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 چکیده

از جملیه مصیرف در    که به منظور استفاده از گل و کلاله قرمز رنو گل، با اهداف زییادی   است یاهیگ( Crocus sativus L.) زعفران

ین تیر  مهیع کننده در مسیر گلدهی یکی از ی شرکتها ژنشناخت  به علت با ارز  بودن گل،. شود یمایایی، رنو و پزشکی کشت  عصنای

توان ابتکار عمل در نظع گلدهی و تا حدودی زمان گلدهی و عوامل محیطی مؤثر بیر   یممسائل این گیاه است، که با روشن شدن این مسیر 

اختصاصیی ژن و مییزان بییان     طیور  بیه شف و شناخت بهتر از مکانیزم مولکولی میؤثر در آایاز گلیدهی گیل،     برای ک. آن را در دست گرفت

 از) MADS خیانواده جعبیه   اعضیای  بیا  بالایی توالی این ژن همسانی. مورد بررسی قرار گرفت Pistillata-like MADS box (PIC2)ژن

مورد مطالعه  ،بیوانفورماتیک با استفاده از منابع PIC2 ژن پژوهش،در این  .دارند (گل هایاندام کنتر  های ینپروتئرونویسی در بیان  عوامل

 عنیوان  بیه  و شدساخته معکوس بردار رونوشت آنزیع توسطآن  cDNAدر ادامه، . و آاازگرها جهت تکثیر این ژن طراحی شدند قرار گرفت

در کلاله گل بیشترین و در بنه زعفران کمتیرین   PIC2ژن یزان بیانم. مورد استفاده قرارگرفت PCRدر واکنش  PIC2 ژن تکثیر برای الگو

 تکثییر  ژنیومی  DNAجفت باز از  5999ای به طو  و قطعه cDNA از باز جفت 399 طو  به اییقطعه PCR واکنش طی. دادمقدار را نشان

تجزییه و تحلییل    بیا . باشید میی  MADSا توالی جعبه منطقه ب دارای که کندمی رمز را ایاسیدآمینه 159 پروتئین یکی، ژن قطعه این. یافت

 .که این پروتئین ساختاری منظع دارد شکل فضایی آن نشان داد ی همولوژیکی،ساز مد پروتئین رونوشت شده و بر اساس ساختار مولکولی 

 

 .سازی همولوژیکی، مد MADS ، جعبهPistillata-like MADS boxبیان ژن، زعفران، ژن : کلمات کلیدی

 

  2  1 مقدمه

گیاهی پایا، بدون سیاقه بیا    .Crocus sativus L))زعفران 

های پیاز مانند توپر به نام متر و دارای ادهسانتی 99تا  59ارتفاع 

علیت تریپلوییید بیودن و عقیمیی، از     تکثیر زعفران بیه . بنه است

-های مادری انجیام میی  های دختری از بنهطریق جداسازی بنه
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علیت دارا بیودن   کلاله این گیاه بیه (. Fernandez, 2004) گیرد

ای کروسین، پیکروکروسین و سافرانا ، در صنایع دارویی، تغیییه 

عنیوان گرانتیرین   ایین گییاه بیه   . و آرایشی طرفداران زیادی دارد

ای در بیین  محصو  کشیاورزی و داروییی جهیان جایگیاه وییژه     

 محصولات صنعتی و صادراتی ایران داشته و یکی از محصولات

علییراع وجیود میواد    . رودشمار میمهع استرتژیک کشاورزی به

مؤثره در گل زعفران، تحقیقات بسیار اندکی بر روی مسییرهای  

گرفتیه و بیشیتر تحقیقیات    صیورت  بر آنهای مؤثر گلدهی و ژن

. زراعیی اسیت  عملکرد از طریق عملیات به بالا بردنمعطوف به 

 اعت و فناوری زعفراننشریه زر

 33-16 .ص 1316 بهار، 1، شماره 5جلد 
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در  که چراآید، می ماربه شگل در گیاهان گلدار ضامن بقای گیاه 

برای انتقا  به فاز گلیدهی  . گرددادامه تشکیل گل، بیر تولید می

در ابتدا باید گیاه رشد رویشی خود را تکمییل کیرده و سیپس از    

طریق دریافت علائع و مسییرهای چندگانیه وارد ایین مرحلیه از     

رشد خود شود، گیاهان از لحاظ واکینش بیه طیو  روز متفیاوت     

هیا و  نتقیا  بیه مرحلیه گلیدهی توسیط علامیت      عمل کیرده و ا 

هیایی میؤثر در   ییراً ژن اخ. شیود مسیرهای چندگانیه تنظییع میی   

چنیین مبیاحثی، روزنیه    . انید های گل شناسایی شدهتشکیل اندام

کننید  یید مثلیی گییاه بیاز میی     تولجدیدی بر نظارت ژنتیکی نمو 

(Kafi, 2004)  علت با ارز بنابراین در گیاهی مثل زعفران به  

در این مسییر، یکیی    کننده شرکتهای بودن گل آن، شناخت ژن

از مسائل مهع در این گیاه بوده که با روشین شیدن ایین مسییر     

توان ابتکار عمل در نظع گلدهی و تا حدودی زمان گلیدهی و  می

 ,.Kafi et al)عوامل محیطی مؤثر بیر آن را در دسیت گرفیت    

2010). 

شود، شامل عوامیل  میانگیزی ی که منجر به گلنموعلائع 

ها و عوامیل  درونی نظیر روندهای سیرکادین، تغییر فاز، هورمون

باشیند کیه دو   ی نیوری و بهیاره سیازی میی    بیرونی نظییر دوره 

بنیابراین در گییاهی     های فصلی هستندمکانیسع زیربنایی پاسخ

هیای  مثل زعفران به علت با ارز  بیودن گیل آن شیناخت ژن   

ر یکی از مسائل مهع در این گیاه اسیت  کننده در این مسیشرکت

توان ابتکار عمل در نظع گلدهی که با روشن شدن این مسیر می

و تا حدودی زمان گلدهی و عوامیل محیطیی میؤثر بیر آن را در     

های مطالعه مراحل نمو اندام(. Kafi et al., 2010)دست گرفت 

چیرا کیه تحقیقیات    . زایشی بعد از مرحله لقاح حائز اهمیت است

بسییاری از   کیه بر روی زعفیران نشیان داده اسیت     گرفته  انجام

. گردنید های ثانویه، در مراحل مختلف نمو گل تولید میمتابولیت

هیای  کننید، انیواع ژن  هایی که هویت اندام گل را کنتر  میژن

homo box هییای اکثییر ژن. هسییتندhomo box  موجییود در

هیا،   یین ژن جهیش در ا . باشیند می MADSگیاهان دارای جعبه 

شیوند،  هویت اندام گل را که در دو حلقه مجاور هع تشکیل میی 

 .(Kafi et al., 2010)دهد تغییر می

علاوه بیر تعییین نیوع انیدام گیل و       MADS-boxهای ژن

هیای تنظیمیی مثیل تعییین نیوع      تکامل آن در گیاه، در فعالییت 

مریستع، توسعه جانبی ریشه و کنتر  زمان گلیدهی نییز دخالیت    

برای درک چگونگی تکامل و (. Tsaftaris et al., 2004)د دارن

بیا   MADS-boxهیای  نمو گل مطالعه فعالیت و برهمکنش ژن

های دخییل در گلیدهی   سایر عوامل رونویسی در تنظیع بیان ژن

 (.et al., 1996 Davies) ضروری است

ی مییرتبط بییا  هییا ژناز  Bاز کییلاس  Pisttilataهییای ژن

مسئو  باز کردن حلقه دوم و سوم گیل   نهات  نهکه  بوده یده گل

های گل را نیز بر عهده باشند، بلکه وتیفه باز کردن کاسبر می

از  AGAMOUSهییای ژن .(Theissen et al., 2000)دارد 

سط  رونویسی، طی دوره تکامیل گیل زعفیران در     در Cکلاس 

ها و کلاله گل، فعالیت خود را نشان داده است و بر خیلاف  پرچع

هییا فعییالیتی نشییان نییداده اسییت هییا و گلبییر ر کاسییبر آن د

(Tsaftaris et al., 2006; Tsaftaris et al., 2005). 

