گروه قرار گرفتند و

 Xiabaoبلبلی رقم های لوبیا چشمنههمچنین نمو

تنهایی در یک گروه قرار گرفتند. نمونه لوبیا به

همراه نمونه موتانت در یک گروه به 2و  0بلبلی نوع چشم

ع تک گونه تنوی موتانت هیچدیگر قرار گرفتند که نمونه

نشان نداد )شکل  0نوکلئوتیدی نسبت به جد خود، نوع 

1.) 
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 هاهای ماتریس تشابهات و تفاوتنمونه -6جدول 
Table 7- Examples of matrices of similarities and differences 

Vigna unguiculata (L.) Walp. cv. 1 
1 

Vigna unguiculata (L.) Walp. cv. 2 
2 

Vigna unguiculata (L.) Walp. var. Mutant 
3 

Phaseolus lunatusL. 
4 

XM 007139478.1: 294-523 Phaseolus vulgaris hypothetical protein (PHAVU_008G038600g) mRNA, 

complete cds. 

5 

KP238102.1: 41-273 Lablab purpureus p XM_007139478.1: 294-523roduction of anthocyanin pigment 

1 (pap1) mRNA, partial cds 

6 

XM 017560892.1: 296-531 PREDICTED: Vigna angularis transcription factor MYB90-like 

(LOC108327158), mRNA 
7 

AP015037.1: 4241108-4241343 Vigna angularis var. angularis DNA, chromosome 4, almost complete 

sequence, cultivar: Shumari 

8 

CP039354.1: 56671044-56671282 Vigna unguiculata cultivar Xiabao 2 linkage-group LG10 
9 

CP039354.1: 56676056-56676294 Vigna unguiculata cultivar Xiabao 2 linkage-group LG10 
10 

CP039354.1: 56762155-56762390 Vigna unguiculata cultivar Xiabao 2 linkage-group LG10 
11 

CP039354.1: 56713372-56713613 Vigna unguiculata cultivar Xiabao 2 linkage-group LG10 
12 

XM 028074195.1: 331-572 PREDICTED: Vigna unguiculata transcription factor MYB90-like 

(LOC114186169), mRNA 

13 

XM 028074066.1: 364-605 PREDICTED: Vigna unguiculata transcription factor MYB90-like 

(LOC114186063), mRNA 

14 

 

 

 
 DNAدر سطح  UPGMAبا الگوریتم  bootstافزار ترسیم درخت فیلوژنتیکی با نرم -6شکل 

Figure 7- Drawing a phylogenetic tree with bootst software with UPGMA algorithm at DNA level 
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 گیری کلیتیجهن

)لوبیا سیاه( بر تمامی  0از نظر صفت آنتوسیانین رقم 

ی بلبلارقام برتری داشت و در بین ارقام لوبیای چشم

( دارای آنتوسیانین بیشتری نسبت 1نمونه موتانت )رقم 

باشد. می 2و  0بلبلی معمولی نمونه لوبیای چشم به دو

انت بلبلی موتدلیل این اختلاف این است که نمونه چشم

یره باشد. رنگ تدارای پوششی با نواحی سیاه بیشتر می

 بلبلیپوشش بذر این رقم نسبت به دو نمونه چشم

معمولی حاکی از آن است که آنتوسیانین بیشتری دارد. 

که رنگ سیاه دانه با آنتوسیانین در ذکر است لازم به 

ژنوتیپ لوبیا  02ارتباط مستقیم است. همچنین بررسی 

های مختلف لوبیا از نظر صفت نشان داد که بین ژنوتیپ

داری وجود دارد و آنتوسیانین آنتوسیانین اختلاف معنی

 تری دارند نسبتهایی که رنگ پوسته تیرهکل در دانه

 & Jamal Omidi) به لوبیای سفید بیشتر است

Setodi, 2018). ی هامیزان آنتوسیانین کل در ژنوتیپ

باشد سیاه رنگ لوبیا بیشتر از سایر الگوی رنگی لوبیا می

(Balasubramanian et al., 2004همان .) طور که

های لوبیای تنها در نمونه AFدهد ژن نشان می 1جدول 

بلبلی موتانت تکثیر شده و لوبیا چشم 2، 0بلبلی چشم

ها این ژن تکثیر نشده است در است و در سایر نمونه

و  2، 0بلبلی بر لوبیای چشمعلاوه  MYBکه ژن حالی

کثیر نیز تبلبلی موتانت در لوبیای عروس لوبیای چشم

ها تکثیر نشده که در سایر نمونهت در حالیـده اسـش

هایی که فاکتور شان داد در نمونهـایج نـنتاست. 

