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Abstract 

Apocarotenoid compounds cause various communication functions in plants. Apocarotenoids result from the 

enzymatic cleavage of carotenoids catalyzed by carotenoid dioxygenases (CCD). The CCD4 family is the largest 

family of plant CCDs. In this research, genomic DNA was extracted from fresh leaves of wild saffron Crocus 

haussknechtii BOISS and used as a template for amplifying CCD4a and CCD4b genes in PCR reaction. PCR 

products were sequenced after purification. Then, the gene sequence was compared with the saffron gene available 

in the gene bank and a phylogenetic tree related to their sequence was drawn. In addition, the amino acids of 

proteins were compared, and the spatial structure of the protein of these two genes was drawn. The results showed 

that the number of nucleotides in CCD4a gene is equal to 2402 and in CCD4b gene is 2373 kb. The dendrogram 

related to the sequence of the CCD4a gene showed that the species were divided into five separate groups based 

on the similarity in the sequence of nucleic acids, and the highest similarity was related to the CCD4a gene of 

Iranian agricultural saffron with a rate of 99.82. In addition, the dendrogram diagram for the CCD4b gene was 

divided into three groups, with the lowest distance between this gene and the genes of saffron species. By defining 

the exon regions, the protein sequence of CCD4a and CCD4b genes was determined, and their number of amino 

acids was equal to 577 and 567, respectively. The findings of this research can provide valuable information 

regarding the behavior and reaction of CCD4a and CCD4b enzymes in the synthesis of C. haussknechtii 

apocarotenoids. They can be used in gene transfer programs from wild saffron to saffron be a useful crop. 
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   مقاله پژوهشی

 یدر زعفران وحشCCD4b و CCD4a دو ژن یتوال يينو تع يجداساز

(Crocus haussknechtii) 
 

 4یلا محمدیسه و 4، نوشین فلاحی2,3، حسن فیضی*1زهرا طهماسبی
 6045شهريور  5تاريخ دريافت: 

 6045دی  9تاريخ بازنگری: 
 6045بهمن  27 تاريخ پذيرش:

 

ی در زعفران وحش    CCD4b و CCD4a دو ژن یتوال يينو تع یجداس   از. 6045طهماس   بی، ز.، فيض   ی، ح.، فلاحی، ن،. محمدی، س. 

(Crocus haussknechtii،زراعت و فناوری زعفران .) 076-091(: 0)62. 
 

 چكيده

ش   وند. آپوكاروتنوئيدها نتيجه برش آنزيمی كاروتنوئيدها موجب می تركيبات آپوكاروتنوئيدی عملكردهای ارتباطی متنوعی را در گياهان

های گياهی است. در اين  CCDبزرگترين خانواده CCD4 خانواده .شوندكاتاليز می (CCD) اكسيژنازهای كاروتنوئيدیهستند كه توسط دی

شی تازه هایبرگ ژنومی از DNAوهش پژ ستخراج Crocus haussknechtii BOISS  زعفران وح جهت تكثير دو ژن  الگو عنوان به و ا

CCD4a  وCCD4b  در واكنشPCR  صولات شد. مح ستفاده  سپس توالی ژنپس از تخليص توالی PCRا شدند.  ها با ژن زعفران يابی 

ا و هها ترسيم گشت. همچنين مقايسه اسيدهای آمينه پروتئينخت فيلوژنتيكی مربوط به توالی آنزراعی موجود در بانک ژن مقايسه شد و در

 CCD4bو در ژن  2042برابر با  CCD4aترسيم ساختار فضايی پروتئين اين دو ژن انجام پذيرفت. نتايج نشان دادكه تعداد نوكلئوتيد در ژن 

 گروه9 به اسيدهای نوكلئيک ترتيب در شباهت براساس هاگونه كه داد نشان  CCD4aن ژ توالی به مربوط كيلو باز است. دندروگرام 2575

سيم مجزا شباهت مربوط به ژن تق شترين  بود. همچنين نمودار دندروگرام   55/ 92زعفران زراعی ايرانی و به ميزان   CCD4aشدند كه بي

های زعفران بود. با مشخص شدن نواحی اگزونی، های گونهبا ژن بندی شد كه كمترين فاصله اين ژنبه سه گروه تقسيم CCD4bبرای ژن 

ه    ای اي    ن بود. يافته 917و  977تعيين شد كه تعداد اسيدهای آمينه آنها به ترتيب برابر با  CCD4bو  CCD4aهای توالی پروتئينی ژن

