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بـرداري  فاده از روش نسـخه در بيوسنتز آپوكاروتنوئيدهاي زعفران، دو ايزوفرم از اين ژن با است CCDهاي  در اين تحقيق به دليل اهميت ژن

هـاي بيوانفورمـاتيكي شـامل بررسـي     بررسـي . سازي، تعيين توالي و نتايج با موارد مشابه خارجي مورد مقايسه قـرار گرفتنـد  معكوس همسانه

ولوژي مـدلينگ و  ها به روش هم بعدي اين پروتئين سازي سه  مدل. هاي پروتتيني مورد ارزيابي قرار گرفتارتباطات خويشاوندي و نيز ساختار

سـنجي سـاختاري مـدل ترسـيم شـده      همچنين جهت اعتبار. پس از انتخاب الگوي مناسب انجام گرفت Swiss Modelبا استفاده از پايگاه 
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جفـت بـاز در    ٦٦٨و  CCD4aجفـت بـاز در    ٦٧٠(و يـك اينتـرون   ) CCD4bجفـت بـاز بـراي     ١٠٩٩و  ٦١٤و   CCD4aبـراي  جفت باز 

CCD4b (بررسي . هستندIn silico   هـاي   خصوصيات فيزيكوشيميايي پـروتئينCsCCD4a  وCsCCD4b       بيـانگر ايـن حقيقـت بـود كـه
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  مقدمه

بـه عنـوان طـلاي سـرخ،      .Crocus sativus L)(زعفـران  

باشـد كـه ارزش    بهـاترين چاشـني غـذايي در جهـان مـي      گران 

انـدام جنسـي مـاده گـل      ،اقتصادي آن بـه كلالـه خشـك شـده    

عمـده  ). Bathaie et al., 2006(باشـد   زعفـران، مربـوط مـي   

تركيبات دارويي زعفران شامل آپوكاروتنوئيدهاي سيس و تـرانس  

باشـــند  هـــا و ســـافرانال مـــي ســـينهـــا، پيكروكرو كروســـين

)Hosseinpour Azad et al., 2016 .(   كلالـه زعفـران داراي

تعدادي تركيبات فعال و غيرفعال ديگري از خانواده كاروتنوئيـدها  

-شامل زيزانتين، ليكوپن و انواع مختلف آلفا و بتا كاروتن نيز مي

ي باشد همچنين اين گياه به عنوان منبع غني از محتويات فنوليك

 ,.Goli et al(باشـد  اكسـيداني مـي   با فعاليت اثبات شـده آنتـي  

2012 .(  

درصـد از وزن   ٨بيش از (كلاله زعفران حاوي مقادير زيادي 

باشد كه عامـل ايجـاد    از آپوكاروتنوئيدهاي گليكوزيله مي) خشك

 Hosseinpour(شـند   بـا رنگ، طعم و عطر ادويـه زعفـران مـي   

Azad et al., 2016.( وئيـدها تركيبـاتي هسـتند كـه     آپوكاروتن

-فرآيندهاي رشد و فيزيولوژيكي حياتي را در گياهان تنظيم مـي 

هاي قابل تـوجهي   با وجود پيشرفت). Baba et al., 2015(كنند 

كه در مورد توليد آپوكاروتنوئيدها در گياهان صورت گرفته اسـت،  

روشـن مشـخص نشـده     صورتهمكانيسم تنظيم و بيوسنتز آنها ب

در كلالـه زعفـران،   دهـد  ميلعات صورت گرفته نشان مطا. است

گـردد   كاروتن و زيزانتين توليد مي- بتاهاي  پيش مادهكروستين از 

)Rubio et al., 2009.( واسطه هاي كاروتنوئيدي به اين مولكول

 CCD١  هـاي خـانواده   واكنش برشي كه توسط تعدادي از آنـزيم 

 ).Giuliano et al., 2003(شـوند   گيرد، تشكيل مـي  صورت مي

هــاي كاروتنوئيــد اكســيژناز در  آنــزيم انــواع مختلفــي ازتــاكنون، 

                                                                                                
1 - Carotenoid Cleavage Dioxygenases  

اولين ژن شناسايي شده از . اند شده بندي و طبقه گياهان شناسايي

ذرت بـــود كـــه در تشـــكيل  Vp14٢، ژن هـــاCCD  خـــانواده

 NCED٣اسيدآبسسيك نقش دارد و در حال حاضر تحت عنـوان  

هـا طبقـه بنـدي    CCDگ عنوان يك كـلاس از خـانواده بـزر   به

ــي ــوند م ــر   Gomez-Gomez et al., 2010). (ش ــلاوه ب ع

NCED ،CCD     ها در گياهان بـه پـنج كـلاس شـاملCCD1 ،

CCD2 ، CCD4 ،CCD7  وCCD8 شــوند  طبقــه بنــدي مــي

)Ahrazem et al., 2016.(  

خـود داراي   Nدر پايانه  CCD4هاي متعلق به كلاس  آنزيم

هـا پيونـد    ايـن آنـزيم  . باشـند  يدميني براي عبور از پلاستيدها م ـ

زننـد و بـه    بـرش مـي  ) ٩'- ١٠'( ٩- ١٠هاي  دوگانه را در موقعيت

هـاي بتاكـاروتن از   رسـد كـه حـداقل بـراي پـيش مـاده       نظر مي

، )Rubio et al., 2008(تـر باشـند    فعـال  CCD1هـاي   آنـزيم 

تري نسـبت بـه    پيش ماده مشخص CCD4هاي  همچنين آنزيم

CCD1   دارنـد)Rubio et al., 2009 .( در مطالعــات صــورت

ــزيم  ــراي آن ــه ب ــزيم  CCD4  گرفت  CCD4bو  CCD4aدو آن

ــزيم  ــن آن ــه اي ــايي شــده اســت ك ــدها را در  شناس ــا كاروتنوئي ه

  ).   Giuliano et al., 2003(زنند  هاي مشابهي برش مي موقعيت

بـا  ) Gomez-Gomez et al., 2010(گمز و همكاران - گمز

از كلالـه   CCD4هـاي   يكـي ژن جداسازي و مقايسه سـاختار ژنت 

هـاي گيـاهي بـه    هـاي آن بـا ديگـر گونـه     زعفران و مقايسه آلل

هـا  CCDدر بين خانواده  حفاظت شدگي آنها و  توصيف اينترون

 بــرخلاف  CCD4هــا نشــان داد در ژن آنمطالعــات  .دپرداختنــ

بــه  و اينتــرون وجــود دارد CCD8و  CCD1 ،CCD7هــاي  ژن

بسـيار   CCD4هـاي   در ساختار ژن نرسد موقعيت اينترونظر مي

و همكـــاران  اهــرازم اي ديگــر  در مطالعـــه .اســت متحــرك  

)Ahrazem et al., 2010 ( دو ژنCCD4a   وCCD4b  را از
                                                                                                
2 - VIVIPAROUS14 
3 - 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenas 
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C. sativus  هــا نشــان دادنــد كــه     آن. جداســازي نمودنــد

CsCCD4a   اسـيدآمينه و   ٥٨٠بـاCCD4b   اســيدآمينه  ٥٦٩بـا

-Gomez(باشـند   مـي ) بهاسيدآمينه مشا ٣٦٩(تشابه % ٩٨داراي 

Gomez et al., 2010(.  

