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 کیدهچ

-های  لیکوزیله شمده یمیها به یانند یتابولیتهای ژنی یختلف بر  یاهان ینجر به ایجاب ایزویرهای یختلف از یتابولیتوجوب ایزوفرم

 ربند. بر تحقیق حاضر به شناسایی و بیان هترولو  ایزوفرم ژنی کدکننده آنزیم  لیکوزیل ترانسفراز کلاله  یماه زعفمران بر یرحلمه  مربه 

های بیوانفوریاتیکی توالی ژنی جدا شده از ژنوم  یاه زعفران با اسمتفابه از آغاز رهمای یابی و آنالیزپرباخته شد. نتایج حاصل از توالی افشانی

بر پلاستی جفت باز یتعلق به خانوابه پروتئینی  لیخوزیل ترانسفرازها بوبه که بصورت آپو 8961هرز رب نشان باب که این توالی ژنی با اندازه 

بر وکتمور بیمانی  Gibson Assembly ربب. جهت بررسی عالکرب آنزیای، ابتدا توالی کایل ژنی ایزولمه شمده بما تکنیمک سلول ترشح یی

pThio-UGT کلون شده و با روش الکتروپوراسیون بر سویه باکتریماییتحت پرویوتر القایی آرابینوز، ساب BL21-pGro کننمده کمه بیمان

های بیانی به بنبال تخری  بیواره باکتری با روش فراصوت و بوب ترارریخت  ربید. پروتئین ESو EL با زیرواحدهای  های چاپرونیپروتئین

های نوترکیم  بما بار مذاری ، به روش جوشانیدن استخراج شد. نهایتاً جداسازی پروتئینPBSسازی رسوب باکتری بر یحلول سوسپانسیون

  kDaاصل بیان هترولو  ایزوفرم ژنی آنزیم  لیکوزیل ترانسفراز پروتئینمی بما وزن یولکمولینشان باب که ح SDS-PAGE%85روی ژل 

ب صفات کیفی و کای یانند رنمگ و عطمر های اصلاح ن ابی برای بهبوتواند بر تعیین استرات یباشد. نتایج حاصل از این پروژه یییی 69/5

 کار  رفته شوند.بر  یاه زعفران به
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 مقدمه

ترین یحصولات یعروف بر جهمان از جاله با ارزش 8زعفران

همای غمذایی به عنوان ابویه، بارو و افزایندهبوبه که از کلاله آن 

شممموب. کیفیمممت کلالممه زعفمممران بمممه باشمممتن اسممتفابه یمممی

ین و فلانوییمدها بسمتخی بارب. چون کروسمآپوکاروتنوییدهایی هم

ها ها هاراه با یزه تلخ آناکسیدانی این یتابولیتهای آنتیوی  ی

 Hansen etباشمند )یی بر کیفیت عوایل حسی ابویه تأثیر ذار

al., 2003.)  یاهان بر واکنش به عوایل یحیطی و تعایل با آن 

زاران نوع ها هچنین بر نتیجه اثرات یتقابل با بیخر ار انیزمو هم

نااینمد. های ثانویه تولید یمییتابولیت از ترکیبات را تحت عنوان

های ثانویه به بلیل تیییرات ثانویه بر  سترب ی و تنوع یتابولیت

ثانویمه  باشمد کمه یکمی از ایمن تیییمراتها ییاسکلت اصلی آن

باشد. عال  لیکوزیلاسیون شایل اتصال یمک  لیکوزیلاسیون یی

همای هما )تمأیین کننمدهقندهای فعال به  لیکونیا چند واحد از 

یشممتقات کربوهیممدرات و اسممیدهای آیینممه( بممه فممرم بانممدهای 

های ها بر عهده آنزیمباشد که کاتالیز این واکنش لیکوزیدی یی

ای ها نقش عادهاین آنزیم باشد( ییUGT لیکوزیل ترانسفراز )

زبایمی مبر توسعه و تنظیم هاوسمتازی یتمابولیکی و فراینمد سم

(. آنزیم  لیکوزیل ترانسفراز Kumar et al., 2012سلولی بارند )