در مس   ير س   نتز  CCD4b و  CCD4a هایتوان   د اطلاع   ات ب   ا ارزش   ی در رابط   ه ب   ا رفت   ار و واك   نش آن   زيمتحقي   ق م   ی

مفيد  زراعیزعفران  انتقال ژن از زعفران وحش   ی بههای تواند در برنامهمی همچنينفراهم كند و  C. haussknechtiiآپوكاروتنوئيدهای 

 .باشد

 .دندروگرام ،: آپوكاروتنوئيدها، بانک ژن، پروتئينكلمات كليدي
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 مقدمه

گياهی ( 6 ش  كل) (.Crocus sativus L) ن زراعیزعفرا

گلدار از خانواده زنبقيان است كه در مناطق مختلف آسيا، آفريقا و 

كشت اين گياه از (. Bukhari et al., 2018)شود اروپا كشت می

ست وزمان شته ا كلاله اين گياه يكی  های قديم در ايران رواج دا

يه با ارزشاز گرانترين ادو هان دارويی اس   ت ها و  يا ترين گ

(Izadpanah et al., 2014 .) 

سم  با  Crocus haussknechtii Boissگياه زعفران جو قا

 يا زعفران زاگرس JoeQāsem(، زعفران Pēēshūkkنام محلی )

شكل  ست (6) شتر در كوه ا شمال كه بي های زاگرس در ايران، 

كند. اين گياه خوراكی و خودرو در عراق و جنوب اردن رش   د می

)كرمانش  اه، ايلام، لرس  تان و همدان( در  های غربی ايراناس  تان

(. Mosaviniya et al., 2019) باشدفصل بهار قابل برداشت می

يد زعفران زراعی  ياهی تريپلوئ ندازه  (2n = 3x = 24)گ با ا و 

( ولی Pandita, D., 2021) اس    ت = Gbp 09/51C ژنوم

 اطلاعات ژنتيكی برای گونه وحشی در منابع محدود است.

 

  
 ((Crocus haussknechtii Boissزعفران جو قاسم -الف

.(Najari et al., 2016) 
 (.Crocus sativus L) ن زراعیزعفرا-ب

https://en.wikipedia.org/wiki/Crocus_sativus  
 از زعفران زراعی و وحشی عكس -1شكل 

Figure 1- Photos of cultivated and wild saffron.  
 

تجزيه و تحليل فيتوش   يميايی وجود چندين تركيب فرار و 

لاوه ع اين گياهرا تاييد كرده است.  زعفرانهای غيرفرار در كلاله

، B2و  B1هايی مانند ها، قند و ويتامينبر مواد معدنی، پروتئين

ين، ی شامل كروساصلكاروتنوئيدی دارای چهار ماده فعال زيستی 

(. Al-Snafi., 2016كروستين، پيكروكروسين و سافرانال است )

سته از رنگدانهكاروتنوئيدها بزرگ سترين د تند های ايزوپرنوئيد ه

گانيس   م كه توس   ط همه های فتوس   نتزی و بس   ياری از ار

سم سنتزميكروارگاني سنتزی   Moise et) شوندمی های غير فتو

al., 2014; Rodriguez-Concepcion et al., 2018 .) بدن

اين  نقشانس   ان قادر به س   نتز كاروتنوئيد نيس   ت اما به دليل 

سنتز ويتامين  سيدانی،  نيزو  Aرنگدانه آنها در  صيت آنتی اك خا

 تركيبات اين(. Zheng et al., 2020) ها به آن نياز داردانس  ان

ها ها و ميوههای زرد، نارنجی و قرمز در گلبا ايجاد رنگ آبگريز

افش  انی و عامل جذب حش  رات هس  تند و به اين وس  يله گرده

https://en.wikipedia.org/wiki/Crocus_sativus
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كنند و همچنين برای پراكندگی بذر در گياهان را تس   هيل می

 محافظت دس   تگاه فتوس   نتزی گياه و حفاظت آنها در مقابل

 ;Ahrazem et al., 2016) باشنداكسيداسيون نور ضروری می

Hashimoto et al., 2016; Yuan et al., 2015). مچنين ه

كاروتنوئيدها به فرآيندهای اكس  يداس  يون حس  اس هس  تند و با 

های دوگانه خود به آپوكاروتنوئيدها تبديل میش   كس   تن پيوند

ها، مواد فرار، تنظيم كنندهش  وند. آپوكاروتنوئيدها ش  امل رنگدانه

 ;Hou et al., 2016) ش   ودها میهای رش   د و فيتوهورمون

Moreno et al., 2021; Wang et al., 2019.) 