بلبلی موتانت، یعنی نمونه )چشم MYBرونویسی 

و لوبیای عروس یا  2، 0بلبلی معمولی مــچش

بلبلی بلبلی موتانت، چشم)چشم AFکریسمس( و 

( تکثیر شدند دارای مقادیر آنتوسیانین 2و  0معمولی 

 بالایی نیز بودند.

 
 AFو  MYBمقدار آنتوسیانین و تکثیر ژن  -9 جدول

Table 9- Anthocyanin content and MYB and AF gene amplification 
 آنتوسیانین بذر

Seed anthocyanin content 
MYB AF نام فارسی English name 

 Pinto Bean 1 0لوبیا چیتی    5.33

 skunk Pinto Bean skunkلوبیا چیتی رقم    10.19

 Pinto Bean 2 2لوبیا چیتی    5.64

 Navy Bean لوبیا سفید   2.89

 Kidney Bean لوبیا قرمز   10.81

 Black Beans لوبیا سیاه   13.23

6.46   لوبیا چشم بلبلی موتانت Cowpea  Mutant 

4.64   0بلبلی معمولی لوبیا چشم Cowpea 1  

4.64   2بلبلی معمولی لوبیا چشم Cowpea 2  

 Swedish brown beans ای سوئدیلوبیا قهوه   6.94

 Pinto Bean 3 3لوبیا چیتی    4.16

7.41   لوبیا عروس Bean Lima Christmas 

 

ها با تأثیر در مسیر بیوسنتز آنتوسیانین باعث این ژن

گ بلبلی موتانت شدند. رنافزایش رنگ سیاه لوبیای چشم

های سیاه بذر از طریق بیوسنتز آنتوسیانین توسط ژن

شوند که کنترل می MYBمربوط به فاکتور رونویسی 

ر تبر تأثیر در رنگ پوشش دانه که ظاهری جذاب علاوه

بلبلی معمولی دارد حاوی م چشمنسبت به ارقا



 
 150 ایارقام لوب یدر برخ نیانیآنتوس زانیم یرنگ پوشش بذر و بررس یمولکول زیآنال

 

 

به ه باشد. بنابراین، با توجآنتوسیانین بیشتری نیز می

ها که در سنتز آنتوسیانین AFو   MYBهایحضور ژن

نقش دارند، باعث جذابیت و بازارپسندی محصول لوبیا 

ر توان دشده که میزان آنتوسیانین بالاتری دارند و می

ژه قرار گیرند. با توجه به های غذایی مورد توجه ویبرنامه

تانت بلبلی موتوان گفت رقم چشمنتایج این تحقیق می

یسه تر در مقادلیل آنتوسیانین بیشتر و ظاهری جذاببه

رقام تواند جایگزین ابلبلی میبا سایر ارقام لوبیای چشم

معمولی این نوع لوبیا شود. البته بایستی مطالعات 

ها بر ژن بیشتری در خصوص تأثیر حضور این

 بلبلی موردخصوصیات کیفیت و کمیت لوبیا چشم

نه تواند گزیبررسی قرار گیرد تا مشخص شود که آیا می

مناسبی برای کشت و معرفی به کشاورزان باشد یا نه؟ 

در رقم لوبیای  AFیابی نشان داد که در ژن نتایج توالی

دو الحاق بزرگ با استفاده از بلبلی موتانت چشم

شناسایی گردید که  NCBIاطلاعاتی در وجوی جست

در مقایسه با سایر محققین که با استفاده از تکنیک 

RNA-seq بلبلی کار کردهروی ارقام مشابه لوبیا چشم 

م که رقبودند شناسایی شد. بنابراین با توجه به این

بلبلی موتانت توسط مؤلف تولید و معرفی لوبیای چشم

شده است و همچنین مقدار بالای عملکرد و آنتوسیانین 

تواند گزینه مناسبی می MYBو  AFهای و حضور ژن

ی کامل این ژن باشد تا از جهت بررسی بعدی و جداساز

 این طریق بتوان میزان بیان دقیق آن را بررسی نمود. 
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