( Crocus sativusهای یختلفی بر  یاه زعفران )بارای ایزوفرم

های کلالمه بوبه که یحل اثر این آنزیم سیتوپلاسم و هسته سلول

-بهند که نسمخهآنالیز بیان این ژن نشان یی باشد.و یاب ی یی

همای بر کلاله تامایی  ونمه تقریباًترانسفراز های ژنی  لیکوزیل 

همای شموب و از یهاتمرین نقمش ایمن آنمزیمزعفران یافتمه یمی

هما بر پذیری یتابولیت لیکوزیله کننده افزایش قطبیت و یحلول

(.  لیکوزیلاسمیون از Lunken et al., 2006باشمد )سملول یمی

راز ترانسمفکربوهیدرات وابسته به آنزیم  لیکوزیمل-UDPطریق 

                                                                                           
8 Crocus sativus 

 ممربب هاچنمین ایمن آنممزیم باعم  کاتمالیز انتقممال حاصمل یمی

همای کوچمک کربوهیدرات از ینابع قندی یختلمف بمه یولکمول

 Gosch) مربب های باندی  لیکوزیدیک یی یرنده و ایجاب فرم

et al., 2010; Li et al., 2010 (. رنگ زعفران )کروسین( فرم

-ای  یاه زعفران ییه لکوزیله شده یابه تلخ کروستین بر کلاله

 Hosseinpour) باشد. بر تحقیقی حسمین پمورآزاب و هاکماران

Azad et al., 2017)  بمه جداسمازی و شناسمایی ایزویرهمای

کروسین و کروستین بر عصاره یتانولی و کلرفریی کلاله زعفران 

بر یرحله  ربه افشانی با بستخاه کرویاتو رافی یایع یجهمز بمه 

 7پرباختمه و تعمداب  (LC-APCI-MS) جریمی طیمف سمنجی

ترکی  را به عنوان ایزویرهای سی  و تران  کروسین شناسایی 

ها کمه از جالمه های یختلف شناسایی شده کروسینناوبند. فرم

همای کاروتنوییمدی بر کلالمه ترکیبات یهم قطبی  روه یتابولیت

 لموکز )بتما بی -باشند به فرم اسمترهای کروسمتین زعفران یی

یل( و جنتیوبیوز )بتا بی  لوکوپیرانوزیل بی  لوکز(  لوکوپیرانوز

بر تحقیق بیخری بیورتماس و هاکماران بمه . شناسایی  ربیدند

های ژنی کدکننمده آنمزیم بررسی بیان هترولو  یکی از ایزوفرم

-( بر سمویهCsUGT74AD1 لکوزیل ترانسفراز کلاله زعفمران )

ری  روهی های یختلف باکتری اشرشیاکلی پرباخته و بیان آبشا

های بخیل بر یسیر بیوسنتزی رنگ زعفران )کروسمین( را از ژن

از یحل شکست آنزیای پیش یابه بتاکاروتن تا سنتز کروسین را 

(. بر تحقیق حاضر Demurtas et al., 2018به اثبات رساندند )

( UGTهای اساسی آنزیم  لیکوزیل ترانسمفراز )با توجه به نقش

همای  یماهی، بمه شناسمایی و ولیتبر یسیرهای بیوسنتزی یتاب

افشانی ژنی کدکننده این آنزیم بر زیان  ربهسازی توالیهاسانه

کلالمه زعفممران و بیممان هترولممو  ایمن تمموالی ژنممی بر بمماکتری  

 است.اشرشیاکلی پرباخته شده
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 هامواد و روش

-های خشک شده زعفران بر یرحله  ربه افشانی جامعکلاله

تما زیمان آزیمایش نخهمداری  -ºC15آوری  ربیده و بر بیمای 

بیان شده بر  CsUGT ربیدند. جهت شناسایی و جداسازی ژن 

با استفابه از کیت  mRNAکل و  RNAهای  یاه زعفران کلاله

Neb magnetic RNA isolation kit  طبق پروتکمل شمرکت

بما اسمتفابه از  cDNAساخت رشته اول  سازنده استخراج  ربید.