كروس  ين و كروس  تين تركيبات آپوكاروتنوئيدی هس  تند كه 

نگ زرد زعفران می عث ر يل با به دل ند. طعم زعفران  ش   و

به  كه بو و عطر خاص آن نيز  حالی  پيروكروس   ين اس   ت در 

سبت داده می از  (.El Midaoui et al., 2022) شودسافرانال ن

ی، ، ض  د التهابتوان به آنتی اكس  يدانیخواص دارويی زعفران می

شاره  ضطراب ا شار خون ضد ا ضد ديابتی و ضد ف سرطانی،  ضد 

شده كه كروسين موجود در كلاله زعفران در  كرد همچنين ثابت 

 Cerdá-Bernad et) كاهش علائم بيماری آلزايمر مؤثر اس  ت

al., 2022; Ghahghaei et al., 2013; Tiribuzi et al., 

 یهاميآنز توسط عموماً اهانيگ در ديآپوكاروتنوئ ليتشك (.2017

ها به دو ميآنز نيشود. ایم زيكاتال یديكاروتنوئ یژنازهاياكس ید

 ميتقس  CCD یديكاروتنوئ یژنازهاياكس یو د NCEDsگروه  

اكس  ييژنازها  كاروتنوئيد (.Anaeigoudari, 2022) ش  وندیم

(CCD) قش ها نهايی هس  تند كه در بيوس  نتز كاروتنوئيدآنزيم

 اند كه شاملها شناسايی شده  CCDتا كنون پنج دسته ازدارند. 

CCD1 ، CCD2 ،CCD4 ، CCD7 و CCD8  ستند. تفاوت ه

باش   د. می هاآنها در نوع پيش ماده و جايگاه فعاليت اين آنزيم

 ، CsCCD1اكس   يژنازهايی مانند كنون محققين كاروتنوئيدتا

CsCCD2 ، CsCCD4a و CsCCD4b را در زعفران شناسايی

 ,.Ahrazem et al., 2016; Rubio et al) اندو جداسازی كرده

 كار آنها و در پلاس   تيد وجود دارند CCD4های آنزيم (.2008

نه  گا های دو ند در  'C9'-C10 و  C9-C10ش   كس   تن پيو

شكيل  سطه ت سيله وا ست آنها به اين و كاروتنوئيدهای حلقوی ا

ه ند دوگانه بها بر اس  اس پيواين آنزيم ش  وند.های فرار میكتون

-Mi & Alش  وند )تقس  يم می CCD4bو  CCD4aدو گروه 

Babili, 2019  .) 

ترين های ژنتيكی در حوزه ژنوميكس يكی از مهمپژوهش

ای ههای تحقيقاتی برای درك مكانس  يم بيوس  نتز متابوليتجنبه

يه  هاآن كيفيت و كميت افزايش یبرا كاریراه يافتن و ثانو

(. ت  اكنون Khakpour et al., 2019ش   ود )می محس   وب

مؤثر در  یهايمها و آنزژن يیجهت ش   ناس   ا يادیز یهاتلاش

ست آپوكارتنوئيدها در يوسنتزب  Yue et) زعفران صورت گرفته ا

al., 2020; Luo et al.,  2023; Eshaghi & 

Rashidi-Monfared, 2024;)یمانند تريپلوئيد ی، اما مشكلات 

در ژنوم  یتكرار یه  اتوالی دوجو و ژنوم ان  دازه بزرگ بودن،

ست مطالعات ينا يجزعفران نتا شكل مواجه كرده ا  Tan) را با م

et al., 2019; Ahrazem et al., 2019; Qian et al., 2019; 