خییانواده  E در کییلاس SEPALLATAهییای همچنییین ژن

MADS-box گل زعفیران   مادگی و گلبر ، پرچع تکامل برای

 (.Pelaz et al., 2000)باشد ضروری می

 Jodeir & Dehghan)در تحقیقی که توسط جدیر و نیری 

Nayeri, 2016 )هییای روی ژن MADS-box  گییل زعفییران

هیای کلالیه و   در انیدام  Ag1aژن انجام شد، میزان بیان شیدن  

های تخمدان، گلبیر ،  که در اندامپرچع خیلی زیاد است در حالی

. بر ، پیاز و ریشه در مقایسیه بیا کلالیه و پیرچع پیایین اسیت      

هیای کلالیه،   در انیدام  Sep3bژن از بیشترین میزان شدت باند 

و مشیاهده شیده اسیت    پرچع، گلبر  و سپس در اندام تخمدان 

وجیود  های رویشی بر ، پیاز و ریشه کمتیرین شیدت بانید    اندام
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 (Jodeir & Dehghan Nayeri, 2016) داشت

بیر  ( Ashraf et al., 2015)در تحقیق اشیرف و همکیاران   

-MADSهیای  نداد که همیه ژ روی زعفران انجام گرفت نشان

box     در تشکیل گل نقش دارند و همچنین نقیش احتمیالی ایین

ها را در فرایندهای فیزیولوژیکی از قبییل انتقیا  بیه مرحلیه      ژن

در واقیع  . تأثیر ندانسیتند گلدهی و تشکیل بنه در گیاه زعفران بی

MADS box صیورت  هیای تکیرارداری هسیتند، کیه بیه     توالی

هیای  وامل رونویسی پیروتئین محافظت شده در اطراف خانواده ع

MADS box طو  توالی این جعبه در پیژوهش . اندقرار گرفته-

جفییت  589تییا  518هییای مختلییف، متفییاوت بییوده و در حییدود 

دارای یک دُمین  MADS boxهای پروتئین. باشدنوکلئوتید می

 هیا، ایین پیروتئین  . ترمینا  بیوده  Nدر منطقه  DNAمتصل به 

کنتیر    دیمر را دارند، چنانچیه در  به ستنپیو به نیاز اوقات گاهی

هیا در مرحلیه   بسیاری از متابولیت .سلولی نقش دارند های یتفعال

های مختلف مرتبط با توسعه گیل در  شوند، ژننمو گل تولید می

. شیوند بنیدی میی  هایی دستهدر شاخه Eو  A ،B ،C هایکلاس

 APETALA1/FRUITFULL(AP1/FUL)ها شامل  این ژن

هییییای ، ژنAدر کییییلاس  SQUAMOSA( SQUA)یییییا  

(AP3)PETALA3  و (PI)PISTILLATA   ییییا(DEF )

DEFICIENS  وGLOBOSA (Szczyglowski & 

Amyot, 2003)   در کیلاسB  و ژنAGAMOUS (AG)  در

  AGAMOUS-like6(AGL6)و  Dو  Cکییییییییلاس 

 گیرنییدقییرار مییی Eدر کییلاس  SEPALLATA (SEP)و

(Theissen et al., 2000).  هیای نیامبرده شیده در    ی ژنتمیام

هیای دیگیری نییز در آایاز     ژن. تمایزیابی اندام گل نقش ندارند

در این تحقیق به دنبیا   . باشنددخیل می ها اندامگلدهی و تمایز 

بیوده، تیا بتیوان     PISTILLATA (PI)های ژن  یتوالشناسایی 

 .های گل را توسط این ژن شناسایی کردمسیر تمایز یابی اندام

-FLOWERING LOCUS C-like (FLC در شییاخه

like )ی ها ژن ،در آرابیدوپسیسFLC  وAGL27  مهارکنندگان

هییای بییا ژن STMADS11-likeگلییدهی هسییتند، شییاخه   

AGL24 و (SVP)SHORT VEGETATIVE PHASE  

رپرسییییور گلییییدهی در بافییییت رویشییییی هسییییتند و ژن    

(SOC1)SUPPRESSOR OF OVEREXP RESSION 

OF CONSTANS 1   ه شیاخ در(TM3-like )3-like   در

 & Becker) ی در تنظیع زمان گلدهی نقش داردفرنگ گوجهگیاه 

Theissen, 2003.) 

وجیود   MADSبرداری ها خانواده فاکتور نسخهدر یوکاریوت

 & Becker & Theissen, 2003; Messenguy)دارد 

Dubois, 2003). های ژنMADS-box  حاوی دُمین حفاتت

شیوند  تقسیع میی  IIو تیپ  Iدسته اصلی تیپ شده بوده و به دو 

هیا دییده شیده اسیت     ها در گیاهان، حیوانات و قارچکه این تیپ

(Ahrazem et al., 2010 )های گروه ژنII    سیاختار خاصیی از

MIKC  هستند(De Bodt et al., 2003) هیای  و تنظیع کننده

کلیدی در فرآیندهای تکاملی مانند تعییین نیوع مریسیتع، زمیان     

 Iهیای گیروه   لدهی و تکامل میوه و بیر هستند، در مقابیل ژن گ

 ,.Masiero et al) تنها دارای یک دومین حفاتت شده هسیتند 

2011) 

شیاخه اصیلی    51در گیاهان بیه   MIKCهای همه انواع ژن

شود که هر کیدام شیامل ییک تیا شیش پیارالو  در       تقسیع می

 Becker) نددر دیگر گیاهان هست هاییآرابیدوپسیس و اورتولو 

& Theissen, 2003.) 

های گل در زعفران دخالت هایی که در نمو اندامدر مورد ژن

دارند هنوز گزار  جامعی منتشر نشده است، اما در میورد سینتز   

ها در زمان نمیو گیل در ایین گییاه تحقیقیاتی صیورت       متابولیت

در زعفران آپوکاروتنوئییدها تنهیا در کلالیه سینتز     . پییرفته است

گردد، وند و به طور ویژه در مرحله توسعه این اندام تولید میشمی

رو، از ایین . اما مکانیزم تنظیع این مسیر بیوسنتزی مشهود اسیت 

نیاز است که مسیر بیوسنتزی کاروتنوئییدها و پاراکاروتنوئییدها و   

 .تنظیع این مسیر در گیاه زعفران مورد مطالعه قرار گیرد
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ی بیردار  نسیخه فاکتورهای  در پژوهشی که با هدف شناسایی