 مرم از ییکمرو 2کار یری یقمدار کوس با بهبربار یعآنزیم نسخه

RNA  نوکلئوتیدی الیخمو  81استخراج شده و آغاز رهایdt  بما

( طبممق پروتکممل سممنتز  ربیممد. از Qiagenاسممتفابه از کیممت )

استرات ی هاولوژی بر پایه نواحی اختصاصی حفاظت شده جهت 

سمازی ژن کدکننمده آنمزیم طراحی آغاز رهای یناس  و ایزولمه

 های زعفران استفابه  ربید( بر کلالهUGT) یل ترانسفراز لیکوز

(Woo et al., 2007  سپ .)cDNA  های سنتز شده به عنوان

کمار یری هبما بم UGTالخو جهت تکثیر ناحیه ژنی کمد کننمده 

طراحی شده از نواحی ژنی حفاظت شده بمه  8پرایارهای هرز رب

ت. واکمنش عنوان آغاز ر رفت و بر شت یورب استفابه قرار  رفم

PCR  واحمد از آنمزیم  4/5ییکرولیتر بما اسمتفابه از  25بر حجم

Q5 ( پلیارازNEB ،)8  ،یولمار ییلمی 2/5پیکویول از هر آغاز ر

dNTPs ،4  5ییکرولیتممر بممافرSQ5  نممانو رم از  45و هاچنممین

حاصل از کلالمه زعفمران بمه عنموان الخمو انجمام  cDNAرشته 

ایی انجام شد که شمرایط چرخه بی25بر  PCRپذیرفت. واکنش 

بیممایی و زیممان یممورب نیمماز بر هممر چرخممه شممایل یممک یرحلممه 

ثانیه، اتصال آغماز ر  85به یدت  c°31سازی بر بیای واسرشت

ژنی ثانیه و تکثیر توالی 95به یدت  c°46به رشته الخو بر بیای 

بقیقه بوب. هاچنین یرحله 8به یدت  c°72 یورب هدف بر بیای

ثانیمه و بر  95بمه یمدت  c°31اولیمه بر بیمای  سازی واسرشت

بقیقه انجمام  7به یدت  c°72پایان یرحله تکثیر نهایی بر بیای 

                                                                                           
8Degenerate Primer 

حاصله با الکتروفورز بمر روی  PCRشد. سپ  ارزیابی یحصول 

بما  PCRصورت  رفته و خالص سمازی یحصمول  %8ژل آ ارز 

( انجممام و Seohadex G50بکممار یری سممتون حمماوی رزیممن )

دار یحصول خالص  ربیده با روش نانوبراپ جهمت خلوص و یق

تعیین  ربید. قطعه ژنی جدا شده بمه  2استفابه بر واکنش اتصال

بمه  bp9555با اندازه  pBlue scriptبر پلاساید bp8961طول 

لیخماز  T4سازی طی واکنش اتصال با آنزیم عنوان ناقل هاسانه

(Fermentasقرار  رفته و یحصول واکمنش اتصمال بما ر ) وش

انتقمال بابه شمد.  DH5αهای یستعد الکتروپوراسیون به باکتری

از  Colony PCRهای تراریخت، واکمنش جهت انتخاب باکتری

حماوی  LBهای رشد یافته بر روی یحیط کشمت انتخمابی کلنی

 IPTG، لیتمر(ییکرو رم بمر ییلمی 45سیلین )آنتی بیوتیک آیپی

(100mM و )X-gal (2% ( کلنمی نوترکیم  84انجام شد. تعداب

 855یممایع کممه حمماوی  LBحمماوی ژن یممورب نظممر بر یحممیط 

سمیلین بموب تلقمیح بیوتیمک آیپمیلیتر از آنتیییکرو رم بر ییلی

 ربیده و پ  از کشت شبانه، اسمتخراج پلاسمایدهای نوترکیم  

pBlue-UGT  توسط کیت استخراجMiniprep  کیاژن( انجام(

اسمتخراج شمده بما سمازی پلاسمایدهای  رفت، به بنبال خالص

یمابی قطعمه ژنمی (، توالیSephadex G50ستون حاوی رزین )