طـول دوره  در  CCDهـاي   بيان ژندر پژوهشي كه بر روي  

 انجـام شـد، مشـاهده گرديـد كـه       رشد و توسعه كلاله زعفـران 

mRNA الگوهـاي بيـاني    ،هـاي دي اكسـيژناز   هاي مسـئول ژن

ايـن  در . متفاوتي در طول مراحـل رشـد و توسـعه كلالـه دارنـد     

عملا در مراحل  CCD4aهاي رونوشتاده شد كه د نشانمطالعه 

و در مرحلـه سـرخ رنـگ    زرد و نارنجي غيرقابل شناسـايي بـوده   

لــي ميــزان وگيرنــد كلالــه در بــالاترين ســطح خــود قــرار مــي

 ـ CCD4bهاي ترونوش -هدر تمام مراحل رشد و توسعه كلاله ب

  ). Grilli et al., 2004( بالا بودپيوسته  طور 

بالاي اقتصادي زعفران به واسـطه سـطوح    از آنجا كه ارزش

باشد، لـذا مطالعـه سـنتز و     بالاي آپوكاروتنوئيدهاي كلاله آن مي

ــيداتيوي     ــت اكس ــل از شكس ــدهاي حاص ــكيل آپوكاروتنوئي تش

) Ahrazem et al., 2010(كاروتنوئيدهاي آن مفيد خواهد بـود  

ــه    ــه فعاليــت ب ــزايش توليــد     و هــر گون ــه اف ــژادي در زمين ن

يــدها، مســتلزم شــناخت و درك تنظــيم مســير ســنتز آپوكاروتنوئ

به ايـن منظـور،   ). Bhat et al., 2018(باشد  آپوكاروتنوئيدها مي

هـاي قابـل تـوجهي كـه در مـورد شناسـايي        با وجـود پيشـرفت  

ــات ژن ــدها در   خصوصــيات و مشخص ــير آپوكاروتنوئي ــاي مس ه

هـاي   هـا و پـروتئين    گياهان صورت گرفته است، ولي سـاختار ژن 

در زعفـران ايـران تـاكنون مـورد      CCDاز بيان خـانواده   حاصل

  . بررسي قرار نگرفته است

 نيـز هـاي ژنـي و    شناخت ساختار به منظور توصـيف خـانواده  

 ,.Ahrazem et al(باشـد   ايجـاد ارتباطـات تكـاملي مهـم مـي     

هاي فيلوژنتيكي و بيوانفورماتيكي به منظور  ، انجام بررسي)2010

طـور  بـه . پروتئيني امري ضروري استبررسي ساختارهاي ژني و 

هـا نيازمنـد اسـتخراج     معمول تجزيـه و تحليـل فيلـوژنتيكي ژن   

ــرون  ــزون و اينت ــاختار اگ ــل   ژن  س ــه و تحلي ــا و ســپس تجزي ه

افـزاري مـرتبط    هـاي نـرم   ها با اسـتفاده از برنامـه   فيلوژنتيكي آن

روش فيلوژنتيـك از اطلاعـات   ). Wang et al., 2013(باشد  مي

ها و بين موجودات  جهت بيان ارتباطات تكاملي بين ژنمولكولي 

هاي فيلوژنتيكي به عبارت ديگر هدف از بررسي. شود استفاده مي

هايي اسـت كـه نشـان     ها به صورت درخت كشف ترتيبي از شاخه

هـاي يـك    دهنده بهترين روابط بين منابع مختلف براساس توالي

هـاي   بررسـي همچنين ). Naghavi et al., 2009(باشد  ژن مي

فيلوژنتيكي تخميني از چگونگي اشتقاق اعضاي يك خـانواده در  

هاي جايگزيني، حـذف، ازديـاد و    طي تكامل كه به وسيله جهش

جهش با آرايش مجدد ايجاد شده و در معـرض انتخـاب طبيعـي    

  ). Golovnina et al., 2007(تثبيت شده اند 

اي رايـج  هاي محاسباتي از ابزاره ـ سرورهاي آنلاين و برنامه

 ,Sivakumar(باشـند   در بررسي و شناسايي توالي پروتئين مـي 

ــيات  ). 2005 ــباتي خصوصـ ــاي محاسـ ــتفاده از ابزارهـ ــا اسـ بـ

صـورت بهتـري قابـل    ها بـه  فيزيكوشيميايي و ساختاري پروتئين

تعدادي از ابزارهاي محاسـباتي جهـت شـناخت و    . باشند فهم مي

توالي آمينواسـيدي  . اند وجود آمدهها به گويي ساختار پروتئين پيش

توانـد بـه عنـوان ورودي در بسـياري از      پروتئين مـورد نظـر مـي   

شـماري را از  ها و سـرورها بـه كـار رفتـه و اطلاعـات بـي       برنامه

  ). Tramontano et al., 2001( پروتئين ارائه دهد 

هـاي درگيـر   در اين مطالعه با هدف شناخت كامل برخي ژن

وكارتنوئيدي زعفران ايران به عنـوان  در مسير بيوسنتز تركيبات آپ

مهد توليد اين محصـول راهبـردي و ارزشـمند و مقايسـه آن بـا      

دو  برخي كشورهاي پيشرو، در گام نخستهاي مشابه در گزارش

ژنـومي و   DNAاز زعفران ايـران از   CCD4bو  CCD4a  ژن

cDNA سپس با بررسي توالي . سازي گرديدجداسازي و همسانه

هـاي سـاختاري شـامل    اي و نوكلئوتيدي، بررسيهاي اسيدآمينه

هـا،  بيني جايگاه، عملكـرد، سـاختمان دوم و سـوم پـروتئين    پيش

هـا  تغييرات پس از ترجمه و نيز ارتباطات خويشاوندي اين آنـزيم 



  ١٣٩٩، تابستان ٢، شماره٨جلد نشريه زراعت و فناوري زعفران،       ٢١٤

همچنـين نتـايج حاصـله بـا در سـطح      . بررسي و تحليـل گرديـد  

  . ديدملكولي با نتايج گزارش شده موجود در بانك ژن مقايسه گر

  

  ها مواد و روش
 ژنومي DNAاستخراج 

ــتخراج  ــه روش   DNAاس ــومي ب ــه   CTABژن ــر يافت تغيي

)Beiki et al., 2011 (هاي پياز و بـرگ زعفـران كـه     و از نمونه

جهـت بررسـي   . به روش انجمادي خشـك شـده، انجـام گرفـت    

 BOECO(استخراج شـده از نـانودراپ    DNAكميت و كيفيت 

N-1C, Germany (بـه   .ز يـك درصـد اسـتفاده شـد    و ژل آگار

زعفـران   CCD4bو  CCD4aهـاي ژنـي    منظور شناسايي توالي

و  DNAهـاي نوكلئوتيـدي    ايران، اطلاعـات مربـوط بـه تـوالي    

mRNA هــا از بانــك ژن  ايــن ژنNCBIــد  ١ . اســتخراج گردي

نسـبت بـه    Oligo version 7.60افـزار   سپس با استفاده از نـرم 

و  CCD4aهـاي   ا و انتهـاي ژن طراحي آغازگر براي نواحي ابتـد 

CCD4b    ــترك ــازگر مش ــك آغ ــين ي ــه  )Fp(و همچن در ناحي

هـاي   ژن). ١- جـدول (الـذكر اقـدام شـد     هاي فـوق  بالادست ژن

CCD4a  وCCD4b   ٢اي پليمـراز  با واكـنش زنجيـره)PCR ( از

DNA  ژنومي وcDNA  با آغازگرهاي طراحي شده با استفاده از

  Taq polymerase و Pfu polymeraseهـاي   تركيـب آنـزيم  

با استفاده از كيت  PCRتمامي محصولات حاصل از. تكثير شدند

GeNet Bio از ژل آگارز خالص سازي شدند .  

  
  يابي   سازي و تواليهمسانه

هـاي   با توجـه بـه ايـن كـه تـاكنون در خصـوص تـوالي ژن       

CCD4    زعفران ايران پژوهشي صورت نگرفته و تـوالي آنهـا در

هـاي   ثبت نشده و تنها اطلاعات مربوط به پژوهش ها  پايگاه داده

باشد به منظـور بررسـي و    انجام شده در ساير كشورها موجود مي

                                                                                                
1 - www.ncbi.nih.gov/genbank 
2- Polymerase Chain Reaction 

يـابي   سـازي و تـوالي   ، نسبت به همسانهCCD4هاي  مقايسه ژن

در اين . زعفران ايران اقدام گرديد CCD4bو  CCD4aهاي  ژن

يـت  بـا اسـتفاده از ك   PCRهاي اتصال محصولات  واكنشراستا 

TA cloning )Fermentas ،USA  ( توسط آنزيم T4 DNA 

Ligase     سـازي   به داخـل ناقـل همسـانهpTZ57 R/T   انجـام

بـا اسـتفاده از     DH5αسـويه  E.coliتراريختگي بـاكتري  . شدند

. انجـام گرديـد  ) Maniatis et al., 1995(روش شوك حرارتـي  

يـك  بيوت حـاوي آنتـي   agar-LB٣هاي تراريخته در محـيط   سلول

غربالگري جهت تأييـد  . گزينش شدند) ٥٠ g.ml-1μ(سيلين  آمپي

ــه دو روش   ــاكتري ب ــه ب و  colonyPCRورود ژن مــورد نظــر ب

، BamH I  )Jena Bioscienceبرشـي   هضم آنزيمي بـا آنـزيم  

Germany (هـاي مختلـف بـا     پلاسميدها از كلـون . انجام گرفت

- نتقـال ژن پيشگامان ا( TPGاستفاده از كيت استخراج پلاسميد 

يـابي بـا    سازي جهت توالي جداسازي شده و پس از خالص) ايران

و همچنين آغازگرهـاي اختصاصـي    M13آغازگرهاي يونيورسال 

ارسـال  ) Korea, Macrogen(به شركت ماكروژن كره جنـوبي  

 .شدند

  
   cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

RNA با استفاده از كيت اسـتخراج  از كلاله گل زعفران كل 

RNA )™ Total RNA Extraction Solution  cuZolAc

from Bioneer، USA(  استخراج گرديد و پس از تيمار با آنزيم

DNase سنتز ،cDNA  از آغازگر تصادفي هگزامـر و   با استفاده

) RevertAIDTM M-MuLV(بـرداري معكـوس    آنـزيم نسـخه  

)Thermo Fisher Scientific ،USA (  بر اساس دسـتورالعمل

  . ه صورت گرفتشركت  سازند

  

  

  
                                                                                                