این مسیر بیوسنتزی و چگونگی تنظیع آن در گییاه زعفیران بیه    

منظور بررسی محل سینتز ایین ترکیبیات مهیع انجیام گرفیت،       

مشخص گردید که محل سنتز این ترکیبات مهع در کلالیه ایین   

 (.Castillo et al., 2005; Moraga et al., 2009)گیاه است 

-الگوی تجمع کروسین در قسیمت  به همین جهت، تلا  شد تا

در . های مختلف گل و مراحل مختلف توسعه کلاله ارائیه گیردد  

برداری پن  فاکتور نسخه( D’Agostino et al., 2007)مطالعه 

را از پن  خانواده ژنی مختلف از بانک ژن انتخا  و الگوی بیانی 

داد کییییه ژن نتییییای  نشییییان. هییییا بررسییییی گردییییید  آن

(ULT)ULTRAPETALA  ز کلاسا B درمقیدار زییادی    به 

شود و بیان آن در روزهای گلدهی افزایش و بافت کلاله بیان می

یابد، در واقع این ژن یک پروتئین انی از به دنبا  آن کاهش می

کند که همچنین در گیاه آرابیدوپسیس نیز در سیسئین را رمز می

 ,.Ashraf et al)مسیر انتهایی سلو  اولیه گلیدهی نقیش دارد   

علت انطباق الگوی بیان این ژن بیا تجمیع کروسیین،    به .(2015

گیری کرد کیه ایین الگیوی بییان در ایین ژن بیا       توان نتیجهمی

الگوی تجمع کروسین در زعفیران مطابقیت دارد و بیدان جهیت     

هیای  توان گفت که ایین ژن در مسییر بیوسینتزی متابولییت    می

 ,.Ashraf et al)ثانوییه از جملییه پاراکارتنوئییدها نقییش دارد   

از  DEFICIENS (DEF)ایی که بر روی ژندر مطالعه (.2015

اسیتخراج گردیید و بیا     ها بر از  DNA انجام گرفت، Bکلاس 

استفاده از آاازگرهای طراحی شده ژن مورد نظر استخراج گردید 

-نیز مشخص شد، بعد از توالی( پروموتور ژن)انداز ژن و ناحیه راه

بیه گییاه آرابیدوپسییس     DEFژن انیداز  هیابی و تعیین ناحییه را 

منتقل گردید و آزمایشات هیستوشیمیایی با استفاده از ژن گیاس  

نتای  این آزمیایش  . برای ردیابی محل فعالیت آنزیع انجام گرفت

هیا وجیود دارد و هییچ    نشان داد که بیان ژن گاس تنهیا در گیل  

ت، ای در بافت رویشی از جمله ساقه و ریشیه وجیود نداشی   نشانه

های بالغ گل قبل از بیاز شیدن   همچنین بیان ژن گاس در جوانه

گل کیاملاً بیاز    نیز دیده مشاهده نشد و تنها بیان در هنگامی که

  .(Ahrazem et al., 2010) شد مشاهده گردید

های از طرفی در مسیر بیوسنتزی کاروتنوئیدها، یکی از آنزیع

وتنوئیید دی  اپوکسیی کار  -سیس -3کلیدی در این مسیر آنزیع 

باشد که فعالیت این آنزیع سبب شکسیت  می (NCED)اکسیژناز 

هورمیون  . گیردد اپوکسیی کاروتنوئییدها میی    -اکسیداتیو سییس 

ABA      در گیاهان باعث خوا ، رییز  گیل و همچنیین سیبب

قسیمتی از  . شیود های محیطی میی کنتر  پاسخ به انواع استرس

. ترک اسیت و کاروتنوئیدها مشی  ABAمسیر بیوسنتزی هورمون 

بیه نیام    NCEDهیای  اییی کیه بیر روی یکیی از ژن    در مطالعه

CstNCED   انجام گرفت، محققان موفق به جداسازی ایین ژن

ای این ژن، مشابهت توالی اسیدآمینه. های زعفران شدنداز کلاله

طیور ارتبیاط   هیا دارد و همیین  ایلپههای تک NCEDزیادی به 

در این تحقییق ایین ژن   . رددا Liliopsidaهای نزدیکی با آنزیع

درونی  ABAو  CstNCEDبه درون کلروپلاست منتقل و بیان 

نتای  حاصل از این آزمایش نشیان  . در کلاله و بنه بررسی گردید

افشیانی  هیای گیرده  ریز  کلاله ABAداد که با افزایش میزان 

هییا، بییین بیییان ژن از طرفییی در بنییه. گییرددنشییده بیشییتر مییی

CstNCED نتیای  ایین   . شید  ، همبستگی مشیاهده و خوا  بنه

کیه میاده   )تحقیق حاکی از وجود ارتباط بیین وجیود زآکسیانتین    

های در حیا   و خوا  بنه( آیدبشمار می ABAحدواسط در تولید 

هیا و  در ادامه هنگامی که در شرایط مزرعیه بیر   . خوا  داشت

ها جدا شده و در شرایط تنش آ  و نمک قرار گرفتنید، در  کلاله

نتای  نشان داد . ی این ژن، افزایش مشاهده شد mRNAر مقدا

مثیل رییز  گیل و     ABAتنظیمیی   هایکه این ژن در فرایند

 Ahrazem et)ای زعفران نقش دارد خوا  بنه در گیاه تک لپه

al., 2012).  

مید    PIC2شیده از ژن  در پژوهش حاضیر، پیروتئین بییان   
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ژیکی این اساس پیش بینی توسط مد  سازی همولوسازی شده، 

سیاختار   بیا است که توالی پروتئین با یک یا تعداد بیشتر پروتئین 

سییازی میید اییین رو ،  .داشییته باشییدشییباهت شییناخته شییده 

بر اسیاس ایین واقعییت کیه      شود ینامیده م نیز (CA) ای یسهمقا

ایین  . های مشابه، ساختارهای مشابه دارنید هایی با توالیپروتئین

-تیوالی  بیشیتر ، های یک خانوادهپروتئین کهرو  بر آن اساس 

چراکه وقتی . باشد، آسان میهای آمینواسیدی حفاتت شده است

ی آزمیایش تعییین   ساختار یک پروتئین از یک خانواده به وسیله

بیا   شیان تطابقتوانند بر اساس شود، اعضای دیگر آن خانواده می

گیویی بیا ایین    دقت پیش. ساختار شناخته شده مد  سازی شوند

 ه میزان تشابه بین توالی پروتئین هدف و ساختارهای الگورو  ب

سیازی همولیوژیکی پییداکردن    مشکل عمده مید  . دارد بستگی

% 51 تقریباً. شود یتوالی هدفی است که به عنوان الگو استفاده م

دارنید کیه بیه     دمیین های شناخته شده حداقل یک ی توالیهمه

 ,Mihasan) دشبایبا ساختار شناخته شده وابسته م ینپروتئ یک

2010). 

علت تجمّع و تولید با توجه به بررسی منابع صورت گرفته، به 

هیای  های ثانویه در زمان گلدهی، وجود ارتباط بیین ژن متابولیت

های درگییر در گلیدهی   های ثانویه و ژندخیل در تولید متابولیت

حاضیر ارتبیاط بیا ژن     از این رو، در تحقیق. رسدنظر میمسلّع به

PIC2 دهی و توالی پروتئینی صورت پیییرفت مؤثر در ایجاد گل 

های گل را توسط این ژن شناسایی تا بتوان مسیر تمایزیابی اندام

توجه به سیاختار نوکلئوتییدی ایین ژن و سیاختار پیروتئین      . کرد

تر بیر نحیوه گلیدهی در     یقعمحاصل از تظاهر این ژن شناختی 

 .کندگیاه زعفران را ایجاد می

تیا حیدود    PIC2رد پروتئین حاصل از بییان شیدن ژن   عملک

گاهاً نحیوه  . بعدی این پروتئین داردزیادی بستگی به ساختار سه

-پپتید این پروتئین و قرارگیری شیکل تاخوردگی رشته های پلی

تواند های سازنده این پروتئین، میهای فضایی متفاوت اسیدآمینه

چنانچه پروتئینی . مایددر اثرگیاری عملکرد این پروتئین دخالت ن

هیای مجیاور نییز ایجیاد     به طرز ناصحیحی تا بخورد برای سلو 

معمیولاً نحیوه تیاخوردن ییک پیروتئین بیه       . نمایید اختلا  میی 

پیشگوئی تاخوردن پروتئین یا پیشگوئی ساختار پروتئینی معروف 

ای های نوین جهت ترسیع ساختار پروتئینی دنبالهدر رو . است

شود و الگوریتع سعی  یما به عنوان ورودی دریافت هاز اسیدآمینه

کند بهترین رو  تاخوردن آن را که به سیاختار اصیلی ایین    می

 .تر است به عنوان خروجی تولید نمایدپروتئین نزدیک

-از دیگر عوامل تأثیرگزار در این ساختار و تاخوردگی ویژگی

تیوان خاصییت آ     یمی کیه   های اسیدآمینه سیازنده آن هسیتند  

 .ها نسبت دادستی و آبگریزی را به آندو

 

 هامواد و روش

‌استفاده مورد انگياه

-های زعفران بومی منطقه تربیت ابتدا یک توده بومی از بنه

حیدریییه تهیییه گردیییده و طییی فراینییدهای سییالانه در گلخانییه  

 در هیا  بنه. حیدریه کشت شدنددانشکده کشاورزی دانشگاه تربت

 برای .شدند ماسه کشت و خاک زا 1:1 مخلوط حاوی ییها کرت

بنیه   و بر  گلبر ، پرچع، کلاله، هایاندام از مولکولی مطالعات

 (هاکلاله) ها گلاندام مادگی  هایبافت .دش استفاده زعفران گیاه

 .استفاده گردید هاجوانی گل مراحل در

 