UGT  با استفابه از آغاز رهای طراحی شمده از قسمات باخلمی

همای جمانبی یجماور بما ژن از پلاسماید ژنی یورب نظمر و تموالی

pBluescriptیممابی ، بمما اسممتفابه از بسممتخاه تمموالیApplied 

Biosystems 3730 DNA Analyzer بهمی روش پایمان بمه

های حاصل زنجیر )سانخر( انجام  ربیده و پ  از تعیین کانتیگ

 .Aligner ver 3 یمممابی بممما نمممرم افمممزار ژنتیکمممیاز تممموالی

CodonCode بر سایت ،NCBI  بلاست ژن صورت پذیرفت که

ژنی یرتبط بما نتایج حاصله نشان باب قطعات تکثیر یافته با توالی

همای بما تشمابه  اولوژی بارند. توالیآنزیم  لیکوزیل ترانسفراز ه
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با توالی  ژنی تکثیر یافته انتخماب و بما اسمتفابه از  %75بالاتر از 

ربیفمی هم Bioedit ver 7.09 بر نرم افزار Clustal W افزونه

ها با استفابه از چند انه انجام شده و یقایسه فاصله یولکولی بابه

-با یحاسبه برختهای فیلوژنتیک، و تحلیل  MEGA6 افزارنرم

 (Maximum Parsimony, MPهای یولکمولی ییمانبرترین )

های یورب یطالعه انجمام، و بمرای آزیمون ییمزان برای توالی ژن

هما جهمت تحلیمل 8555ها از شاخص بموت اسمترپ صحت  ره

استفابه شد. با توجه به نتایج حاصل از بلاست توالی، نهایتاً تعمداب 

از ژن  لیکوزیل ترانسمفراز بموب سه کلنی که حاوی قطعه کایلی 

انتخاب  ربیدنمد.  BL21-pGro7جهت بررسی بیان بر باکتری 

 pBlueاز پلاسماید  UGTعامل سماب کلونینمگ قطعمه ژنمی 

script  به پلاساید بیانیpThio-Dan ژنمی که خوب بارای توالی

( بوب با اسمتفابه Specبیوتیک اسپکتینویایسین )یقاویت به آنتی

انجام شد این تکنیمک فراینمد  Gibson Assemblyاز تکنیک 

سازب های برشی ایکانپذیر ییسازی را بدون نیاز به آنزیمهاسانه

(Gibson et al., 2009پم  از الحماق قطعمه .) ژنمیUGT  بر

جهمت  pThio-UGTژنمی حاصمله سمازه pThio-Danپلازیید 

-اطاینان از صحت توالی انتقال یافته از نظر عدم وجموب جهمش

هممای یختلممف ژن از جالممه نممواحی ای بر بخممشقطممهنهممای 

یمابی  ربیدنمد. نهایتماً یکمی از طور کایمل تموالیهپرویوتوری، ب

کمه بارای  pThio-UGTهای یربوط به پلاساید نوترکی  کلنی

بمموب بمما اسممتفابه از روش  UGTتمموالی کممایلی از قطعممه ژنممی 

 BL21الکتروپوراسیون جهت ارزیابی بیان هترولو  بر باکتری 

pGro7 بیوتیممک ژنممی یقاویممت بمه آنتممیکمه هممم بارای تموالی

همای شماپرونی را ( و هم قابلیت بیان پروتئینCmکلروآیفنیکل )

-های حاصله بر یحیط کشت یایع )باشت تراریخت  ربید. کلنی

LB هممای لیتمر کممه حماوی آنتممی بیوتیمکییلممی 45( بمه حجمم

-ug/ml855( )LB( و اسپکتینویایسین )ug/ml25کلرایفنیکل )