6- Luria-Bertani 
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 CCD4bو  CCD4aهاي  آغازگرهاي مورد استفاده در بررسي ژن -١جدول 
Table 1- Primers used in the investigation of CCD4a and CCD4b genes 

 ژن
Gene 

  آغازگر
Primer 

 توالي
Sequence 

CCD4a 
F4a 5’- ATGGAGTATCGGTTATCCTCC -3’ 
R4a 5’- TAC TGC TGT GAC AGC AGC TCA GC -3’ 

CCD4b 
F4b 5’- ATG GAG TAT CGG TTG TCA TCC TCC  T -3’ 
R4b 5’- TAC TGC TGT GAC AGC AGC TCA GC -3’ 
Fp 5’- TCC TTT CGA ATA CTT TTC CTC ATC C -3’ 

 

  بررسي توالي نوكلئوتيدي

يابي قطعات مورد نظـر توسـط شـركت مـاكروژن كـره       توالي

بـراي حـذف آلـودگي ناقـل بـا اسـتفاده از       جنوبي انجام و نتايج 

بـه  . اصلاح گرديد و بررسي Chromas version2.6.2افزار  نرم

 N ،برنامـه  NCBIهاي مشـابه از پايگـاه داده    منظور يافتن توالي

BLAST هـا بـا ترجمـه    همچنين توالي اسـيدآمينه . استفاده شد

بـه وسـيله    CCD4bو  CCD4aهاي  هاي نوكلئوتيدي ژن توالي

ــرم ــولي    نـ ــاه مولكـ ــه داده پايگـ ــاي ترجمـ  Expassyافزارهـ

)https://web.expasy.org/translate (  بدست آمـد)Artimo et 

al., 2012( .ها  هاي فيزيكوشيميايي پروتئين براي بررسي ويژگي

) Protparam )http://web.expacy.org//protparamافزار  از نرم

)Gasteiger et al., 2005(هـاي   بيني ساختاردوم پروتئين ، پيش

ــونده از   ــان شـــ ) SOPMA )https://npsaprabi.ibcp.frبيـــ

)Combet et al., 2000(، بينـي تـوالي حفاظـت شـده بـا       پيش

 ,.Pfam )http://pfam.xfam.org) (El-Gebali et alافـزار   منر

 ProtCompافـزار   ، شناسايي جايگاه درون سلولي از نـرم )2019

)http://www.softberry.com (آبدوسـتي بـر    - ، الگوي آبگريزي

از ) Kyte & Doolittle, 1982(و دوليتـل  اسـاس روش كيـت   

ــرم ــزار   نـ ) ProtScale )http://web.expacy.org/protscaleافـ

)Gasteiger et al., 2005(  هـاي پپتيـدي در    ، وجـود سـيگنال

ــرم ــروتئين از نــــــ ــزار   پــــــ  SignalP 4.1افــــــ

)s/SignalPhttp://www.cbs.dtu.dk/service ()Petersen 

et al., 2011( گيري مرتبط با پروتئين ، ناحيه تراغشايي و جهت 

CCD4 زار فـــــــــــــــا از نـــــــــــــــرمTMHMM 

)http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM( )Krogh et 

al., 2001( اي ه ـ پـروتئين از بانـك   گيري و براي بررسي هدف

TargetP )Almagro Armenteros et al., 2019(  و

ChloroP )Emanuelsson et al., 1999(    بهـره گرفتـه شـد . 

اسـتفاده از پايگـاه اطلاعـاتي    مدل سازي به روش مدلينگ و بـا  
SWISS-MODEL 

(https://swissmodel.expasy.org/interactive) ) 

Waterhouse et al., 2018; Bienert et al., 2017; Guex 

et al., 2009 (در نهايت بـه منظـور ارزيـابي كيفيـت     . انجام شد

 ,.Bertoni et al(بعدي  با استفاده از پلات راماچاندران  همدل س

  . مورد ارزيابي قرار گرفت )2017

  
  بررسي ويژگي هاي فيلوژنتيكي

ايجاد يك درخت فيلوژنتيكي بر اسـاس سـه مرحلـه اسـتوار     

يـا پـروتئين و بـه     DNAهاي  هم رديف كردن توالي) الف: است

ت درخـت مـورد   اي كه جهت ساخ هاي مقايسه دست آوردن داده

اي بـه درخـت    هاي مقايسه تبديل داده) ب. گيرند استفاده قرار مي

 .ارزيابي صحت درخت بازسازي شده) ج. بازسازي شده

 Mega 6 )Tamura etها با نرم افزار  ، تواليدر اين تحقيق

al., 2013 (  ١هم رديف شده و با استفاده از روش اتصـال مجـاور 

درخـت تكـاملي اسـت، رسـم     هاي رايج ايجـاد   كه يكي از روش

 Bootstrapها از آزمـون   به منظور ارزيابي صحت درخت. گرديد

ها در درون  كه يك روش ساده براي آزمودن پايداري نسبي گروه

                                                                                                
1 - Neighbor – joining method  



  ١٣٩٩، تابستان ٢، شماره٨جلد نشريه زراعت و فناوري زعفران،       ٢١٦

 ,Nassaj Hoseini & Shamsbakhsh(يـك درخـت اسـت    

  . استفاده شد ١٠٠٠، با تكرار پذيري )2010

  