‌یژنوم‌‌DNAاستخراج

هیایی همچیون بیالا    به علیت ویژگیی   گیاه بافت از استخراج

 و فنلیی پلیی  ترکیبات ها،کربوهیدرات دن سن گیاه و یا حضوربو

 Alaey et)گییارد  می منفی اثر DNAکیفیت  که بر هاپروتئین

al., 2007)کمیت  و کیفیت ، برای افزایشDNA شده استخراج 

ی از ژن میورد مطالعیه   ا ملاحظهدرصد قابل  اطمینان از حضور و

تیرین  در اصیلی  های مسییر گلیدهی  افزایش احتما  حضور ژن)

اسیتخراج   هیا  گلاز کلاله تازه  DNA( های تولیدمثل گلبخش

آلومینیومی پیچیده شیدند،   هایورقه درونهای گل کلاله. گردید
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 -89ها سیریعا  درون ازت میایع تثبییت و در دمیای     سپس نمونه

بر اساس کیت  DNA استخراج .نگهداری شدند گراد سانتیدرجه 

 بیرای  .انجام گرفت Qiagene شرکتDNeasy Mini تجاری 

اسییپکتروفتومتری  رو  از DNA ارزیییابی کمییی و کیفییی 

(Eppendorf AG, Germany )افقییی  و الکتروفییورز(BIO-

RAD powerpac, USA )اسیتفاده  درصد 8/9 ژ  آگارز روی 

 (.Sambrook & Russell, 2001)گردید 

 

 RNAاستخراج‌

رکت شی  Vivantisکل با استفاده از کییت   RNAاستخراج 

سیگما و از اندام های کلاله، پرچع، گلبر ، بیر  و بنیه انجیام    

ی استخراج شیده بیه ترتییب بیا      RNAکمیت و کیفیت . گرفت

 .اسپکتروفتومتری صورت پییرفت رو  استفاده از از

گیری تعداد ی کل برای اندازه RNAشناسایی دقیق الظت 

 DNAبسیار مهع بوده است و هر گونیه آلیودگی    mRNAکپی 

. شیود  RNAتواند منجر به کمی کیردن اییر دقییق مییزان     یم

باشید  بسیار مهع می mRNAبنابراین، هر نوسانی در تعداد کپی 

ژن میی توانید ناشیی از سیطوح     و تفاوت در نتیای  مییزان بییان   

بیدلیل اطمینیان از   . ها باشدمیان نمونه DNAمتفاوت آلودگی با 

 RT-PCRای  عدم حضور هر گونیه آلیودگی و تیأثیر آن بیر نتی     

 Mohammad)اسییتفاده گردییید   DNaseکمییی، از آنییزیع  

Hashem et al., 2011 .) 

 

‌(cDNAسنتز‌)معکوس‌‌ینسخه‌بردار‌واکنش

 cDNA synthetase بیا اسیتفاده از کییت     cDNAسینتز  

و آاازگرهیای طراحیی شیده بیه کمیک آنیزیع        Sigmaشرکت 

 .ترانسکریپتاز معکوس، صورت پییرفت

 بیا  کیل  RNA از میکروگیرم  1 از ادهاسیتف  با cDNA سنتز

 آنیزیع  توسیط  عمیومی  آایازگر  عنیوان  به Oligo dT از استفاده

 M-MuLV Reverse تجیاری  نیام  بیا  ترانسیکریپتازمعکوس 

Transcriptase Rnase H رو  انجیام  بیرای  .گرفیت  صورت 

PCR الظت کمی،نیمه cDNA واکینش  از حاصیل  هاینمونه 

 سیپس  و شید  تعییین  ومتریاسپکتروفت با معکوس بردارینسخه

 هیا نمونیه  از ییک  هیر  از پلیمراز زنجیرهای واکنش انجام جهت

و کیفییت   الظیت . شید  تهییه  μg/μl 1الظیت  بیا  کاریاستوک

cDNA ی معکیوس بیا   بردار نسخهی حاصل از واکنش ها نمونه

 .اسپکتروفتومتری تعیین شد

 

‌آغازگر طراحی

 ایطراحیی آاازگرهی   ،PIC2شناسیایی و تکثییر ژن    برای 

اولیین  . لازم بیوده  PCRواکینش   در هیا  آن از اسیتفاده  و مناسب

-جنس و یا هعژن مورد نظر در گیاهان هعمرحله در یافتن توالی

 بیود،  نامشیخص  نظر مورد ژنتوالی که باشد، از آنجاخانواده می

 طراحی گیاهان سایر از موجود ژن هایبر اساس توالی آاازگرها

 اما است خانواده هع یا جنس هع هانگیا با اگرچه اولویت .شدند

-هیع  یا جنسهع گیاه هیچ در Pistillata ژن که تاکنون آنجا از

ثبت  PIهای ژن  یتوال بود از نشده شناسایی زعفران گیاه خانواده

 هییای دسترسییی بییا شییماره  GenBank یگییاهپاشییده در 

KJ470631.1 (Medicago sativa)، HM047440.1  

(Brassica napus)،  HM047443.1 (Brassica napus )و 

DQ988043.1 (Vitis vinifera )   استفاده گردیید، پیس از آن

سیازی بیرای پییداکردن نقیاط حفاتیت شیده صیورت        همردیف

 .پییرفت

حاضر در  Pistillataهای ژن  یتوالکردن و بررسی با بلاست

پیس از     کهیافته شد مشابهی ن کلزا، انگور و یونجه، توالیگیاها

آن، از روی توالی آاازگرهیای الیگونوکلئوتییدی پییش برنیده و     

هیای   یتوالو با استفاده از  Primer 3افزار برگرداننده توسط نرم 

 .فوق طراحی گردید

همچنین بررسی مناسب بودن آاازگر از لحاظ عیدم اتصیا    

 Primer Blast دایمر بیا ابیزاری مثیل   ایراختصاصی و تشکیل 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KJ470631.1
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 :به صورت زیر هستند   کهارزیابی گردید

. کننید ای به طو  جفت باز را تکثیر میی این آاازگرها، قطعه

 تقریبیی آاازگرهیای   مکیان  و ژن سیاختار  دهنیده نشان 5 شکل

 .است در گلزا، انگور و گندم اختصاصی

(5) 5’ -GAGTTAGAAAGGGGAGTTGTA- 3’ 
3’ -CTATTTAGCCTCCTGCAAGTT- 5’ 

Forward Primer: 

Reverse Primer: 
 

 

 
 

 آن cDNAدر مقایسه با  شده طراحی آغازگرهای گرفتن قرار تقریبی محل و PIC2 ژن شماتیک شکل -1 شکل

Figure 1- The schematic structure of PIC2 gene and approximate location of the designed primers compared to its cDNA. 

 

 PCRاستفاده‌از‌ با PIC2 ژن شناسایی

بیه   شیده  استخراج cDNAو ژنومی  DNAاز  منظور این به

بیرای  . شیدند  اسیتفاده  PCRهمراه آاازگرهای طراحی شیده در  

PCR  از  نانوگرم 200مقدارDNA آاازگرهای از میکرولیتر 1 و 

درون  میکرومیولار،  5/9نهایی  الظت با برگرداننده و پیش برنده

اسیتریل و بیا    دوبیار تقطییر   آ  بیا  و ریختیه  PCR استریل لوله

 میکرولیتیر  19حجیع   بیه  ،Master Mix PCRاز  اسیتفاده 

 .شودمی مخلوط کامل به طور کردن، پیپت با و رسانده

 Personal Termal) مید   ترموسایکلر توسط PCRانجام 

Cycler BioRad 1148MJ USA Mini) Biorad بیا  و 

 درجیه  31 دمیای  در دقیقیه  5 به میدت  اولیه شتگیمرحله واسر

دمیای اتصیا  جهیت تکثییر      سازی ینهبه. گردید گراد آااز سانتی

درجیه   19در دمیای   PCR باند شدن محصیو  اختصاصی و تک

( سییناژن، اییران   PCR Master Mix) گراد با استفاده از سانتی

 دمای لازم جهت اتصا  آاازگرهای اختصاصی، .پییرفتصورت 

بدست  L]/159(%GC) -  X 15/9 [  +13/9کمک معادله، به 

درجیه   31 واسرشیتگی  دمیای  بیا  چرخیه  99 در ادامه، انجام. آمد

گیراد   درجه سیانتی  59 اتصا ، دمای یقه،دق 5 به مدت گراد سانتی

گیراد بیه    یسیانت  درجه 11 شدن، طویل دمای و دقیقه 5 به مدت

 شدن ه طویلمرحل در نهایت با صورت پییرفت و دقیقه 5مدت 

. رسیید  اتمیام  بیه  گراد سانتی درجه 11 دمای در دقیقه 8 مدت به

 درصد 8/9آگارز  ژ  بر روی محصو  کیفیت PCRانجام  از پس

 .بررسی و درون ژ  داک قابل مشاهده بوده است

 