Cm-Spec 86 مراب بمه یمدت برجمه سمانتی 96( بوب بر بیای 

همای رشد بابه شدند. سلول OD  6/5-7/5ساعت تا رسیدن به 

بقیقه جاع آوری  85یدت به 85555حاصله با سانتریفیوژ بر بور 

صمورت به PBSهای رسوب بابه شده با یحلول  ربیده و ناونه

های یحلول، پروتئین خراجسوسپانسیون بر آیده و به ینظور است

اولتراسمونیک  های بماکتری بما اسمتفابه از بسمتخاهبیواره سلول

(Hielscher, UP50H) هما بمه ناونمه تخری  شد. سمانتریفیوژ

 مراب برجمه سمانتی 4و بیمای  بور  82555 بقیقمه بر 85 یدت

های بیان و فاز رویی آن جهت جداسازی پروتئین پذیرفت صورت

بار مممذاری شمممده و  SDS-PAGE 85%ژل  شمممده بمممر روی

 الکتروفورز  ربیدند.

 

 نتایج و بحث

 pBlue script- UGTتعیین توالی کایل پلاساید نوترکی  

 Applied Biosystems 3730 DNA Analyzerبا بسمتخاه 

بر پلاسماید بموب.  UGTتأیید کننده صحت الحماق قطعمه ژنمی 

-خانمهجهت شناسایی  لیکوزیل ترانسفرازهای احتامالی بر کتاب

حاصممله از  UGTهممای بلاسممت تمموالی ESTهممای یختلممف 

انجمام  NCBIهمای ثبمت شمده بر آغاز رهای هرز رب با توالی

 .(Subramanian et al., 2007; Ono et al., 2010پذیرفت )

 NCBIهای یوجوب بر سمایت بلاست توالی حاصل بر برابر توالی

ی کدکننده نشان باب که قطعه ژنی جدا شده یربوط به خانوابه ژن

(.  بر نهایمت بزر تمرین 8باشد )شمکل لیکوزیل ترانسفرازها یی

 NCBIای های یوجوب بر پایخماه بابهکانتیگ بر یقایسه با بابه

به عنموان   CLUSTAL Wربیفی چند انه با افزونه بر پایه هم

انتخماب  E.coliزعفران جهت بیان بر باکتری  UGTژنی توالی

  ربید. 

باشمد جهمت عفمران  یماهی تریپلوییمد یمیبلیل اینکمه زبه

حاصله از روش   ESTهایاز بابه UGT های بالقوهشناسایی آلل

 استفابه  ربید.  سافروژن بر پایخاهIn silico  آنالیز

با اطاینان از اینکه توالی ژنی تکثیر یافته از یجاوعمه ژنمی 
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-های ژنی خانوابه  لیکوزیل ترانسمفرازها یمیایزوفرم زعفران از

 BL21-pGro7ژنمی بر بماکتری باشد به بررسی بیان این توالی

یمابی پلاسماید حاصمل از و تموالی Colony PCRپرباخته شمد. 

 pBlueاز پلاسماید نوترکیم   UGTساب کلونینگ توالی ژنی 

script- UGT  بممه پلاسمماید بیممانیpThio-Dan  بمما تکنیممک

Gibson Assembly  نشان باب کمه قطعمه ژنمیUGT  بطمور

 pThio-Danتحت پرویوتور القمایی آرابینموز بر پلاسماید کایل 

-pThioقرار  رفته و ینجر به ایجماب پلاسماید نوترکیم  بیمانی 

Dan-UGT  (.2 ربیده است )شکل 

 

 
 کلاله زعفرانیابی شده از توالی UGTدرخت فیلوژنتیکی مربوط به گلیکوزیل ترانسفرازهای گیاهی و  -1شکل 

Figure1- Saffron stigma UGT sequence in plant glycosyl transferase phylogenetic tree. 