  و بحث نتايج
   ابيي تكثير، همسانه سازي و توالي

تكثيـر شـده    CCD4يابي قطعـات   نتايج بدست آمده از توالي

 DNAوسيله آغازگرهاي اختصاصي از روي ، و بهPCRبه روش 

نشان داد  يك اينترون  و دو اگـزون در تـوالي    cDNAژنومي و 

 CCD4aبـراي ژن  . هاي مورد مطالعـه قـرار دارد   هر يك از ژن

فت باز و منطقـه  ج ١٠٩٩و  ٦٤١به ترتيب  ٢و  ١مناطق اگزوني 

باشـد همچنـين بـراي ژن     جفـت بـاز مـي     ٦٧٠اينترون شـامل  

CCD4b ١٠٩٩، ٢جفت باز و طول اگـزون   ٦١٤، ١ طول اگزون 

.  شـود  جفت بازي ديـده مـي   ٦٦٨جفت باز به همراه يك اينترون 

 ٥٧٩هـايي بـه طـول     با رونويسي و ترجمه ايـن دو ژن، پـروتئين  

  CCD4bمينه بــراي اســيدآ ٥٧٠و  CCD4aاســيدآمينه بــراي 

  . شود تشكيل مي

  
  ها نتايج بيوانفورماتيكي ساختار پروتئين

بــه منظــور انجــام مطالعــات پروتئينــي، از تجزيــه و تحليــل 

نتـايج حاصـل از   . بيوانفورماتيكي اسيدهاي آمينه اسـتفاده گرديـد  

اين محاسبات نشان داد كه نقطه ايزو الكتريك تئورتيكـال بـراي   

CCD4a و براي  ٦.٤٨CCD4b همچنـين وزن  . باشد مي ٦.٤١

محاسـبه   KDa ٦٣و  ٦٣.٨مولكولي اين دو پـروتئين بـه ترتيـب   

و  CCD4aها به ترتيـب بـراي    شاخص ناپايداري پروتئين. گرديد

CCD4b ،شاخص آليفاتيك، به عنوان يك . بود ٤١.٨٠و  ٤٢.٦٣

ها در برابر حـرارت، بـراي    عامل مهم در ارزيابي مقاومت پروتئين

CCD4a و CCD4b  محاسـبه    ٨٣.٠٥و   ٨٢.٥٩به ترتيب برابر

 ٦٦تعــداد  CCD4a هــاي از مجمــوع كــل اســيدآمينه. گرديــد

 (اسـيدآمينه بـار مثبـت     ٦١و ) Asp+ Glu(اسيدآمينه بار منفي 

Arg+ Lys ( ــراي  ٦٧ايــن تعــداد شــامل  CCD4bداشــته و ب

 اسيدآمينه با بار مثبـت  ٦١و ) Asp+ Glu(اسيدآمينه با بار منفي 

)Arg+ Lys (  بود)برنامه ). ٢- جدولSignalP    كـه   4.1نسـخه

 Bendtsen et(درصـد   ٨٧يكي از ابزارهاي مطمئن بـا صـحت   

al., 2004 (هاي پپتيدي  بيني سيگنال افزارها جهت پيش بين نرم

وجود سـيگنال پپتيـدي   باشد،  ها مي ها و مناطق برش آن پروتئين

همچنين در خروجـي   ).a١شكل (ها را مشخص نكرد  در پروتئين

كـه معيـار    Dافزار، مقدار نمره  بررسي  انجام شده توسط اين نرم

   ٠.٤٥٠هاي ترشحي و غيـر ترشـحي اسـت،     تمايز بين پروتئين

برخـي گزارشـات علمـي حكايـت از آن     . براي هردو پروتئين بود

احتمـالا داراي    ٥/٠بـالاتر از   Dدارد كه توالي پروتئيني با نمـره  

در الگـوي  ). Petersen et al., 2011(ي هسـتند  سيگنال پپتيـد 

، كمتـرين  CCD4aپپتيدي  آبدوستي براي زنجيره پلي - آبگريزي

و ) S(بـراي اسـيدآمينه سـرين     ٣٥در موقعيـت  ) - ٢.٩٢٢(امتياز 

 ٤٠٣بيشترين مقادير آبدوستي براي اسيدآمينه والين  در موقعيت 

، بيشترين CCD4bپپتيدي  و براي زنجيره پلي)  ٢.٤٦٧با امتياز (

و كمتـرين امتيـاز    ٢.٤٦٧با امتياز ) والين ( ٣٩٤امتياز در موقعيت 

ــتي  ــت )- ٢.٧٨٨(آبدوسـ ــاي  در موقعيـ ــامل  ٢٩٣و  ٢٩٢هـ شـ

  ). b١شكل (اسيد  بدست آمد  هاي آرژنين و آسپارتيك اسيدآمينه

ــروتئين  ــده پ ــت ش ــوالي حفاظ ــاي  بررســي ت و  CCD4aه

CCD4b    بـه عنـوان الگـوي    ، يك توالي را بـراي هـر پـروتئين

) ٩٧- ٥٧١(حفاظت شده پروتئين مشخص نمود كـه ايـن تـوالي،    

ــراي  ــراي ) ٨٨ - ٥٦١(و  CCD4aبـ ــانواده CCD4bبـ ، در خـ

  .گيردكاروتنوئيداكسيژنازها قرار مي

و  CCD4aهــاي  بينــي  ســاختار دوم پــروتئين  در پــيش

CCD4b   افـزار   ، بر اساس نتايج بدسـت آمـده از نـرمSOPMA 

ــراي  ــا  ٨٩، CCD4aبـ ــارپيچ آلفـ ــاختار مـ  ١٥١، %)١٥.٣٧(سـ

Extended strand )٢٦.٠٨%( ،٣١  Beta turn )و  )%٥.٣٥

ساختار آلفـا   ٩٠، CCD4bو براي  Random coilساختار  ٣٠٨

ــيكس   ٣٨، )%٢٤.٥٦( ١٤٠ٍExtended strandو %) ١٥.٧٩(هل



  ٢١٧     ...هاي سازي و بررسي بيوانفورماتيكي ژنهمسانهحبيب زاده و همكاران، 

Beta turn )٦.٦٧ (% سـاختار   ٣٠٢وRandom coil   گرديد مشـاهده) ٣جدول.(  

  
  CCD4bو  CCD4aهاي  نتايج حاصل از بررسي خصوصيات فيزيكوشيميايي ژن - ٢ل جدو

Table 2- The physicochemical characteristics of the protein sequences resulted from CCD4a and CCD4b 

ميانگين نسبي 
 -آبدوستي
  آبگريزي
Gravy 

شاخص 
 ناپايداري

Instability 
index (II) 

نقطه 
ريكايزوالكت  
pI 

  وزن مولكولي
Molecular 

weight (Da)  

تعداد 
  اسيدهاي آمينه
Number of 
amino acids  

شاخص 
 آليفاتيك

Aliphatic 
index 

  فرمول شيميايي
Formula 

  

-0.179 42.63  6.48  63832.56  579  82.59  C2866H4436N790O833S17  CCD4a  
-0.171  41.80  6.41  62969.52  570  83.05  C2830H4370N780O821S16  CCD4b  

 
كه محل برش  C-scoreشامل   SignalPافزار  هاي نرم خروجينتايج  :CCD4b .aو  CCD4aهاي  هاي پپتيدي در پروتئين بررسي سيگنال - ١شكل 

تر  ي دقيقبين با پيش Sو  Cهاي  كه مشتقي از نتايج نمره Y-score. دهد كه موقعيت توالي راهنما را تشخيص مي S-scoreكند،  را شناسايي مي
   CCD4bو  CCD4aهاي  آبدوستي پروتئين -الگوي آبگريزي :b خام است،  C  هاي برش نسبت به نمره محل

Figure 1- a: Peptide signaling in CCD4a and CCD4b proteins. a: Results of SignalP software for peptide signaling 

characterization include a C-score that identifies the cleavage site, an S-score that detects the position of the signal peptide. 
The Y-score, which is a derivative of the C-score combined with the S-score resulting in a better cleavage site prediction that 

the raw C-score alone, b: Hydrophobic-hydrophilic pattern of proteins. 
 

و  ChloroP 1.1افرارهـاي   گيـري بـا نـرم    هاي هدفبررسي

TargetP 1.1  تنها برايCCD4a گيـري   وجود سيگنال با هدف

بـا    ProtCompافـزار   نـرم بيني نمودند ولـي   پلاستيدي را پيش

هـا را   براي هر دو پـروتئين، جايگـاه درون سـلولي آن    ٧.٢امتياز 

ي در موقعيـت  يك مـارپيچ تراغشـاي  . بيني نمود كلروپلاست پيش

بـراي   ١٧٥ - ١٩٧و  CCD4aبراي  ١٨٤ – ٢٠٦هاي اسيدآمينه

CCD4b افزار  توسط نرمTMHMM نتـايج  . بينـي گرديـد   پيش

و  CCD4a ١ - ١٨٣هـاي  افزار نشان داد كـه اسـيدآمينه   اين نرم

١ – ١٧٤ CCD4b  به سمت داخل قرار داشته و در بخش خـارج

ترتيـب بـراي    بـه  ١٩٨ – ٥٧٠و ٢٠٧ - ٥٧٩هـاي  هم اسيدآمينه

CCD4a  وCCD4b  ٢- شكل(قرار دارند.(  
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  CCD4bو پروتئين ) سمت چپ(  CCD4aپروتئين  SOPMA.افزار  با نرم CCD4bو  CCD4a  ختار دو بعدي پروتئينابررسي  س -٣ جدول

  )سمت راست(
Table 3- Analysis of the secondary structure of the CCD4a protein (left side) and the CCD4b protein (right side) with the 

SOPMA software 
 CCD4bبراي  SOPMAنتيجه 

SOPMA result for CCD4b 

 CCD4aبراي  SOPMAنتيجه 
SOPMA result for CCD4a 

15.79% is  90 
آلفا يچمارپ  

Alpha helix 
15.37% is   89 

 مارپيچ آلفا
Alpha helix 

0%  is  0 
٣١٠مارپيچ   

310   helix 
0% is  0 

٣١٠مارپيچ   

310   helix 

0%  is  0 
Pi يچمارپ  

Pi  helix 
0%  is  0 

Pi مارپيچ 
Pi  helix 

0%  is  0  پل بتا 
Beta bridge 

0%  is  0  پل بتا 
Beta bridge 

24.56% is  140 
 رشته ممتد

Extended strand 
26.08% is  151 

 رشته ممتد
Extended strand 

6.67% is  38 
 چرخش بتا

Beta turn 
5.35% is  31 

  چرخش بتا
Beta turn 

0%  is 0  ناحيه بتا  
Beta region 

0%  is 0 
  ناحيه بتا

Beta region 

52.98% is  302 
 مارپيچ تصادفي

Random coil 
53.20% is  308  مارپيچ تصادفي 

Random coil 

0%  is  0 
  ساختار مبهم

Ambiguous states  
0%  is  0  ساختار مبهم  

Ambiguous states 

0%  is  0 
 ساختارهاي ديگر
Other states 

0%  is  0 
 ساختارهاي ديگر
Other states 

  

  
  ) پايين( CCD4bو پروتئين ) بالا(  CCD4aپروتئين .  TMHMM مقايسه ناحيه تراغشايي  دو  پروتئين با برنامه  - ٢شكل 

Figure 2- Investigation of transmembrane domains.  CCD4a protein (up), CCD4b protein (down).  
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بعدي بر اساس انتخاب يك الگو با  سازي ساختار سهمدل