 PIC2ژن‌ بيان بررسی

. بیوده اسیت   gDNAبا همان شرایط تکثیر  PIC2 ژن بیان

با اسیتفاده   Real-Time PCRنش در بررسی بیان این ژن، واک

شیرکت تاکیارا صیورت     SYBR Premix Ex Taq IIاز کییت  

ای پلیمراز بیرای   یرهزنجکار رفته در واکنش میزان مواد به. گرفت

ی میورد آزمیایش، یکسیان     ذکرشدههای در اندام PIC2ژن بیان

 31دمایی استفاده شده شامل دمای واسرشت سیازی  چرخه. بوده

درجیه   59ثانیه، اتصا  آاازگرهیا در دمیای    19اد گردرجه سانتی

-درجه سیانتی  11ثانیه، توسعه در دمای  19گراد به مدت سانتی

دقیقیه در   59نهیایی بیه میدت    ثانیه و توسیعه  99گراد، به مدت 

 .گراد انجام شددرجه سانتی 11دمای 
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ژن میورد نظیر، ایین بخیش از     برای اطمینان از میزان بییان 

صییورت  cDNAبییر روی  PCRکیینش بییه کمییک وا تحقیییق،

 8/9 ژ  رویرا  PCR محصیو  میکرولیتیر   5 مقیدار . پیییرفت 

 v افیزار  نیرم  یلهوسی  بیه  سیپس نمیوده و   الکتروفورز، آگارز درصد

1.42q ImageJ (www.rsb.info.nih.gov/ij/index.html) 
 599تیا   9شدت باند از بین ) شد آنالیز ژ  یرو موجود باند شدت

 موجیود  باند نسبی شدت است قادر افزار نرم این(. ی شدبند درجه

 در. دهید  نمیایش  عیدد  صورت به و کند یریگ اندازه را ژ  روی

 SPSS افزارهیای  نرم با نمودارها رسع و حاصل های داده نهایت

v15 (www.spss.com)  و Excel  م شدانجا. 

 

‌‌PCRمحصول یابی توالی و تخليص

شیده و   یسیاز خالص PCRاز محصو   یکرولیترم 19 مقدار

رفت و برگشت  یاز آاازگرها یکاز هر  یکرولیترم 1/5به همراه 

 یسیت بیه شیرکت تکاپوز   یابییتوال یبرا یکومو پ 59با الظت 

جنیوبی  تکاپوزیست به کیره  شرکت توسط هانمونه. یدارسا  گرد

 Illumina Hiseq2000ده تا در آنجا توسیط دسیتگاه   ارسا  ش

 .گردند یابیتوالی

 

‌ژن‌بررسری‌تروالی‌پروتنينری‌‌‌و‌،‌انطباق‌‌مطالعه‌فيلوژنيک

PIC2  

 و پیس از  ییابی شیده  شده از ژ  آگارز، توالیقطعه مستخرج  

هیای نوکلئوتییدی کدکننیده    بررسی و ترجمه هر ییک از تیوالی  

 (www.expasy.ch) مولکیولی پایگیاه داده   یلهوسی  پروتئین بیه 

Expassy  ، شود یمآنالیز (Varjonen et al., 2002 .)  در ایین

بخش از پیژوهش، جهیت مطالعیه سیاختار فیلوژنییک و شیکل       

شیده از   ییان بای پروتئین  یدآمینهاسپروتئین، لازم است که توالی 

هیای پروتئینیی در    یتیوال ای دیگیر   یدآمینهاسبا توالی  PIC2ژن 

توان بیه   یمبا این همردیف سازی . ، بلاست گرددی ژنیها بانک

 مطالعیات . ساختار احتمالی پروتئین میورد مطالعیه دسیت یافیت    

 Multiple sequence) پروتئینیی  سیازی چنیدتایی   همردییف 

alignments)  بیییا اسیییتفاده ازBLAST  موجیییود در پایگیییاه

و  NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov.blast)اطلاعییییییاتی 

CLUSTAL W پایگیییاه اطلاعیییاتی  موجیییود در (www. 

ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/Expassy)  صییییییورت

 (.Johnson et al., 2008) پییرفت

بیومی  گونیه   PIC2 ی، ژنتیوالی پروتئینی   مدلینومطالعات 

 ز پایگییاهمشییابه بییا اسییتفاده ا  هییایو پییروتئین حیدریییهتربییت

GeneBee (www.genebee.msu.su)  شییداجییرا (et al., 

2011 Edstam  Emamzadeh et al., 2006  Goff et al., 

و وزن مولکییولی  نقطییه ایزوالکتریییک تئییوری محاسییبه (.2002

 Expassy) پروتئین با استفاده از ابزارهای موجود در پایگیاه داده 

http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.html )شییدانجییام .

 ی ژنموجود بر روی سیاختار پروتئینی  های و اسیدآمینهها موتیف

PIC2    مورد بررسی قیرار گرفتنید(www.expasy.ch/ motif 

scan.)   اسیییتفاده از رو همچنیییین بیییا Kolaskar & 

Tongaonkar موجیود  هیای  تیوپ اپی ،و بر اساس نتای  تجربی

 Hartz et al., 2010  Kolaskar) شناخته شداین پروتئین نیز 

& Tongaonkar, 1990  Van & van, 1999.) 

افییزار  سییاختار سییوم پییروتئین هییدف بییا اسییتفاده از نییرم  

Modeller9V7 (Sali Blundell, 1993)  بیییا اسیییتفاده از

افیزار   اسیتفاده از نیرم   بیا و  ایجیاد شیده   ای یسیه مقا یسیاز  مد 

weblab viewer  کتیه لازم بیه   ن این)مشاهده و بررسی گردید

 59999شیید میید  سییاخته کییر اسییت کییه بییا اسییتفاده از نییرمذ

Modeller9V7 .) 

 

  PIC2ين‌پروتن‌یسازمدل

، ابتدا یدریهح تربتزعفران  PIC2 ژنپروتئین  یبعد مد  سه

( http://manaslu.aecom.yu.edu/M4T) با استفاده از پایگاه

M4T  سیازی بیر اسیاس تشیابه    و به رو  مد (Homology 

http://www.rsb.info.nih.gov/ij/index.html
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/Expassy
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/Expassy
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modeling )  آمید  سیت د بیه (Fernandez-Fuentes et al., 

2007  Sarowar, 2009 .)در مناسب، مد  کردن پیدامنظور  به 

بیا   یدرییه ح تربیت زعفیران   PIC2 توالی پروتئینی ژن مرحله این

 .گردید BLASTتوالی ساختارهای شناخته شده 
 

 

 

     

 نتایج و بحث

 داد نشیان  درصد 8/9 آگارز ژ  روی PCR محصو  الکتروفورز

 5999 تقریبیی  طیو   بیه  PIC2 ژن بیرای  اختصاصیی  قطعه که

 نشیان  مطلیب  ایین  (1شکل ) است شده تکثیر یخوب به باز جفت

مناسب  PCR برنامه و آاازگرها صحی  عملکرد و طراحی دهنده

 ,Murry & Thompson) باشید می (اتصا  دمای به خصوت)

1980). 
 

 
 cDNAژنومی و  DNAجفت بازی تکثیر شده از  955 و 1355، قطعه PCRژل الکتروفورز پس از  -2شکل 

Figure 2- Electrophoresis gel of PCR reaction, part of 1300 and 900 amplified bp of genomic DNA and cDNA. 
 