 

 
 pThioو توالی پلاسمید  UGTهای ، مرتبط با ژنPCRژل الکتروفورز حاصل از جداسازی محصول  -2 شکل

Figure 2- Gel electrophoresis of CsUGT PCR product and pThio-Dan plasmid. 
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ژن حاصله به طموال  ابی نشان باب کهینتایج حاصل از توالی

-اسید آیینه یی 456جفت باز بوبه که قابر به کد ناوبن  1368

بر  PSPGبارای جعبمه  UGTهمای خمانوابه باشد. تاایی آنزیم

یحل فعال آنزیم بوبه که کربوکسمیل انتهمایی پمروتئین حماوی 

  باشد.یی (PSPG)  یاهی UGT یوتیف سیخنال جعبه ثانویه

همای بوبه و شمایل تموالی Cبر انتهای  PSPGیحل جعبه 

سمازی  مروه هیدروکسمی حفاظت شده بوبه که ینجر بمه فعمال

 یری ارتباطات یولکول پذیرنده  لیکوزیل، جهت اتصال و شکل

 (.9 ربند )شکل  لیکوزیدی یی

 

 

 

 
حفاطت شده در خانواده گلیکوزیل ترانسفرازها می  PSPG، )توالی رنگی مربوط به جعبه CsUGTهای خانواده  همردیفی چندگانه پروتئین -3شکل 

 باشد(

Figure 3- Multiple alignment of CsUGT protein family (the colored area is related to conserved PSPG box in glycosyl 

transferase family). 
 

یی توان به وجوب انمواع کانتیمگ PSPGبر پایه وجوب جعبه 

های یختلف آنمزیم  لیکوزیمل ترانسمفراز نده ایزوفرمهای کد کن

بمما انتقممال پلازییممد  BL21-pGro7پممی بممرب. سممویه باکتریممایی 

از طریق روش الکتروپوراسمیون جهمت  pThio-UGTنوترکی  

یطالعه بیان ژن کدکننده آنزیم  لیکوزیمل ترانسمفراز تراریخمت 

ای هم(. این سویه باکتریایی شایل یکسری توالی4  ربید )شکل

باشمند. نموع همای چماپرونی یمیژنی بوبه که کدکننده پمروتئین

و  GroEsهممای یولکممولی و شممناخته شممده چمماپرون یشممخص

GroEL بوبه که بر این پروژه استفابه  ربید. نقش این یولکول

های پپتیدهای جدید، تصحیح تاخورب یها تاخورب ی صحیح پلی

 . باشدها ییپپتیدی و جلو یری از تجاع آنپلی

های ثانویه بر کلالمه زعفمران وجوب انواع یختلفی از یتابولیت

 UGTهای یرتبط بما تواند به بلیل وجوب  سترب ی بر توالییی

 .Mو  P. trichocarpa بر یقایسمه بما  یاهمانی همم چمون

truncatula .های پیچیده از یتابولیتزعفران حاوی  روه باشد-

زیلمه شمده هسمتند. وجموب ها به فرم  لیکوها بوبه که بیشتر آن
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همای ثانویمه ساختارهای  لیکوزیدی برای هر یمک از یتابولیمت

را که ینجر به الحاق  هاUGTsهای یختلف از یوجوبیت خانوابه

ناایمد. شوب را اثبات یمیها ییهای قندی به آنو حذف یولکول

تواند از بیخر علل وجموب وضعیت تریپلوییدی  یاه زعفران نیز یی

بر  یاه زعفران نسبت به بیخمر  UGTsهای شتر خانوابهتعداب بی

های ژنمی هاولوژی با سایر توالی یاهان باشد. با این حال وجوب 

همای بنمدی خمانوابهای ژنتیکی ایکمان بسمتههای بابهبر پایخاه

UGTs از آنجایی که تشابه تموالی  .(8 نااید )شکلرا فراهم یی

همای بهند نسمخهارایه نای راهای آنزیای برد کایلی از فعالیت

توانند ابزاری یؤثر بر شناسایی های تولید شده ییژنی و یتابولیت

همای  لیکوزیمل های کاندید حاصمل از فعالیمت آنمزیمیتابولیت

جهمت بر ایمن (. بمدینMoraga et al., 2004) ترانسفراز باشد

های بیان شمده بمه تفکیمک تحقیق جهت بررسی بیشتر پروتئین

همای بیمان شمده بر ی پروتئینی و شناسایی انواع پمروتئینباندها

 (.4)شکل عصاره پروتئینی باکتریایی پرباخته شد

 
 pThio- UGTتراریخت شده با پلازمید نوترکیب  BL21-Gro7شکل شماتیکی سویه باکتریایی  -4 شکل