از پايگاه اطلاعاتي   شباهت بالا با پروتئين هدف با استفاده

Swiss model  صورت گرفت)Brown et al., 

در انتخاب الگو معيارهايي نظير وضوح در ). ٣- شكل)(2007

هاي مورد  اليالگو با تو% ٣٥آنگسترم، شباهت بالاي  ٣محدوده 

پايين اعمال گرديد تا اعتبار و  E-valueمطالعه و 

الگوي منتخب براي . پذيري مدل افزايش يابد اطمينان

پروتئين  CCD4bو  CCD4aهاي  سازي پروتئين مدل

VP14 در ذرت)SMTL ID: 3npe.1.A ( ٦٠٤داراي 

 ٣.٢با قدرت تفكيك  ٢٠١٠باشد و در سال اسيدآمينه مي

 ,.Messing et al)(كريستالوگرافي شده است آنگسترم از ذرت 

 CCD4aبا پروتئين  VP14ميزان تطابق الگوي . 2010

و ميزان شباهت آن % ٤١.٤٢ CCD4bو با پروتئين   %٤٠.٨٣

لذا با توجه به ) . ٤- جدول(تعييين شد % ٤٠براي هردو پروتئين 

هاي مورد نظر، اين احتمال  ميزان شباهت پايين الگو با پروتئين

اما . صورت ضعيف انجام شده باشدود دارد كه مدل سازي بهوج

در مسير سنتز كروسين در زعفران  CCD4اين نكته كه آنزيم 

كند، قطعاً اولين گام در راستاي  نقش مهم و حياتي ايفا مي

كننده يا  هاي اتصال و يا ليگاندهاي فعال مطالعه جايگاه

  . باشد سازي اين پروتئين ميمهاركننده، مدل

هاي ساخته شده با پـلات   كيفيت پارامترهاي ساختاري مدل

 محاسـبه  بـا  راماچاندران مورد ارزيابي قرار گرفت كه اين پلات

 يـا  و مجـاز  مطلوب، نواحي در گرفته هاي قرار اسيدآمينه درصد

  ) . ٤شكل (نمايد  مي تعيين را ورودي كيفيت مدل غيرمجاز
  

  ها ارتباط فيلوژنتيكي ژن

و  CCD4aهــاي  درخــت فيلــوژنتيكي ژن نتــايج حاصــل از

CCD4b هـا   هـاي آن هاي اسيدآمينه بر اساس هم رديفي توالي

رسم شد، نتـايج حاصـله در    BLASTاز طريق نرم افزار بر خط 

ــوژنتيكي  ــي) ٥شــكل(درخــت فيل ــاهده م ــود مش ــي   .ش بررس

در يك  CCD2و  CCD1هاي  آنزيم فيلوژنتيكي نشان داد كه 

ــرار مــي ــزيمگي گــروه مســتقل ق ــد و آن ــا  CsCCD4هــاي  رن ب

ــزيم ــاي  آن ــه   CCD4ه ــروه جداگان ــك گ ــان در ي ــاير گياه س

نكته جالب توجـه اينكـه در تمـامي مـوارد     . شوند بندي مي طبقه

اي مشـاهده   لپـه  اي و دو لپه بندي واضح از گياهان تك يك گروه

ــد  ــه  ). ٦شــكل (گردي ــين نشــان داد ك ــايج همچن ــزيم نت دو آن

CsCCD4a  وCsCCD4b  هسـتند   ١هـاي مونوفيلتيـك   تـوالي

هاي مربوط به  همچنين توالي. باشند زيرا داراي جد مشتركي مي

CsCCD4a ،CsCCD4b ،CaCCD4a/b ،CaCCD4c ،

CsCCD4c ،TaCCD-B4 ،TaCCD-D4  وTaCCDA-4 

هـا از جـد   دهنـد زيـرا همگـي آن    را مـي   cladeتشـكيل يـك  

 درخـت فيلـوژنتيكي بدسـت آمـده،    . انـد  مشتركي به وجود آمده

هـاي   ها را به دو گروه اصلي تقسيم نمـود كـه پـروتئين    پروتئين

CsCCD4a  وCsCCD4b   در يك گروه در كنار يكديگر قـرار

هـاي   دهـد پـروتئين   هاي انجام شده نشان مـي  بررسي. اندگرفته

NCED4  وCCD4   قرار گرفته در گروه اول همگي متعلق بـه

ق بـه گـروه دوم   باشند و گياهان متعل ها مي اي گياهان رده دولپه

باشـند  مـي  CsCCD4bو  CsCCD4aهاي كه شامل پروتئين

هــاي  همچنــين پــروتئين. هــا تعلــق دارنــداي بــه رده تــك لپــه

CsCCD1  ،CsCCD2  وCsCCD2L   نيز كه متعلق بـه رده

اي هسـتند درگروهـي جـدا از بقيـه بـه عنـوان        گياهان تك لپه

. شـود  يها  شناخته م ـ در ساير گونه CCD4جدمشترك پروتئين 

توسـط برخـي   كه نتايج حاصـل مشـابه گزارشـات ارائـه شـده       

ــي  ــپانيا م ــان در اس ). Ahrazem et al., 2015(باشــد محقق

-ها درخـت بـه   در محل انشعاب شاخه  Bootstrappingمقادير

هاي مورد مطالعـه در ايـن    تواليخصوص در گروه دو كه شامل 

ر از دهـد كـه درخـت فيلـوژني حاض ـ     باشد، نشان مي تحقيق مي

  .درجه اعتبار بالايي برخوردار است

                                                                                              
1 - Monophyletic 
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  )در ذرتVP14پروتئين ( با الگو CCD4bو  CCD4aهاي  هاي پروتئين ميزان شباهت اسيدآمينه - ٤ جدول

Table 4- The similarity of the amino acids of CCD4a and CCD4b with the pattern (VP14 protein in maize)  

 شرح
Description 

درصد 
شپوش  

Coverage 

 محدوده
Range 

ميزان 
 شباهت

Seq 
similarity 

 وضوح
Resolution 

 روش
Method 

يافت شده 
 توسط
Found 

by 

  ساختار
Oligo-
state 

ميزان 
 تطابق
Seq 

identity 

 الگو
Template 

  پروتئين
Protein 

9-cis-
epoxycaroten

oid 
dioxygenase1, 
choloroplastic  

83% 80- 578 0.42 3.2Å X-ray BLAST monomer 45.23% 3npe.1.A  CCD4a 

9-cis-
epoxycaroten

oid 
dioxygenase1, 
choloroplastic  

85% 71- 
569 0.42 3.2Å X-ray BLAST monomer  45.44% 3npe.1.A CCD4b  

  

  
 :Swiss model  aيگاه اطلاعاتي از پا  بعدي بر اساس انتخاب يك الگو با شباهت بالا با پروتئين هدف با استفاده سازي ساختار سهمدل - ٣شكل 
و ) مركز(  CsCCD4aسازي است كه به عنوان الگويي براي مدل) چپ( VP14دهنده ساختارهاي محافظت شده دوم و سوم روبان كه نشانساختار 

CsCCD4b )مورد استفاده قرار گرفته است) راست .b : نمودارهاي ارزيابي كيفي موضعي ساختار و نمودارZ-score ي براCCD4a  وCCD4b  
Figure3- Modeling the 3D structure based on the selection of a pattern with high similarity to the target protein using the 

Swiss model database. a: Ribbon diagrams showing the conserved secondary and tertiary of VP14 (left) used as template for 
modelling of CsCCD4a (center) and CsCCD4b (right). b: Global Model Quality Estimation and Z-score charts for the 

CCD4a and CCD4b.  
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  CsCCD4و  CsCCD4aنمودار راماچاندران ساختارهاي مدل سازي شده   - ٤شكل 

Figure 4- Ramachandran plots for CsCCD4a and CsCCD4b constructed models.  
  

بدون شـك، در گسـترش كـاربرد بيوتكنولـوژي در گياهـان،      

باشـد  هاي مورد توجـه مـي  توسعه مهندسي ژنتيك يكي از روش

كه ابزاري مفيد و سريع  به منظـور رسـيدن بـه مطالبـات مـورد      

 ,.Bilas et al(كنـد  ها گياهي فراهم مـي  انتظار در اصلاح گونه

ــاكنون پيشــرف). 2016 ــا ژن تت هــاي  هــاي مهمــي در رابطــه ب

 Malus( كدكننده كاروتنوئيدها  در گياهان مختلف ماننـد سـيب  

domestica, MdCCD4 ( ،chrysanthemum 

)Chrysanthemum morifolium, CmCCD4a(رز ، )Rose 

damascene, RdCCD4( ،Osmanthus )Osmanthus 

fragrans, OfCCD4 ( و آرابيدوپســيس)AtCCD4 ( صــورت

 ,.Huang et al., 2009; Gomez-Gomez et al(ته است گرف

-هاي سـاختاري پـروتئين  با اين حال در رابطه با ويژگي. )2010

ها در زعفران اطلاعـات كمـي   ي اين ژنهاي كدشونده به وسيله

  .باشددر دسترس مي

در اين مطالعه، به منظور شـناخت بيشـتر از سـاختار ژنـومي     

جداسـازي،   CsCCD4bو  CsCCD4aهـاي   زعفران ايران، ژن

هـاي   نتايج حاصله بـا داده . توالي يابي و مورد بررسي قرار گرفتند

-هاي گياهي مقايسه شـده  و ديگر گونه NCBIموجود در پايگاه 

اينتـرون و بـا    يـك  اشاره شد نتايج وجـود  طور كه قبلاًهمان. اند

تـوالي نوكلئوتيـدي   . توالي مشخص را در اين خانواده را نشان داد

زعفـران ايـران در    CCD4bو  CCD4aهاي ست آمده از ژنبد

ــاه داده  ــه NCBIپايگـ ــي بـ ــماره دسترسـ و  MK618659شـ

MK618660 با هـم  % ٩٨اين دو ژن به ميزان . به ثبت رسيدند

بـه   C. sativusتطابق داشته كه با توجه به ماهيت تريپلوئيـدي  

به  در تحقيقاتي كه تاكنون. شوندهاي آللي مطرح ميعنوان گونه

دو ژن كدكننـده  ) C. sativus(انجام رسـيده اسـت، در زعفـران    

CsCCD4a  وCsCCD4b  ــده ــازي ش ــايي و جداس ــد شناس . ان

CsCCD4a )اسيدآمينه ٥٨٠ ( وCsCCD4b )اسـيدآمينه  ٥٦٩ (

. )Rubio et al., 2008(شـباهت نشـان دادنـد    % ٩٨با يكديگر 

اراي د ايـن دو آنـزيم  دهـد  نتايج تحقيقات انجام شده نشـان مـي  

مـي باشـند، لـذا    ) ٩'- ١٠'( ٩- ١٠هـاي   فعاليت برشي در موقعيت

يونيـون در  - پيشنهاد گرديد كه احتمالا ايـن دو ژن در توليـد بتـا   

  ). Rubio et al., 2008(طول رشد كلاله دخالت دارند 
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  گياهاندر ساير  CCD4و   Crocus sativusدر  CCDبا ساير  CsCC4bو  CsCCD4aاي  درخت فيلوژنتيكي توالي اسيدآمينه - ٥شكل 