Ahrazem et al., 2018; Cheng et al., 2017 .) اطلاعات در

ران ها در زعفهای درگير در مس  ير بيوس  نتر آپوكارتنوئيدمورد ژن

 در منابع بررسی شده وجود ندارد. وحشی

تركيبات كارتنوئيدی در اين  و زعفران گياه اهميت با توجه با

 عنوان به CCD4bو  CCD4aهای ژن نقش همچنينگياه و 

روند بيوسنتز كارتنوئيدها و عدم وجود اطلاعات در  در كليدی ژن

سی و مطالعه بر مورد گونه شی زعفران در بانک ژن برر های وح

رس   د. هدف از انجام اين ها ض   روری به نظر میين ژنروی ا

 روابط بررس  ی و هاژن اين جداس  ازی پژوهش ش  ناس  ايی و

های اص  لاحی در روند به منظور تس  هيل روش آن فيلوژنتيكی

 كارتنوئيد در زعفران بود.افزايش 
 

 هامواد و روش

 مواد گیاهی

شی در اين پژوهش  شده از گياه زعفران وح پياز جمع آوری 
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پلاس  تيكی های در گلدان ،كشبعد از ض  د عفونی ش  دن با قارچ

متر( پر ش  ده با پرليت س  انتی 24متر و ارتفاع س  انتی 69)قطر 

شگاه ايلام با  شاورزی دان شكده ك شدند و در گلخانه دان شت  ك

سانتيگراد، رطوبت  24تا  69شرايط دمايی  صد و در  14درجه  در

شنايی  61فتوپريود  شدندساعت تار 9ساعت رو  يک نگهداری 

(Molina et al., 2005). عد از رش   د برگ ياه های جوان ب گ

 جمع آوری شد. جهت انجام مطالعات مولكولیزعفران 

 

 ژنومی DNAاستخراج 

های جوان در نيتروژن مايع آوری و انجماد برگپس از جمع 

 Beiki)ه تيافتغييرCTAB  از دو روش DNA، جهت استخراج 

et al., 2011) يت اس   تخراج و كDNA  ش   ركتBiotech 

Rabbit  .و حض  ور بررس  ی برایكش  ور آلمان اس  تفاده ش  د 

يابی همچنين گاه DNAكميت و كيفيت  ارز نانودراپ  ازدس   ت

درص   د  يک آگارز ژل و  BOECO N-1C, Germanyمدل

 گشت.  استفاده

 PCRآغازگر و شناسايی ژن با  طراحی

مناس  ب و  طراحی آغازگر ژن، ش  ناس  ايی در مرحله اولين 

ستفاده ست. جهت طراح PCRدر واكنش  هاآن از ا آغازگر از  یا

  و MK618660.1يرانی با ش  ماره دس  ترس  ی زعفران ا یتوال

MK618659.1 سا شد. در ابتدا  NCBI يتموجود در  ستفاده  ا

و  ها يک جفت پرايمر طراحیژنيک  از جهت ش   ناس   ايی هر 

 (.6انجام شد )جدول  PCRواكنش 

 

 PCR واكنش دمايی نامهبر -1 جدول

Table 1- PCR program temperature 
 زمان 

Time (sec) 

 دما
Temperature (°C) 

 مرحله

Step 
 

300 96 
 واسرشته سازی اوليه

Initial denaturation 
 

45 96 
سازیواسرشته  

Denaturation  

 

 چرخه 59
35 Cycle 

45 60 
 اتصال

Annealing 

165 72 
 گسترش

Extension 

420 72 
 گسترش نهايی

Final extension 
 

 

  CCD4a و CCD4b تكثير دو ژن در استفاده مورد آغازگرهاي -2 جدول

Table 2- The primers used in the amplification of CCD4b and CCD4a genes 

 نام آغازگر

Primer name 

 توالی

Sequence 

F CCD4a1 5’-ATGGATTATCGGTTGTCATCCTCCT-3’ 

R CCD4a1 5’-CTACCCTTCAGTACAATGAC-3’ 

F CCD4a2 5’-CTCGTCTTCTTCTTCCGGGTC-3’ 

R CCD4a2 5’-AGACGGCATAGTGTTCGGTGAT-3’ 

F CCD4a3 5’-GTACTCCCGTTACGACTG-3’ 

R CCD4a3 5’-CTACTGCTGTGACAGCAGCTCAG-3’ 

F CCD4b1 5’-ATGGAGTATCGGTTGTCATCCTCCC-3’ 

R CCD4b1 5’-AGCCTACCAGTTGTCCGT-3’ 

F CCD4b2 5’-GTCTTCTTCTTCCGGTTCTTG-3’ 

R CCD4b2 5’-CGGTGATCGCAAAGTCGTG-3’ 

F CCD4b3 5’-ACGTACTCCCATTACGACC-3’ 