 PIC2بررسی‌بيان‌ژن‌

با استفاده از آاازگرهای اختصاصی طراحیی شیده بیرای ژن    

PIC2ازجفت باز  199ای به طو  ، قطعه cDNA   تهیه شیده از

RNA هییای زعفییران طییی واکیینش  ی کلالییهاسییتخراج شییده

 مختلف هایدر اندام ژن بیان الگوی .ای پلیمراز تکثیر شد یرهزنج

 مقایسه. گرفت بررسی قرار مورد RT-PCRاز  استفاده با زعفران

 مختلف هایاندام در PIC2ژن  بیان های مربوط بهداده میانگین

 درصید  5 سط  در هااندام بین که اختلاف اددنشان زعفران گیاه

-اندام در PIC2باند  شدت آماری، آنالیزهای. شده است دارمعنی

 دهدمی قرار متفاوت کاملاً سط  چهار در را مختلف زعفران های

در  پیرچع  و جنسیی کلالیه   هیای اندام در شدت باند طوری که به

بیه نظیر    همچنیین . های زعفران بالا استمقایسه با گلبر  گل

های بر  و بنیه  در بافت PIC2رسد که هیچ رونوشتی از ژن می

در  آن بییان  مییزان  کیه  این تفیاوت  زعفران دیده نشده است، با

 .بوده است بیشتر پرچع نسبت به کلاله هایاندام

در  MADS-boxهیای خیانواده   نتای  مشیابهی از بییان ژن  

 Ag1a یهیا ژنبییان . های مختلف زعفران، مشاهده گردیداندام

هیا در  ایین ژن  نشان داد های مختلف زعفراندر اندام Ag1b و 

های تخمدان و به ویژه در کلاله و پرچع بیان بالایی دارنید  اندام

شیوند ییا   بیان نمی( بر ، پیاز و ریشه)های رویشی ولی در اندام

 ,Jodeir & Dehghan Nayeri) بییان بسییار کمیی دارنید    

های مختلف گل شیامل تخمیدان،   مدر اندا Sep3c ژن .(2016

هیای اییر گیل    شود ولی در اندامکلاله، پرچع و گلبر  بیان می

 Ag1aژن بررسیی بییان   .شودشامل بر ، پیاز و ریشه بیان نمی

در سه اندام کلاله، پرچع و بر  زعفران واریته ایرانی نشیان داد  

های کلاله و پیرچع دارای بییان ولیی در    در اندام Ag1aکه ژن 

در واریته یونانی گییاه   Sep3های بیان ژن .  فاقد بیان استبر

های کلاله، پرچع و گلبر  زعفران در هر چهار حلقه گل در اندام

 Tsaftaris et al., 2005   Tsaftaris et) شناسایی شده است

al., 2006  Tsaftaris et al., 2011) 
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 ثراک در PIC2ژن  آمده این مطالعه، دست به اساس نتای  بر

 رسید می نظر شوند و بهمی بیان زعفران گل محورهای و هااندام

 در عبیارتی،  بیه  ییا  و زعفیران  گل هایحلقه این ژن در تشکیل

نقیش   B هیای، کیلاس  ژن فعالیت جهت گل اولیه بافت تشکیل

 نمو طی کارکردهای مختلف، دهنده فعالیت این ژن نشان .دارند

گل از همان  تکامل مد  با نتای  این. گیاه است زایشی و رویشی

 & Jodeir)اسیت   گیاهان سازگار در Eو  A ،B ،Cهای کلاس

Dehghan Nayeri, 2016.) ژنبیان PIC1 گل تشکیل در که 

 در هیا  آن بیان دارند، میزان کلاله نقش ویژه در ایجاد زعفران به

رویشی بیشتر  هایاندام نیز و گل هایاندام کلاله، نسبت به سایر

از سوی دیگیر اثبیات   (. Kalivas et al., 2007)ردید گزار  گ

در انگیور، در   MADSهیای  پیروتئین  Bهای کیلاس  شده، ژن

، توسیعه  Bهیای کیلاس   شیود، ژن های متفاوتی بیان میی زمان

دارد و در رشد و نمو مییوه نییز    بر عهدههای جنسی گیاه را اندام

لیز آنیا (. Josefina Poupin et al., 2007)میؤثر بیوده اسیت    

 -MADSخیانواده   عضیو  هیای توالی ژن تشابه و بیان الگوهای

box های ایین  نیز نشان داد که بعضی از ژن ترشک از شده جدا

 دو هیر  ها در خانواده در یکی از مراحل و بعضی دیگر از این ژن

ای دارند که ناشی از زایشی، کارکردهای جداگانه و مرحله رویشی

 ,Shakib & Ainsworth)باشد تفاوت در نوکلئوتیدهای آن می

 ژن عضیو خیانواده   1های بیان و تشابه توالی آنالیز الگو (.2009

MADS- box       یهیا جیدا شیده از ترشیک نشیان داد کیه ژن 

RaA2 و RaB17 یهادر نمو گل نقش داشته و ژن RaG24 و 

RaK16 ،با در هر دو مرحله رویشی و زایشی کارکردهایی دارند 

 در هیا  ژن ایین  آنیالیز  بیا  توان یم را ها آن واقعی حا ، نقش این

 & Shakib)تعیین نمود  تراریخته گیاهان یا یافته جهش گیاهان

Ainsworth, 2009 .) درArabidopsis  نییییییییییز ژن

APETALA1  مانندPIC2 گل اعضای گل و پریموردیاهای در 

 مریسیتع  تبدیل برای ژن این بیان .شودبیان می هاگلبر  مانند

اسیت   لازم گلبیر   هوییت  تعییین  نیز و گل مریستع به ینآذ گل

(Mandel et al., 1992.) 

هییای خییانواده دهیید، ژننتییای  تحقیییق حاصییل نشییان مییی

MADS-box شود ولیی در  در کلاله و پرچع و گلبر  بیان می

 )بر  و بنه فاقد بییان اسیت  کیه مشیابه بیا نتیای  تحقیقیات        

Tsaftaris et al., 2005  Jodeir & Dehghan Nayeri, 

2016; Tsaftaris et al., 2006 ; Tsaftaris et al., 2011 )

 . های مختلف زعفران استدر اندام

 
 

 
 MADS box خانواده B کلاساز  PIC2 ژن بیان -3 شکل

Figure 3- Gene expression of PIC2, B class, MADS box family. 
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 زعفیران  گییاه  مختلیف  هیای اندام در PIC2 ژنبیان بررسی

 کلاله شامل گلجنسی  هایاندام در ها ژن ایندهد که نشان می

ژن  و شیوند میی  بییان های گل بیشیتر  گلبر  نسبت به پرچعو 

PIC2 های زعفران بیان و بنه بر ی از جمله رویش هایاندام در

 (.9شکل )شوند نمی

 

 

 
 

 cDNAژنومی و  DNAز استخراج شده ا PIC2 ژن نوکلئوتیدی توالی مقایسه -4شکل 

 Query دهنده نشانDNA  ژنومیg  وQuery16851 دهنده آغازگرهای اختصاصی و مناطق اینترونی نشانcDNA باشدمی 
Figure 4- Comparing the nucleotide sequence of PIC2 genes that derived from genomic DNA and cDNA. 

 Query indicates genomic DNA of g and Query16851 indicates specific primers and intronic regions of cDNA. 