 pGro7-Cm اشاره دارد به پلاسمید دارای ژن مقاومت به کانامایسین و :Spec ()اسپکترومایسین 
Figure 4: Schematic forms of transformed BL21-Gro7 bacteria by pThio- CsUGT as an expression plasmid.(pGro7-Cm  

refers  which plasmid contain Kanamycin resistance gene and Spec (Spectinomycin). 
 

 
ساعت(،  16و  6، 3ترتیب )به %1018خام استخراج شده از پلاسمید کنترل القا شده با آرابینوز : پروتئین 4،3، 2مارکر پروتئینی،  :1( -5 شکل

: پروتئین خام استخراج 8،9،11ساعت(،  16و  6، 3)به ترتیب  %102: پروتئین خام استخراج شده از پلاسمید کنترل القا شده با آرابینوز 5،6،7

: پروتئین خام استخراج شده از پلاسمید نوترکیب 13، 11،12ساعت(،  16و  6، 3)به ترتیب  %108نوز شده از پلاسمید نوترکیب القا شده با آرابی

 ساعت( 16و  6، 3ترتیب )به %102القا شده با آرابینوز 
Figure 5: Coomassie stained SDS-PAGE gel of total or soluble proteins extracted from not-induced or induced BL21-Gro7 

strain overexpressing the CsUGT (1: protein marker; 2, 3,4: Arabinose 0.08% induced control plasmid crude protein (3, 6 

and 16 h induction); 5,6,7: Arabinose 0.2% induced control plasmid crude protein (3, 6 and 16 h induction); 8,9,10: 

Arabinose 0.08% induced recombinant plasmid crude protein (3, 6 and 16 h induction); 11,12,13: Arabinose 0.2% induced 

control plasmid crude protein (3, 6 and 16 h induction). 

 

 