R CCD4b3 5’-CTACTGCTGTGACAGCAGCTCAG-3’ 
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 PCRبرنامه دمايی واكنش  -3جدول 

Table 3- PCR program temperature 
 زمان 

Time (sec) 

 دما

Temperature (°C) 
 مرحله

Step 
 

240 95 
 واسرشته سازی اوليه

Initial denaturation 
 

30 95 
سازیواسرشته  

Denaturation  

 

 چرخه 59
35 Cycle 

 

20 
 دمای اتصال مطابق با برای هر ژن

For each gene according to the annealing temperature 

 اتصال
Annealing 

 

45 72 
 گسترش

Extension 

240 72 
 ترش نهايیگس

Final extension 
 

 

 ها و جهتنبعد از شناسايی ژن، به دليل بزرگ بودن اندازه ژ

 یهر ژن س  ه جفت آغازگر طراح یبرا یتوال يينس  هولت در تع

 استفاده با یقطعات ژن يرتكث یبراPCR . واكنش (2)جدول  شد

شور دانمارك،  Ampliqonشركت  يدتول Taq يمآنز از  DNAك

  ,BioRad شركت PCR دستگاه و الگو به عنوان شده استخراج

   .(5)جدول  شد انجام يكاكشور آمر

 يک آگارز ژل روی PCR محصولات واكنش، انجام از پس

 اندازه، تأييد از پس ييد ش  د.أباندها ت اندازه و بارگذاری درص  د

آگارز برش  ژل از CCD4b و  CCD4a باندهای قطعات دو ژن

شركت زيست فناوران  كيت استخراج از ژلخورده و با استفاده از 

س  ازی ش  ده و در نهايت به ص  ورت دو طرفه توس  ط رنا خالص

 يابی شدند. سوئيس توالیكشور  Microsynthشركت 

 

 فیلوژنتیک تحلیل و تجزیهآنالیزهای بیوانفورماتیکی و

 استفاده با جداگانه و قطعه  به طور هر يابی برایتوالی نتايج 

 شد بندیسرهم  CLC Genomics Workbench نرم افزار از

پايگاه  BLAST ابزار از اس  تفاده يابی باتوالی نتايج و ص  حت

سه توالی سازیهمرديف شد. تأييد NCBI نوكلئوتيدی ها و مقاي

                                                                                                                                                                                                 
6- Boot strap 

ه  ا در ب  ا توالی اين ژن CCD4bو  CCD4aه  ای ژنتوالی 

سط ابزار نرم افزار  پذيرفت.  انجام MEGA11زعفران ايرانی، تو

يک روابط بررس   ی منظور به ياه ژن،  بين اين دو فيلوژنت در گ

 س  ازیهمرديف ها، ابتدازعفران وحش  ی با س  اير ارقام و گونه

ستفاده ازتوالی انجام شد و سپس جهت   ClustalWروش ها با ا

خت ترس   يم  روشو  MEGA11از نرم افزار  فيلوژنتيكی در

Neighbour joining استفاده گشت (Tamura et al., 2013 .)

 شده، ترسيم درخت تكرارپذيری و صحت بررسی جهت همچنين

ش د و در نهايت  اس تفاده تكرار 6444 با 6اس ترپ آزمون بوت از

س  اختار فض  ايی پروتئين و ميزان اس  يدهای آمينه در هر دو ژن 

 يابی شده، تعيين شد.توالی

 

 بحث و نتايج

سب از كيفيت و كميت با ژنومی DNAستخراج ا ت الزاما منا

 گياه بافت از  DNAاس  ت. اس  تخراج مولكولی يک پژوهش

به علت حض   ور تابوليت زعفران  ثانويه،كروبوهيدرات، م  های 

شكلاتی با هاپروتئين و فنلی تركيبات ها،تانن زيرا  .ستا روبرو م

در اين پژوهش  گذارند.می منفی اثر  DNAكيفيت اين مواد بر
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DNA ش اس  تخراج ش  ده به روش كيت نس  بت به روCTAB 

 تعيين برای(. 2 بهتری داش  ت )ش  كل كيفيتتغيير داده ش  ده 

ستخراج DNAكيفيت، خلوص  كميت،  ميكروليتر 1شده  ابتدا  ا

 و الكتروفورز آگارز يک درص  د تخليه ژل چاهک از آن در درون

بر  دليلی الكتروفورزی، رخ نيم در باند تک شد. وجود انجام افقی

سب  ستخراج DNAكيفيت منا شكل  ودشده ب ا . در ادامه با (2)

ستگاه نانو داراپ ميزان جذب ستفاده از د  هایموج طول در نور ا

 جذب ميزان آمده دست به شد. نسبت قرائت نانومتر 294 و 214

 نس   ب  ت اين ك  ه بود 9/6-2بين  موج دو طول اين در نور

شان ستخراج  DNAبالای كيفيت دهندهن ست. شده ا همچنين  ا

 DNA ميكروليتر بر نانو گرم 744 غلظتدهنده آناليزها نش  ان

 بود. 