 

 

‌‌

Reverse 

Primer 

Forward Primer 
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 PCRتوالی‌یابی‌محصولات‌

از  cDNAژنومی و  DNAنتای  بدست آمده از تعیین توالی 

بلاسیت   بیا  .نوکلئوتید مشخص شیدند  199و  PIC2 ،5911ژن 

شده  استخراج PIC2 ژن نوکلئوتیدیهای  یتوالکردن و مقایسه 

جایگیاه تقریبیی پرایمیر پیشیبرنده     )ط پرایمرهای اختصاصی توس

و پرایمر برگرداننده بین نوکلئوتیید   51تا  5بین نوکلئوتید شماره 

، نتیایجی کیه   cDNA ژنیومی و  DNA، از (199تا  111شماره 

که نواحی قرمز رنو نشیان   داده شدنشان 1بدست آمد در شکل 

ژنیومی حضیور    DNAدهنده مناطق اینترونیی بیوده و تنهیا در    

 .دارند

در مقایسییه اییین دو تییوالی از ژن میییکور پییس از مقایسییه   

ژنیومی ایین ژن دارای چهیار     DNAکه  مشخص شد همردیفی

مناطق اگزونی او ، . باشدمنطقه اگزونی و سه ناحیه اینترونی می

جفت  95و  151، 195، 555دوم، سوم و چهارم به ترتیب شامل 

جفیت بیاز    89و  115، 98ب شامل باز و مناطق اینترونی به ترتی

هیایی  توالی مناطق اینترونی شیامل تیوالی  . باشندنوکلئوتیدی می

 PIC2ژن بوده که گاهاً کوتاه بوده و نقش مثبتی در ایجاد بییان 

  .دارد

 

 
 در کلاله گل زعفران PIC2توالی نوکلئوتید و آمینواسید استنباطی ژن  -5شکل 

Figure 5- sequences of Nucleotide and amino acid analyzed of PIC2 gene in stigma of saffron.  

 199 خیوانش  نیز نشان دهنده 5در شکل  توالی تعیین نتای 

در کلالیه   PIC2ژن  تمیامی چهیار اگیزون    بیه  مربوط نوکلئوتید

حاصیل رونویسیی و ترجمیه ایین     . زعفران را نمایش داده اسیت 

اسیدآمینه را تشکیل  159، پروتئینی در حدود PIC2بخش از ژن 

 .داده است
‌

 ساختار‌پروتنين

 هیای تحلییل  و مطالعات پروتئینیی ایین ژن کیه از تجزییه    

های تشکیل دهنده آن صورت گرفیت،  بیوانفورماتیکی، اسیدآمینه

. باشید اسییدآمینه میی   159که پروتئین حاصیل دارای   نشان داد

بییا کمییک  ینپییروتئ ییینا یو وزن مولکییول یزوالکتریییکا نقطییه

، kDa 19/11119و  11/3 ییب بیه ترت  Expasy یگاهپا یابزارها

ساختار واحدهای آمینواسیدی ایین پیروتئین طبیق     .محاسبه شد

اتمیی ایین    فرمیو  . مشیخص شیده اسیت    5و جیدو    1شکل 

 .است C1067H1764N318O323S17: پروتئین عبارت از
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ها به مییزان زییادی، از چگیونگی    خوات عملکردی پروتئین

سیازی  گیرد که بیر اسیاس مید    ها منشأ می عدی آنبساختار سه

شیکل فضیایی   . همولوژیکی از این پروتئین ترسییع شیده اسیت   

های متفاوت هر پروتئین، در واقع تعییین کننیدة کیاربرد و    بخش

در  عملکرد ویژة همان بخش از پروتئین بوده و هر نیوع تغیییری  

 .تواند موجب اخلا  در عملکرد آن شوداین ساختار می

پییروتئین بخشییی از بعییدی سییاختار سییه پییژوهش اییین در

PISTILLATA-LIKE MADS BOX شیید سییازیشییبیه .

سیازی  بعدی این پروتئین با همردیفهمچنین بررسی ساختار سه

پپتییدی ایین   هیای پلیی  ساختار او  رشیته ( کردن Blast)کردن 

هیای دیگیر از سیاختار    هیای مشیابه اسییدآمینه   پروتئین، با توالی

سیازی  ی دیگیر انجیام پیییرفت و بیر اسیاس مید       هیا پروتئین

هیایی از اییین پیروتئین، شیناخت بهتییری از    همولیوژیکی بخیش  

مد  ساختار مولکولی پیروتئین   .عملکرد این پروتئین حاصل شد

PIC2  دهید کیه شیکل ترسییع شیده از      نشیان میی   1در شکل

 518موقعیت مکانی اسیدآمینه مکیان او  تیا اسییدآمینه مکیان     
 ینپیییروتئسیییازی تیییوالی اسییییدآمینه دییییفهمر. باشیییدمیییی

PISTILLATA-like MADS box  پیروتئین  های با همولو

بیشترین ( نوعی پروتئین هیستونی) Myocyte 2Bعامل تقویت 

ها بیا یکیدیگر   داده است، این توالیگیری نشاننتیجه تشابه را در

 .آرائی داشتنددرصد هع 11در حدود 

در پیروتئین رونویسیی    11 تیا  5منطقه بین اسیدآمینه مکان 

کیه   از منیاطق مینظع پروتئینیی بیوده     ، اصولاPIC2ًشده از ژن 

چهیار   و بتیا  دو سیاختار صیفحات   هلیکس، آلفا دو ساختار شامل

 و هلییکس  آلفا ثانویه ساختارهای .باشندمی کویل ساختار رندوم

 تصادفی، هایپیچ و منظع دوم ساختارهای دسته بتا در صفحات

 بنیدی طبقه تصادفی و تکرارناپییر نامنظع ثانویه یساختارها جزو

بیدلیل   این قسمت از پروتئین، ساختار شدنمنظع اصل .شوندمی

 آلانیین، فنییل  تریپتوفیان،  آمینواسیدهای تییروزین،  توالی حضور

 عوامل. باشدمی آسپارژین و سیستئین والین، لوسین، ایزولوسین،

 نقطهو ی وزن مولکول پییری،دوستی، انعطافآ  جمله از دیگری

منطقیه  . نیز در منظع شدن این سیاختار نقیش دارد   یزوالکتریکا

  باشید میی  518تا  11ای دیگر این پروتئین مکان بین اسیدآمینه

این منطقه دارای دو شکل مارپیچ آلفا با یک اتصیا  رانیدوم    که

توان از جمله منیاطق مینظع ایین     یمکه این منطقه را نیز  کویل

 .نظر گرفت پروتئین در

به پپتید جدا شده و پلیتواند از  می این پروتئینانتهای آمینی 

پروتئین بالغ در مسیر ترشیحی بیه خیارج از سیلو ،     عنوان یک 

که آمینواسیدهای ایرقطبی ییا هییدروفوبی گوییای    هدایت شود 

 .دهدفعالیت این پروتئین را در سط  محلو  سلو  را نشان می

 

 PIC2 بیان شده از ژن واسیدی تشکیل دهنده پروتئینواحد های آمین -1جدول 
Table 1- The amino acid units of the expressed proteins from PIC2 gene 

 درصد
% 

 ترکیب
Composition 

 آمینو اسید
Amino Acid 

 درصد
% 

 ترکیب
Composition 

 آمینواسید
Amino Acid 

10.5 22 Leu (L) 3.3 7 Ala (A) 
10 21 Lys (K) 7.6 16 Arg (R) 
6.7 14 Met (M) 6.7 14 Asn (N) 
1.4 3 Phe (F) 2.9 6 Asp (D) 
3.8 8 Pro (P) 1.4 3 Cys (C) 
6.2 13 Ser (S) 6.7 14 Gln (Q) 
2.9 6 Thr (T) 11.9 25 Glu (E) 
0.5 1 Trp (W) 4.8 10 Gly (G) 

2.4 5 Tyr (Y) 2.4 5 His (H) 

2.4 5 VaL (V) 6.7 14 Ile (I) 

 37(: لیزین +آرژنین)تعداد بار مثبت باقیمانده . 30(: گلوتامیک +آسپارتیک)تعداد بار منفی باقیمانده 

 Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 30. Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 37 
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توالی اسیدآمینه های موجود در نرم افزار  با PIC2 قسمت اعظم پروتئین بیان شده ژن دهنده تشکیل آمینه اسیدهای توالی آرائی هم -6 شکل

swissmodel 
Figure 6- Alignment of amino acids sequence that forming major parts of expressed protein of PIC2 gene by the amino acid 

sequence that existing in the swissmodel software. 