Figure 5. Phylogenetic tree of the sequence of CsCCD4a and CsCC4b with other CCD in Crocus sativus and CCD4 in other 
plants.  

Accession number used are:  Arabidopsis thaliana, AtNCED4 (NP_193652.1 ). Brassica rapa, BrCCD4 (XP_009132578.1). 
Brassica oleracea var. alboglabra, BoCCD4 (AJP16417.1 ). Crocus ancyrensis, CaCCD4a/b (AKN09910.1). CaCCD4c 

(AKN09911.1). Crocus sativus, CsCCD1 (……). CsCCD2 (ACD62475.1). CsCCD2L (ALM23547.1). CsCCD4c (AEO50759.1). 
Carica papaya, CpCCD4 (……). Glycine max, GmCCD4 (XP_003516508.1). Ipomoea nil, InCCD4 (FAA01245.1). Lycium 
barbarum, LbCCD4 (AIX87510.1), Lycium chinense, LcCCD4 (AIY62809.1). Lycium ruthenicum, LrCCD4 (AIX87534.1). 
Momordica charantia, McCCD4 (AFU91490.1). Malus domestica, MdCCD4 (ABY47995.1). Manihot esculenta, MeCCD4 

(XP_021595193.1). Nicotiana tabacum, NtCCD4 (NP_001313051.1). Osmanthus fragrans, OfCCD4 (ABY60887.1). Prunus avium, 
PaCCD4 (XP_021809777.1). Prunus persica, PpCCD4 (AGL08676.1). Pisum sativum, PsNCED4 (BAC10552.1).  Ricinus 

communis, RcCCD4 (XP_002519944.1). Rosa x damascene, RdCCD4 (ABY60886.1). Rhododendron japonicum f. flavum, RjCCD4 
(BAT32880.1). Rosa rugosa, RrCCD4 (AKT74335.1). Triticum aestivum, TaCCD-A4 (ANT73645.1). TaCCD-B4 (ANT73646.1). 

TaCCD-D4 (ANT73647.1). Vitis vinifera, VvCCD4a (AFJ94675.1). VvCCD4b (AFJ94676.1). 
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ــاي   ــه ژن ه ــپانيايي در مطالع ــان اس  .Cدر  CCD4محقق

sativus  براي ژنCsCCD4a  استخراج شده ازDNA   ژنـومي

سه توالي متفاوت را گزارش كردند يك كپي حاوي يك اينترون، 

تـوالي فاقـد   يك كپي فاقد اينترون و در نهايت يك كپي شـامل  

در حـالي  ). Ahrazem et al., 2010(اينترون كوتاه شده اسـت  

حاوي يـك اينتـرون    CsCCD4aكه در اين تحقيق، تنها توالي 

كه دليل ايـن تغييـرات بـر اسـاس     . ژنومي بدست آمد DNAدر 

 - هاي صورت گرفته تحرك بسيار بالاي ساختار اينتـرون  پژوهش

 ,.Ahrazem et al(بيان شده اسـت   CCD4هاي  اگزون در ژن

2010.(  

از طرفي در پژوهشي كه محققـان اسـپانيايي بـر روي تنـوع     

 AFLP١آوري شده زعفران به دو روش هاي جمعموجود در توده

انجام دادند نتايج نشان داد كه علي رغـم تنـوع    ٢MS-AFLPو 

هاي زعفـران بـالا    ژنتيكي در بين نمونه ژنتيكي كم ولي تنوع اپي

هـاي   ها به دو گـروه اصـلي شـامل نمونـه     نمونهطوري كه بود به

هاي ساير كشورها شامل ايران، هنـد، تركيـه و    اسپانيايي و نمونه

هـاي ايـران    در اين تحقيـق نمونـه  . افغانستان طبقه بندي گرديد

ژنوتيپ مختلف قرار گرفتند كه با هيچ گـروه   ٥نمونه در  ٩شامل 

ف ژنتيكـي در  پوشاني نداشته و بيشترين تعداد اخـتلا ديگري هم

دو عامـل   تـأثير در اين پژوهش امكان . ها مشاهده گرديدبين آن

منشأ جغرافيـايي و از بـين رفـتن سـطوح زيركشـت زعفـران در       

شرايط محيطـي مشـابه، بـه عنـوان عوامـل مـؤثر بـر وضـعيت         

هـاي زعفـران معرفـي گرديـده اسـت       ژنتيكي كنـوني نمونـه   اپي

)Busconi et al., 2015 .(ه نيز وجود اخـتلاف در  در اين مطالع

زعفران ايران نسبت به زعفران اسپانيا نيز  CCD4هاي  توالي ژن

  .  باشد تواند  ها مي تأييدي بر اختلاف ژنتيكي بين آن

                                                                                                
1- Amplified Fragment Length Polymorphism 
2-Methyl Sensitive Amplified Fragment Length 
Polymorphism 