 

  
 به روش كيت درصد يک آگارز ژل روي بر زعفران وحشی از DNA تهيه - 2 شكل

Figure 2- Preparation of DNA from wild saffron on 1% agarose gel by the Kit method.  
 

 
 CCD4a:  ژن 3و لاين  CCD4b: ژن  2سايز ماركر لاين  1لاين :. CCD4b  و CCD4aدو ژن  PCR از پس الكتروفورز ژل –3شكل 

Figure 3- Gel electrophoresis after PCR of CCD4a and CCD4b genes. Line 1: size marker, line 2: CCD4b gene and line 3: 

CCD4a gene. 
 

مامیيكی از مهمترين بخش عات های ت  هایروش و مطال

صی كه شخي ست PCR پايه  بر ت شد. بامی آغازگر طراحی ،ا  با

سيار وتلاش وجود  روی اخير هایسال در كه تحقيقاتی های ب

صورت طراحی ست، هنوز گرفته آغازگرها   مؤثر عوامل تمامی ا

 & Littاس  ت ) نش  ده نظر، ش  ناخته محص  ول مورد تكثير در

Irish., 2003.) سيت و كارايی سا  به به ميزان زيادی PCR ح
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اص  لی طراحی آغازگرها، كه دارد چرا بس  تگی اآغازگره كارايی

 مانع است و ضعف در طراحی آغازگر، PCRموفقيت  عامل ترين

نتايج  .(SU et al., 2000)ش   ود می PCRص   حيح  انجام از

و  CCD4aكه دو ژن  داد نش   ان PCRالكتروفورز محص   ول

CCD4b ياه  2044تا   2544طول تقريبی  به باز در گ كيلو 

ست. در اين مطالعه به دست ا شده تكثير خوبی به زعفران وحشی

صل از  صی حا صا روی ژل آگارز بيانگر  PCRآمدن تک باند اخت

مناس  ب )به  PCRطراحی و عملكرد ص  حيح آغازگرها و برنامه 

 (. 5)شكل  خصوص دمای اتصال( بود

های حاص  ل از آن مش  خص يابی و تحليل دادهپس از توالی

در زعفران وحشی به  CCD4bو  CCD4aهای طول ژنشد كه 

ست 2575و  2042ترتيب برابر با  ست توالی .كيلو باز ا های به د

ستفاده از نرم افزار   مورد بازنگری قرار گرفت Chromasآمده با ا

(Lopez & Bonasora, 2017)  های ناليز هت آ و س   پس ج

بيوانفورماتيكی از نتايج حاص  ل از توالی نمونه ها اس  تفاده ش  د. 

 ميزان دقت دهندهيابی نش  انحاص  ل از توالی هایگراف كيفيت

های بود جهت بررسی شاخص يابی در اين پژوهشتوالی تعيين در

 اس   تفاده ش   د MEGA, BLASTژنتيكی در اين پژوهش از 

 (. 0 )شكل

های موجود در و مقايسه آن با توالیبررسی توالی اين دو ژن 

دارای در زعفران زراعی نش  ان داد كه هر دو ژن  NCBIس  ايت 

يب اگزون  با ترت كه اين  -اينترون –س   ه قطعه  ند  اگزون بود

ضوع با نتايج پژوهش حبيب زاده و همكاران  Habibzadeh) مو

et al., 2020 .روش ها، بههمرديف كردن توالی( مطابقت داد 

 را نوكلئوتيدها دقيق موقعيت های بيولوژيكی،توالی كردن مرتب

شابه مشخص هایمكان در شابه هایمكان كند.می م  دو بين م

س  اختاری يا  عملكردی، ارتباط نش  انگر تواندتوالی می چند يا

شد هابين توالی تكاملی  جد يک دارای هاآن همه كهبه طوری با

  .(Shahraki et al., 2020) باشند مشترك
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: ژن NCBI 1هاي زعفران ايرانی موجود در سايت يابی شده با توالیتوالی CCD4bو  CCD4aی ژن هاي همرديف از حاصلنتايج  – 4 شكل