 

    

Phylogenetic sequence of amino acids  (84-178)                            Phylogenetic sequence of amino acids (1-76) 
 PISTILLATA-like MADS box ProteinPISTILLATA-like MADS box Protein 

                   (a)                                                                                (b)                                
 76تا  1برای مکان اسیدامینه های بین PIC2  پروتئین بیان شده از ژن بخش اعظم بعدی سه ساختار و فضایی شکل a: -7 شکل

:b ز ژنپروتئین بیان شده ا بخش اعظم بعدی سه ساختار و فضایی شکل  PIC2 178تا  76برای مکان اسیدامینه های بین 
Figure 7- a: Space shapes and three-dimensional structure of major part of expressed protein of the PIC2 gene for place of 1-

76 amino acids. 

b: Space shapes and three-dimensional structure of major part of expressed protein of the PIC2 gene for place of 76-178 

amino acids. 

 

 گیرینتیجه

تیوالی پروتئینیی    و PIC2 ژن بیان حاضر الگوی در تحقیق

-و از ژن Bکیلاس   متعلق به PIC2ژن بیان .گردید آن بررسی

 نقیش  کیه  شیوند میی  بندیتقسیع MADS-boxهای خانواده 

خصوت زعفران کشت شده در گل زعفران به  مهمی در تکامل

رونویسییی  عوامییل بررسییی .حیدریییه دارنیید منطقییه تربییت 

PISTILLATA-LIKE MADS BOX رو  ، بییهPCR 

، گیل  هیای کلاله و سیایر انیدام   ،های رویشیکمی در اندامنیمه

هیای  انیدام  در تشیکیل  میزان بییان ایین ژن  نمود که مشخص 

همی را ایفیا  م ها نقشگل تشکیل کلاله در ویژه گل، به مختلف

 .نمایدمی

داری باعث افزایش معنیی  PIC2در نتیجه افزایش بیان ژن 

 دار،ایین افیزایش معنیی    .های زعفران شده استدر گلدهی بنه

اعضیای خیانواده    Bژن کیلاس  دهنده تأثیر افزایش بییان نشان

box MADS   بر روی رشد و نمو گل و زمان گلدهی زعفیران

هیای  گیل  نمیو  اولییه  در مراحل PIC2ژن  بالاتر بیان. باشدمی

 اعضیای  نمیو  شیروع  در ژن که ایین  دارد آن بر زعفران دلالت

هیای  مسیلماً بررسیی تیوالی    .کنید می ایفا ایعمده نقش زایشی

 هایی، ماننید ژن بیان پروموتوری این ژن و مطالعه برای افزایش

PIC2 های آتی مفید واقع خواهد بوددر پژوهش. 
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 PIC2و  PIC1دهید دو ژن  میی  نتای  تحقیق حاضر نشان

 PISTILLATAهیای متفیاوت ژن   های حاصل از پیرایشفرم

درصد تشابه تیوالی   38باشند که می MADS BOXاز خانواده 

اختلاف دو درصدی آن بدلیل حضور . نوکلئوتیدی را دارا هستند

باشید،  تک نوکلئوتید متفاوت در بین دو توالی این دو ژن میی  5

تواننیید بییه عنییوان نشییانگرهای تییک  تییک نوکلئوتیییدها مییی 

هیا در گییاه و انیدام    معرف حضور این ژن( SNPs)نوکلئوتیدی 

 یافتن چگونگی تشکیل جهت این وجود، با. مورد مطالعه باشند

هیای  آزمیایش  آن، میادگی  خصیوت بخیش   بیه  و زعفران گل

و  MADSهیای  پیروتئین  تجمع چگونگی با ارتباط در بیشتری

 درک. طلبدرا می Eو  A،B ، Cی هاعوامل کلاس برهمکنش

 افیزایش  را برای راه تواندمی زعفران گیاه در گل رشد چگونگی

 کلاله هموار به ویژه گل تولید هایهزینه کاهش و آن عملکرد

 .سازد

آوردن خصوصیات ساختار ژنی  به دستآرائی و مقایسه، هع

ی پروتئین حاصل از بییان ایین   بعد سهو همچنین آنالیز ساختار 

 تیوالی . ها انجام شدهای اطلاعاتی پروتئین یگاهپاژن، در سایت 

کیه ایین    داد نشیان  PIC2پیروتئین   کد شیده بیرای   اسیدآمینه

کیه   MADSجعبه  خانواده اعضای با بالایی پروتئین، همسانی

در نظیر  باشد را دارد، در این بررسیی، بیا   رونویسی می عوامل از

دهند کیه سیاختار   ن میها نشا سازی یهشبگرفتن شرایط طبیعی، 

هیای ایرقطبیی    یدآمینهاسی این پروتئین کوچیک و بیر اسیاس    

دهید، ایین   سازنده آن، در مخلوط آ ، ماتریکسی را شیکل میی  

قابلییت اتصیا  و انتقیا  انیواع     کنید و  ماتریکس آ  را دور می

تواند در گیروه همیوفیلیکی بیا     یمین پروتئین ا .را دارندلیپیدها 

-بیه های مشیابه بیوده،    یتوالرد که دارای هایی قرار گیپروتئین

جدیید در   یهیا  و ژن هیا  یدهنده کیاربرد تیوال  علاوه نتای  نشان

 .باشد یای در گیاهان م تعیین روابط بین گونه

ی مسییر گلیدهی در   هیا  ژنبا تأکید بر این نکته که مطالعه 

 به نظیر زعفران و نحوه توسعه گل در این گیاه مهع و ضروری 

جه به اینکه اهمیت اقتصیادی زعفیران تنهیا بیه     رسد و با تومی

شیود، نییاز اسیت تیا بیا      چرخه گلدهی در این گیاه خلاصه میی 

هیا و   های مولکولی و بیوتکنولوژیکی، بتوان ژناستفاده از رو 

های رونوشت و ترجمیه شیده، مسییر گلیدهی در گییاه      پروتئین

ه زعفران را شناخت و به نحوه و زمان گلدهی در این گیاه توجی 

ی این مسیر و ها ژنبیشتری کرد، چرا که با تحقیق بر روی بیان

هیایی در زعفیران، در آایاز     مشخص کیردن اینکیه چیه ژن   

بنابراین لیزوم مطالعیه   . رسدگلدهی نقش دارند، مهع به نظر می

در ایین   هیا  اندامبیشتر برای درک مکانیزم آااز گلدهی و تمایز 

 بیه علیت  از طرفیی  . یید نما یمگیاه استراتژیک لازم و ضروری 

های ثانویه در زمان گلدهی وجود ارتباط تجمع و تولید متابولیت

ی هیا  ژنهیای ثانوییه و   های دخیل در تولیید متابولییت  بین ژن

از ایین رو توجیه بیه    . رسید درگیر نیز در گلدهی مسلع بنظر می

های ثانوییه در گییاه   نحوه گلدهی و ارتباط آن با تولید متابولیت

 .باشدنکات قابل پژوهش می زعفران از
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Abstract 

Saffron is grown for using its flower and red color stigma. This plant has many uses 

in the food industry, paints and medicine. Due to its high monetary worth, 

identification of genes involved in the flowering is very important. In order to better 

understand the molecular mechanisms involved in the onset of flowering, Gene and 

gene expression of Pistillata-Like MADS box (PIC2) were studied. The Gene 

sequences have high homology with other family members of the MADS-box family 

(one of the transcription factors control the expression of proteins flowers). In this 

research, the gene was studied using bioinformatics resources. Primers were designed 

for amplification of the gene and then the total DNA and RNA were extracted from 

the leaves of saffron. cDNA synthesis was performed by the reverse transcriptase 

enzyme and it was used as a template for amplification of PIC2 gene by PCR reaction. 

The reaction was amplified to a fragment with length 900 bp from cDNA and another 

fragment with length 2100 bp from genomic DNA. This gene encodes a protein that 

includes 210 amino acids. By analyzing the molecular structure of protein transcripts 

based on modeling of the gene homology, the spatial figure showed that they have a 

regular structure. 

Keywords: saffron, Pistillata-like MADS box gene, MADS box, homology 

modeling. 
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