هـاي   هاي صورت گرفته برروي سـاختار ژن  از نتايج پژوهش

CCD4 گيري  نمـود كـه خـانواده    توان چنين نتيجهميCCD4 

د تغييرات نسبي مشاهده شـده در تـوالي   بسيار پويا بوده و با وجو

C. sativus هاي خانواده  از سري ژنCCD   در جـنسCrocus 

ــايج ). Ahrazem et al., 2010(باشــند  مــي  هــايبررســينت

مولكولي در اين مطالعه نشان داد كه مقدار دامنه وزن مولكـولي،  

نقطـه ايزوالكتريـك، شـاخص آليفاتيـك و خاصـيت آبگريـزي و       

باشـد و   دو پروتئين مورد مطالعه نزديك به هم مي حلاليت در هر

هـاي   نتايج حاصل نشان دهنده شباهت سـاختار پروتئينـي آنـزيم   

  . باشد مورد مطالعه مي

اطلاع از نقطه ايزوالكتريـك بـدين منظـور اسـت كـه يـك       

هـاي مـورد    سـازي روش  تواند براي انتخـاب و بهينـه   پروتئين مي

عـم از كرومـاتوگرافي تبـادل    سازي پروتئين ا استفاده براي خالص

 (IEF٤)و الكتروفــورز ايزوالكتريــك فوكوســينگ  IEC٣)(يــوني 

 pHهـايي كـه در محـدوده     به عـلاوه پـروتئين  . بسيار مفيد باشد

ايزوالكتريك قرار داشته و مجموع بار مثبت و منفي رشته پپتيدي 

باشد، توانايي نگهـداري آب را نداشـته و    ها با يكديگر برابر مي آن

هـا، تخمينـي از    شاخص ناپايداري پروتئين. كنند گزير رسوب مينا

 Mirhosseini(باشـد    ثبات پروتئين در شرايط لوله آزمايش مي

et al., 2016 ( هـاي موجـود    بـه نـوع اسـيدآمينه    شـاخص و اين

هـاي   شاخص ناپايداري محاسبه شده براي پـروتئين . بستگي دارد

يي كـه شـاخص   هـا  دهنـد كـه پـروتئين    مورد بررسي نشـان مـي  

صـورت   باشند با ثبـات و در غيـر ايـن    ٤٠ها كمتر از  ناپايداري آن

هاي پايـدار در شـرايط تـنش مثـل      پروتئين. ثبات خواهند بود بي

توانند ساختار سوم خود و در نتيجه عملكردشـان   تنش حرارتي مي

). Pettersen et al., 2004(را در شــرايط تــنش حفــظ كننــد 

كمي  CCD4bو  CCD4aهاي  وتئينشاخص ناپايداري براي پر

                                                                                                
3 - Ion Exchange Chromatography 
4 - Isoelectric Focusing Electrophoresis 



  ١٣٩٩، تابستان ٢، شماره٨جلد نشريه زراعت و فناوري زعفران،       ٢٢٤

هاي ناپايدار تحـت شـرايط    باشد كه جزء پروتئين مي ٤٠بيشتر از 

  . شوند بندي ميآزمايشگاهي طبقه

شاخص آليفاتيك عامل مهم ديگري به منظور بـرآورد مقـدار   

آبگريزي پـروتئين و يـك عامـل مثبـت بـراي پايـداري حيـاتي        

ود كـه در واقـع   ش ـ بعدي آن محسـوب مـي   پروتئين و ساختار سه

هـاي آليفاتيـك    عبارت است از حجم نسبي پروتئين كه با زنجيره

ــد  اشــغال شــده  ,.V) (Fallah Ziarani et alو  L ،I ،A(ان

بيشـتر از  (هايي با شاخص آليفاتيك بسـيار بـالا    پروتئين). 2017

ممكن است در دامنه دمايي بسيار بالا از خود ثبـات نشـان   ) ١٠٠

ليفاتيك به عنوان يك فـاكتور مثبـت در   محاسبه شاخص آ. دهند

و  CCD4aمقاومت بـه حـرارت نشـان داد كـه هـردو پـروتئين       

CCD4b     به طور مشابهي از ثبات بالايي در برابر دماهـاي بـالا

  . باشند برخوردار مي

هايي هستند كه  غشاهاي ليپيدي محيطي مناسب براي آنزيم

كننـد   ابوليزه مـي سوبستراهاي آبگريزي همانند كاروتنوئيدها را مت

)Ahrazem et al., 2015 .( درin vivoتوانند  ، كاروتنوئيدها مي

در بين غشا دولايه ليپيدي يا پلاستيدي ذخيـره و انباشـته شـوند    

)Cunningham et al., 1998 .(هاي  از آنجا كه آنزيمCCD  از

كننـد، تعيـين    كاروتنوئيدها بـه عنـوان پـيش مـاده اسـتفاده مـي      

ها و خاصيت تراغشـايي   آبدوستي اين آنزيم - مشخصات آبگريزي

نشـان   ProtScaleافـزار   نتايج حاصل از نرم. باشد ها مهم ميآن

شكل (هاي آبگريز  حاوي بخش CCD4bو  CsCCD4aداد كه 

bهاي آبدوسـت در زيـر خـط     هاي آبگريز در بالا و دمين ، دمين١

) GRAVY١(متوسط خاصيت آبگريـزي  . هستند) صفر قرار دارند

باشـد و   منفي مـي  CCD4bو  CCD4aمحاسبه شده براي  كل

هـاي مـورد مطالعـه غيرقطبـي      اين بدين معني است كه پروتئين

 CsCCD4bو  CsCCD4aوجود يك دمين آبگريـز در  . هستند

سـازد   امكان برقراري ارتباط با ليپيدهاي غيرقطبي را فـراهم مـي  

                                                                                                
1 - Grand average of hydropathicity 

)Rubio et al., 2008.(       همچنـين آبگريـز بـودن پـيش مـاده

هـا بايـد بـه     بيانگر اين اسـت كـه ايـن آنـزيم     CCDهاي  نزيمآ

هاي سلولي متصل شوند تا بدين طريق به سوبستراهاي خود  غشا

ديگـر مطالعـات   ). Wang et al., 2013(دسترسـي پيـدا كننـد    

دهنـده ايـن اسـت كــه    صـورت گرفتـه در ايـن خصـوص نشـان     

CsCCD4a  وCaCCD4b  حاوي بخش آبگريز هستند كه اين

كننـد   ها را از غشا فـرآهم مـي   بگريز امكان عبور اين آنزيمنقاط آ

)Ma et al., 2013 .(  انجام مطالعات بـاTMHMM   نشـان داد

ــه  ــارپيچ   CsCCD4bو  CsCCD4aك ــك م ــدام داراي ي هرك

قرار دارند و با توجـه بـه نتـايج بدسـت      Nباشند كه در پايانه  مي

ي در آمده پروتئيني غشايي بوده كه حـاوي يـك سـيگنال پپتيـد    

افزارهـاي تعيـين    باشد كه با نتايج حاصل از نـرم  خود مي Nپايانه

  . سيگنال پپتيدي مطابقت دارد

گيري كلروپلاستي  با هدف N وجود سيگنال پپتيدي در پايانه

مطالعـات  . هـاي مولكـولي تأييـد گرديـد    بوده كه توسط بررسـي 

ها كلروپلاسـت   جايگاه درون سلولي نشان داد كه محل اين آنزيم

با توجه به اين كه كلاله فاقد كلروپلاست است، به نظر . باشد يم

تـر   طـور اختصاصـي  رسد به احتمال زيـاد كروموپلاسـت و بـه    مي

 ,.Rubio at al(هـا هسـتند    ها جايگاه ايـن آنـزيم   پلاستوگلبول

طـور  اند و بـه  در پلاستيدها واقع شده CCD4هاي  آنزيم). 2008

 Rubio et al., 2008; Ma et(هـا   اختصاصي در پلاسـتوگلبول 

al., 2013 (هاي كاروتنوژنيك قـرار دارنـد    جايي كه بيشتر آنزيم

)Nogueira et al., 2013 .(     با توجه بـه نتـايج حاصـل در ايـن

 CsCCD4bو  CsCCD4aهـاي   مطالعه در خصـوص پـروتئين  

تواند بـه عنـوان    ها مي اين پروتئين Nگردد كه پايانه  پيشنهاد مي

عمـل نمـوده كـه پـس از سـاخته شـدن        يك سـيگنال پپتيـدي  

)  پلاسـتوگلبول (بينـي شـده    پپتيد آن را به سمت جايگاه پيش پلي

-پس از عبـور از غشـاي پلاسـت و گلبـول بـه     . نمايد هدايت مي

آبگريزي، - واسطه مارپيچ تراغشايي و با توجه به الگوي آبدوستي
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بطـور  (ها از طريق اين بخـش بـه غشـاي كلروپلاسـتي      پروتئين