CCD4a  موجود در سايتNCBI 2 ژن :CCD4a  ژن  :3توالی يابی شدهCCD4b  موجود در سايتNCBI 2 ژن :CCD4b توالی يابی شده 

Figure 4- The results of alignment of sequenced CCD4a and CCD4b genes with Iranian saffron sequences available on NCBI 

website 1: CCD4a gene available on NCBI website 2: CCD4a gene sequenced 3: CCD4b gene available on NCBI website 2: 

CCD4b gene sequenced. 
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تعداد زيادی از ارقام زعفران را  DNA توالیدر پژوهش   ی 

ستند دو ژن برر را از گياه  CCD4bو  CCD4aسی كردند و توان

جداسازی كنند.  PCRهای مبتنی بر زعفران و با استفاده از روش

را  CCD4های مختلفی از ها اظهار داش   تند كه تا كنون آللآن

 توالی س  ه CCD4aاند. به طوری كه در  ژن ش  ناس  ايی كرده

 توالی اينترون اينترون، كپی با يک حاوی ش  امل كپی متفاوت

آنها همچنين دادند.  گزارش اينترون را فاقد كپی و ش  ده كوتاه

يک اينترون  CCD4bهای ژن كه در تمامی كپی اعلام كردند

 (.Ahrazem et al., 2016ديده شده است )

عه های كلئوتيدی ژنوتوالی ن ش   باهت ميزان در اين مطال

CCD4a  وCCD4b  اختبا ساير هم سدر گياه زعفران وحشی

 های مش  ابه آن در های آن مقايس  ه گرديد. به اين منظور توالی

شد و درخت فيلوژنتيكی آن  NCBI يتسا شد. دريافت  سم  ر

 كه داد نش  ان  CCD4aژن  توالی به مربوط دندروگرام نمودار

سيدهای نوكلئيک ترتيب در شباهت براساس هاگونه  گروه9 به ا

در اين   CCD4aكه توالی ژن جداش  ده  ش  دند تقس  يم مجزا

صله را با كد سی تحقيق كمترين فا ستر ، EU523663.1های د

EU523662.1 ،MK618659.1 ،MK618660.1 ،

AJ489276.1 ،    OM936972.1 شت شباهت  ودا شترين  بي

زعفران زراعی ايرانی ب  ا ش   م  اره   CCD4aمربوط ب  ه ژن

بود بيش  ترين  55/ 92به ميزان و    EU523663.1دس  ترس  ی

 Elaeis guineensis ،Setaria هایگونهط به فاص  له نيز مربو

viridis ،Setaria italica ،Phalaenopsis equestris  ب  ود

 (. 9 )شكل

ندروگرام برای ژن  در زعفران  CCD4bهمچنين نمودار د

صله در اين ژن  سه گروه مجزا تقسيم شد. كمترين فا وحشی به 

و های زعفران بود س  اير گونه CCD4bو  CCD4aهای  با ژن

نه  به دو گو هت نيز مربوط  با  Phalaenopsisكمترين ش   

equestris  وElaeis guineensis   با س   ه كد دس   ترس   ی

AJ489277.1 ،XM010912320.3  و  XM020737004.1 

 (. 1 بودند )شكل

 

 
 انتخاب شده هايساير توالی  مورد مطالعه و CCD4aتوالی ژن  به مربوط وگرامردند نمودار -5 شكل

Figure 5- Dendrogram diagram related to the studied CCD4a gene sequence and other selected sequences. 
 



 2441، زمستان 4، شماره 21جلد نشریه زراعت و فناوری زعفران،       332

 
 انتخاب شده هايمورد مطالعه و ساير توالی CCD4bژ ن  به مربوط دندروگرام نمودار - 6شكل 

Figure 6- Dendrogram diagram related to the studied CCD4b gene and other selected sequences. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
: ژن NCBI 1هاي زعفران ايرانی موجود در سايت با اسيد آمينه CCD4bو  CCD4aهاي ژن هاي همرديفی  اسيد آمينه از حاصلنتايج  -7 شكل

CCD4a  موجود در سايتNCBI 2 ژن :CCD4a ژن  :3يابی شده توالیCCD4b  موجود در سايتNCBI 2 ژن :CCD4b يابی شدهالیتو 
Figure 7- The results of the alignment of the amino acids of CCD4a and CCD4b genes with amino acids of Iranian saffron 

available on the NCBI website 1: CCD4a gene available on the NCBI website 2: CCD4a gene sequenced 3: CCD4b gene 

available on the NCBI website 2: gene Sequenced CCD4b. 
 