ها و عالکربهمای یطالعات اخیر بر رابطه با شناسایی وی  ی

ها بر رشمد نشان بابه که عالکرب این آنزیم UGTیختلف آنزیم 

 ,Wang & Hou)  یرببهی تحت تأثیر یحیط قرار ییو توسعه

هما نیازینمد ترتی  ارزیابی بقیق عالکرب این آنزیم(. بدین2009

رولمممو  بر آزیایشممات کنتممرل شمممده هممم چمممون بیممان هت

باشمد. بما توسمعه هما یمیچمون بماکتریهایی همییکروار انیزم

 ESTهای یانند استفابه از کتابخانه ژنمی ابزارهای ژنتیکی روش

و شناسایی بر پایه هاولوژی توالی توانسته است انواع یختلفی از 

 ,.Ono et al)های جدیمد ایمن آنمزیم را یعرفمی ناایمد ایزوفرم

ش بسممیاری از آنممزیم  لیکوزیممل (. هممر چنممد کممه نقمم2006

باشد ایا بسترسی بمه ترانسفرازهای یعرفی شده هنوز نایعلوم یی

-بسیاری از  یاهان ایکان شناسمایی خمانوابهتوالی ژنویی کایل 

های چند ژنی را ییسر ناموبه اسمت. بمه عنموان یثمال بر  یماه 

 PSPGهممای حفاطممت شممده آرابیدوپسممی  اسممتفابه از یوتیممف

را  UGTsهای یربوط به خمانوابه ژنمی از ژن عنو 825 شناسایی

بر یجاوعه کتابخانه ژنویی این  یاه را فراهم ناوبه اسمت همم 

و  Carica papayaچمون های  یماهی هممچنین بر سایر  ونه

Glycine max هممای شناسممایی شممده یممرتبط بمما تعممداب ژن

یمابی های حاصمل از توالیبا استفابه از بابه UGTsهای ایزوفرم

 & Yonekura) باشمندژن یمی 242و  46یی بمه ترتیم   ژنو

Hanada, 2011 وجوب .)ESTها بلالت ها بر هر یک از کانتیگ

باشد. چنین اطلاعاتی یرتبط بر بافت کلاله یی mRNAبر وجوب 

های ژنی بیان یی تواند بر شناخت سطوح بیان هر یک از نسخه

اقع شده و هم شده بر یراحل یختلف توسعه کلاله زعفران یؤثر و

های ها و سطوح یتابولیتچنین ارتباط بین بیان هر یک از نسخه

های کلاله را تعیمین ناایمد. بر تحقیقمی  لیکوزیله شده بر بافت

نشمان باب کمه بیشمترین ییمزان بیمان  UGTهای آنالیز کانتیگ

UGT های از توالی %81ها بوبه بطوری که بر یرحله بلوغ کلاله

UGT بر  %84بر یرحلمه نمارنجی،  %88ی کلاله، بر یرحله زرب

همای ژنمی از تموالی %24و  %84، %86یرحله قریزی بر حالیکه 

به ترتی  بر یرحله  ربه افشانی، بو روز بعمد از  UGTیرتبط با 

.استفابه از افتدافشانی اتفاق ییافشانی و بو روز قبل از  ربه ربه

-ان بر یرحله  ربههای حاصل از ترانسکریپتوم کلاله زعقرتوالی

افشانی کاک یؤثری بر شناسایی توالی ژنی ایزوله شده بر ایمن 

های بیان شده ترین نقش آنزیمتحقیق ناوب. نظر به اینکه اصلی

بر کلاله  یاه زعفران الحاق واحدهای  UGTهای ژنی از ایزوفرم

هما قطبی هم چون کروستین و تبدیل آنقندی فعال به یواب غیر

باشد نتایج حاصل های یابه کروسین ییتلف ایزوفرمبه انواع یخ

های یتفماوت از آنمزیم تواند به شناسایی ایزوفرماز این پروژه یی

UGT هما کامک یمؤثری و هم چنین عالکرب این  ونه از آنزیم

توانند بمه عنموان نشمانخرهای های ژنی حاصله ییناوبه و توالی

 یاه زعفران به جهت  ژنتیکی یؤثر بر یراحل اولیه اصلاح ژنتیکی

های برتر از نظر کایمت و کیفیمت رنمگ  زعفمران  زینش لاین

 یورب استفابه قرار  یرند. 
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Abstract 

The existence of isoform genes in plants led to creation of the different types of 

isomeric metabolites like these glycosylated forms. This study was conducted to investigate 

the identification and heterologous expression of Saffron stigmas Glycosyl transferase coding 

isoform gene during the pollination stage. The results have been obtained by sequencing and 

bioinformatics analysis of an isolated gene from saffron genomes by degenerate oligo’s 

revealed that the gene is in1283 bp length and belongs to the CsUGT protein family which has 

Apo-plastic secretion in the cell. To evaluate the enzymatic function, firstly the isolated 

sequence was sub-cloned under arabinose induce promoter in pThio-UGT expression vector by 

the Gibson assembly technique. Then, the recombinant vector transformed into BL21-pGro7 

bacteria which were able to express chaperon proteins with EL& ES subunits. Followed by 

destructing the bacteria cell wall via ultrasound, the pellet was suspended by PBS solution and 

then the soluble proteins were extracted by the boiling method. Finally, the protein 

electrophoresis by SDS pages 10% showed that the recombinant protein of CsUGT expressed 

correctly in bacteria with 69.5 kDa molecular weight. The results obtained in this project could 

be applied to determine the breeding's strategies to improve qualitative and quantitative 

traits such as color and aroma in saffron. 
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