  . شوند متصل مي) تر پلاستوگلبول ياختصاص

سـازي   ساختار سه بعدي يك پـروتئين كـه بـر اسـاس مـدل     

گردد، به ميزان زيادي خواص عملكردي  همولوژيكي آن رسم مي

هـاي متفـاوت هـر     شكل فضايي بخش. نمايد آن را مشخص مي

پروتئين، در واقع تعيـين كننـده كـاربرد و عملكـرد ويـژه همـان       

توانـد   و هرنوع تغييري در اين ساختار مـي  بخش از پروتئين بوده

بينـي توســط   اسـاس پـيش  . باعـث اخـلال در عملكـرد آن شـود    

سازي همولوژيكي اين است كه توالي پروتئين با يك يا چند  مدل

ايـن روش،  . پروتئين با ساختار شناخته شده شباهت داشـته باشـد  

 Yousefi(شـود   نيـز ناميـده مـي   ) CA(اي  مدل سازي مقايسـه 

Javan, 2017 .(ــدل ــهدر روش م ــازي مقايس ــاختمان  س اي، س

 يــا بــا تــوالي پــروتئين براســاس مشــابهت تــوالي ســاختمان

. شود مي بيني پيش تجربي هاي روش شده با شناخته هاي ساختمان

پـروتئين از   دو اگر كه است استوار اصل اين بر روش واقع اين در

 بعدي تمان سهساخ احتمالاً باشند، داشته بالايي نظر توالي تشابه

 منبـع  بعـدي پـروتئين   سه ساختار .خواهند داشت مشابهي بسيار

 بـا  آن واكنش و عملكرد پروتئين بهتر درك براي اطلاعاتي مهم

 سختي علت به .باشد مي )و غيره ليگاندها، پروتئين(ديگر  اجزاي

 مـورد   در بـه خصـوص   كريستالوگرافي هزينه بودن فرآيند و پر

 Inهـا از طريـق ابـزار      سـاختار آن  گوييمهم، پيش هاي پروتئين

silico جزئيـات  بررسي و بعدي به منزله ميانبري براي مطالعات 

 مؤثر يك ليگاند طراحي به عبارت ديگر .خواهد بود آنها ساختاري

بـا   خـاص،  مسـير  يـك  در پـروتئين  مهـار  يـا  براي فعال سـازي 

 وندر و صرفه بوده به مقرون پروتئين آن سوم ساختار سازي شبيه

 كيفـي  ارزيـابي  بـه نتـايج   توجـه  بـا  .كنـد  مي تسريع را مطالعات

 ايـن  از بـالايي  اطمينان با ضريب توان مي شده، ايجاد هاي مدل

سـاختار   .نمـود  اسـتفاده  بعـدي  هـاي  و طراحي آناليزها در ها مدل

افـزار   بـا نـرم   CCD4bو  CCD4aهاي  بعدي روبان پروتئين سه

SWISS-MDEL   بـه روشHomology modeling  ســاخته

  ).a٤شكل(شد 

 بـر اسـاس   Swiss Modelارزيابي مدل پيشـنهاد شـده در   

 تـــابع .باشـــد مـــي QMEAN4و  GMQE١پارامترهـــاي 

QMEAN4   ارزيـابي كيفيـت    بـراي  مركـب  يك تـابع حسـابي

global )كل ساختار ( وlocal )سازي مدل ساختار) هر اسيدآمينه 

مـدل   در سيدآمينها هر براي  localكيفيت  نمودار. باشد مي شده

را ) Yمحـور ( ٢بـومي  سـاختار  بـه  انتظـار  شباهت مورد) Xمحور(

 زيرصـفر  امتياز كه هايي اسيدآمينه معمول، به طور. دهد نشان مي

 QMEAN4تـابع  . برخوردارنـد  پـاييني  كيفيت از بدهند، نشان را

 پتانسـيل  چـرخش،  پتانسيل زاويه ساختاري توصيف چهار شامل

باشد  مي پوشي حلال پتانسيل و كربن بتا ابلمتق اثر ها، اتم فاصله

 خصوصـيات  كـه  است كيفي يك ارزيابي GMQE. )b٤شكل (

كيفـي   ارزيابي نمودارهاي .كند مي تركيب را الگو -مدل ترازيهم

مركـب   در مورد تـابع حسـابي   Z-scoreميزان  و ساختار موضعي

QMEAN4 ها، كربن بتا، حلاليت و زواياي پرخشـي   تمامي اتم

 مـدل  سـاختار  كيفيت ارزيابي. نشان داده شده است b٤كل در ش

پـلات راماچانـدران    وسـيله  بـه  انـرژي  سـازي  از بهينه پس شده

 جهت پركاربرد بسيار روش يك پلات راماچاندران .گرفت صورت

 كيفيت استرئوشـيميايي  ارزيابي و پروتئين چرخشي پلات زواياي

اسـبه درصـد   ايـن پـلات بـا مح   . باشد مي شده سازي مدل ساختار

هاي قرار گرفته در نواحي مطلوب، مجاز و يا غيرمجـاز   اسيدآمينه

 ,.Fallah Ziarani et al(نمايد  كيفيت مدل ورودي را تعيين مي

% ٩١.١٥، شـود  مشـاهده مـي   ٥شـكل  طور كه در  همان .)2017

هـــا در  اســـيدآمينه%  ٨٩.٦٧و  CsCCD4aهـــا در  اســـيدآمينه

CsCCD4b  ه در منـاطق مطلـوب و   براي ساختارهاي مدل شـد

 , CsCCD4aها بـه ترتيـب بـراي     اسيدآمينه%  ٢.٤١و % ١.٣٤

CsCCD4b بـا جمـع نـواحي مطلـوب و     . در مناطق مجاز دارند

ــاز  ــراي % ٩٢.٤٩مج ــراي %  ٩٢.٠٨و  CCD4aب  CCD4bب

                                                                                                
1 - Global Model Quality Estimation 
2 - Native structure 
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آيد و اين بدان معني است كـه هـردو مـدل از كيفيـت      بدست مي

هـاي   زيـابي كيفـي مـدل   با توجه به نتـايج ار . مقبولي برخوردارند

هـاي   ها در بررسي هـا و طراحـي   توان از اين مدل ايجاد شده مي

  . بعدي استفاده نمود

  

  گيرينتيجه

ــه دو ژن     ــان داد ك ــر نش ــق حاض ــايج تحقي و  CCD4aنت

CCD4b  دو فرم از خانواده ,CCD4 باشـند   با  درصد تشابه مي

در كه اختلاف آنها به دليل حضور تـك نوكلئوتيـدهاي متفـاوت    

توانند بـه   اين تك نوكلئوتيدها مي. بين دو توالي اين دو ژن است

معرف حضور ايـن  ) SNP1s(هاي تك نوكلئوتيدي  عنوان نشانگر

  . ها در تحقيقات مورد استفاده قرار گيرند ژن

هـاي مسـير توليـد آپوكاروتنوئيـدها در زعفـران و       مطالعه ژن

رسـد و از آنجـا    ها در اين گياه ضروري به نظر مـي  نحوه توليد آن

كه اهميت درماني، اقتصادي و صادراتي زعفران تنهـا بـه چرخـه    

شـود، نيـاز    طور خاص به كلاله آن خلاصه مـي توليد گلدهي و به

ــتفاده از روش   ــا اس ــا ب ــت ت ــوص    اس ــولي و بخص ــاي مولك ه

هاي حاصل از رونوشـت و ترجمـه    ها و پروتئين بيوتكنولوژي، ژن

طور خاص كروسين در ايـن گيـاه   بهمسير توليد آپوكاروتنوئيدها و 

زيرا با مطالعه و . راهبردي مورد توجه و مطالعه بيشتري واقع شود

تـوان گـام مـؤثري     هاي زعفران مي ها و آنزيم تحقيق بر روي ژن

هاي ثانويه در  زعفـران ايـران    در افزايش و بهبود توليد متابوليت

و كـنش   توانـد در مطالعـه رفتـار    نتايج اين تحقيق مـي . برداشت

در مسير سـنتز آپوكاروتنوئيـدهاي زعفـران بسـيار      CCD4آنزيم 

هـا بـا سـاير     مفيد باشد و به فهم چگونگي نحوه عمل اين آنـزيم 

تر شدن نحوه فعاليـت   ساز روشن كاروتنوئيدها كمك كرده و زمينه

همچنين وجود تفاوت بين نتايج حاصل . آن در گياه زعفران باشد

انجـام شـده در سـاير كشــورها در    از ايـن تحقيـق بـا تحقيقــات    

هـا و بـا توجـه بـه ايـن كـه        خصوص تعداد اينتـرون در ايـن ژن  

ها به ويـژه اينتـرون اول، نقـش مهمـي در جـاي گيـري        اينترون

هـا و همچنـين در تنظـيم     mRNAصحيح سيتوپلاسمي برخي 

ها به عنـوان يكـي از    رونويسي و ترجمه دارند و از طرفي اينترون

شـوند، مطالعـه    ژنتيكي شناخته مي د تنوع اپيعوامل مهم در ايجا

ژنتيكـي و منشـأ جغرافيـايي زعفـران      بيشتر در خصوص تنوع اپي

ايران يك امر استراتژيك و ملي در راستاي ثبـت هويـت ايرانـي    

  .    اين محصول در جهان خواهد بود

  

  سپاسگزاري

از ستاد توسعه زيست فناوري به دليل حمايـت مـالي از ايـن    

قـاتي، گـروه زيسـت فنـاوري مـواد غـذايي مؤسسـه        پروژه تحقي

پژوهشي علـوم و صـنايع غـذايي بـه دليـل در اختيـار قـراردادن        

امكانات آزمايشگاهي و تحقيقاتي و كليه بزرگواراني كه در انجـام  

انـد، صـميمانه تشـكر و قـدرداني      اين پژوهش همكـاري نمـوده  

  .گردد مي
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Abstract 

Saffron is one of the most expensive spices and natural colors used in various food, pharmaceutical and 

cosmetic industries. In recent years, a family of enzymes that digest carotenoid substrates into double bonds 

are identified and introduced in plants. This family is of enzymes Carotenoid Cleavage Dioxygenase (CCD) 

enzymes. In this study, two isoforms of this gene were cloned and sequenced due to the importance of CCD 

genes in biosynthesis of apocarotenoids. Bioinformatics analyses including phylogenetic relationships and 

protein structures were evaluated. 3D modeling of these proteins was done by homologous modeling and using 

the Swiss Model database after selecting the appropriate pattern. The Ramachandran plot was drawn in order 

to validate the structure of the 3D model. The results show that the two CCD4a and CCD4b isoforms have both 

exons and one intron. In silico analysis, the physicochemical properties of CsCCD4a and CsCCD4b proteins 

also show that the proteins derived from these two isoforms are similar in terms of molecular weight, amino 

acids, isoelectric points, aliphatic index, instability index and solubility. The results of study of 3D structures 

resulted in proposal of similar structures for two isoforms. The results of this study can provide valuable 

information on the behavior and response of CCD4 enzyme in the pathway for synthesis of apricotines in 

saffron, and these results can be useful in future protein engineering programs. 

 

Keywords: Crocus sativus, CCD4, Phylogenetic, Bioanphormatic, Modeling. 

                                                           
1 - PhD. Student, Department of Plant Breeding and Biotechnology, Faculty of Agriculture, University of Tabriz, Tabriz, Iran. 
2 - Associate Professor, Department of Plant Breeding and Biotechnology, Faculty of Agriculture, University of Tabriz, Tabriz 
3  - Assistant Professor, Department of Food Biotechnology, Research Institute of Food Science and Technology (RIFST), 
Mashhad, Iran.       
4 - Professor, Department of Plant Breeding and Biotechnology, Faculty of Agriculture, University of Tabriz, Tabriz, Iran. 
(*- Corresponding author. Email: dorani@tabrizu.ac.ir) 
DOI: 10.22048/jsat.2019.182490.1343 

 

mailto:dorani@tabrizu.ac.ir