ها در هر دو ژن نش  ان داد كه اگزون ترجمه از حاص  ل نتايج

آمينه اس   يد 977برابر با  CCD4aطول پروتئين حاص   ل از ژن 

قدار برای ژن  با  CCD4bاس   ت و اين م بود.  917نيز برابر 

 ه  ایه  ای توالیپروتئين ب  ه مربوط توالی همرديفیهمچنين 

  Clustal W روش از و   MEGAافزار نرم توسط شده نتخابا

 نوع در جهش كه داد نشان ها(. بررسی7 صورت پذيرفت )شكل

 5 ش  ماره نوكلئوتيد به مربوط هاموقعيت بيش  تر در نوكلئوتيدها

 كدونی ترجيح تنها نوكلئوتيد ش  دن عوض با واقع باش  د، درمی
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 اند. همچنينمانده تغيير بدون همچنان اس  يدآمينه و تغييركرده

 تغيير با هاموقعيت از بعض  ی در كه دهنده آن بودنتايج نش  ان

 وجود آمده به جهش واقع در و است كرده تغيير نيز كد نوكلئوتيد

 است. بوده مؤثر

اس   اس ترس   يم س   اختار س   ه بعدی يک پروتئين بر پايه 

ساختار تا حدود زيادی خواص مدل ست و اين  سازی همولوژی ا

 های متفاوت شكلكند. بخشپروتئين را مشخص میعملكردی 

كننده كاربرد و عملكرد ويژه پروتئين اس  ت و هر فض  ايی تعيين

باعث اختلال در عملكرد آن ها مینوع تغيير در اين بخش ند  توا

 (.Yousefi Javan, 2017) شود

هت  تار بررس   ی ج  CCDA4a ژن پروتئينی دو س   اخ

سط هاژن اين ترجمه  CCD4bو  با و شبكه تحت افزار نرم تو

 در موجود  SWISS- MODELس  ازیروش مدل از اس  تفاده

مورد  ژن بعدی سه ساختار و گرفت انجام EXPASY سايت

صل هایبررسی (.9 شكل) شد سازیشبيه نظر -X روش از حا

RAY 2.6 Å سايت سه اين دو ژن دارای پروتئين كه داد نشان 

 .شدبامی BEZ و CO ، PITهانام با ليگاندی

ای ش   كل و ها يک بخش پروانهCCDدر پروتئين خانواده 

يک لكه آبگريز كه توسط دو مارپيچ آلفا تشكيل شده است وجود 

ست كه آنزيم بايد به غشا  دارد. وجود بخش آبگريز به اين دليل ا

سلولی متصل شود تا به اين وسيله به سوبسترای خود دسترسی 

 (. Wang et al., 2019پيدا كند )

 

 گيرييجهنت

توان د اطلاع ات ب ا ارزش ی در ه ای اي ن تحقي ق م یيافته

در CCD4b و  CCD4a هایرابط ه ب ا رفت ار و واك نش آن زيم

.  فراهم كند C.haussknechtiiمس ير س نتز آپوكاروتنوئيدهای 

ته ياف نهدر   هاهمچنين اين  عه روابط فيلوژنيكی گو طال ای هم

ستف گيرد. از آنجائيكه اطلاعات اده قرار میمختلف زعفران مورد ا

 های وحشی زعفرانمحدودی در زمينه بيوشيمی و مولكولی گونه

عات بيش   تر می طال به  در ايران وجود دارد. م ند  مهتوا نا  هایبر

مفيد  زراعیزعفران  انتقال ژن از زعفران وحش  ی به اص  لاحی و

 .باشد

 

 قدردانی

اتی اجرا ش   ده به اين مقاله مس   تخرج از نتايج طرح تحقيق

از محل اعتبارات پژوهش   كده زعفران  629992ش   ماره قرارداد 

 باشدحيدريه می دانشگاه تربت

  
 a :CCDA4a b: CCD4b. ساختار فضايی پروتئين -8 شكل

Figure 8- Spatial structure of protein. a: CCDA4a b: CCD4b. 
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