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 ( 23/04/1399 تاريخ پذيرش: – 12/1398/ 04 )تاريخ دريافت: 

 

 چكیده 

منبع آپوکاروتنوئيدهای با    های اين گياه کلاله ترين ادويه در سطح جهان است.  ارزشمندترين و گران (  .Crocus sativus Lزعفران ) 

در بررسي    مراحل   ترين ها يکي از مهم ترنسکريپتومي و بياني ژن   مطالعات هستند.    ارزشي مانند کروسين، پيکروکروسين و سافرانال 

و    اعتماد قابل های مرجع  ژن   شناسايي مهم در اين گونه مطالعات،    ی ازها ي ن ش ي پ يکي از  هستند.  در گياهان    های ثانويه توليد متابوليت 

ژن نرمال   منظور به پايدار   ساير  بيان  پژوهش سازی  در  است.  گياه    حاضر،  ها  ترنسکريپتوم  از  استفاده  مرجع  عفران  ز با  ژن  هشت 

نتايج  پارامتريك مورد بررسي قرار گرفت.  غير های  روش   با استفاده از ها  ميزان پايداری بيان آن شد، سپس  تعيين توالي  شناسايي و  

را از گياه زعفران    UBQو   Actin ،EF1 ،GAPDH ،H3 ،MDH ،TBP ،UBCمرجع  بي، جداسازی صحيح هشت ژن  يا تکثير و توالي 

بيان ژن   نشان داد.  پايداری  بين    را   ی پايدار بيشترين ميزان  ترتيب  به   UBQو    MDHهای  ژن های مرجع نشان داد که  بررسي ميزان 

در    هشت ژن مرجع در اين پژوهش توالي    بود.   TBP  مربوط به ژن ميزان پايداری    کمترين   و   داشته های مختلف گياه زعفران  بافت 

در اين  های مرجع شناسايي شده  ژن   سنجيده شد. گياه  های مختلف اين  بافت بار در  برای اولين ها  و پايداری بيان آن   جداسازی   زعفران 

 کار برده شوند. مطالعات ترنسکريپتومي گياه زعفران به   ها در سازی بيان ژن های پايدار برای نرمال عنوان ژن توانند به پژوهش مي 

 های مرجع ژن   ،زعفران، ترنسکريپتوم  پايداری بيان ژن، پارامتريك،غيرهای آماره  کلیدی:  واژگان
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و همكاران سهرابی  … شناسایی، تعیین توالی و ارزیابی پایداری بیان هشت ژن مرجع 

 مقدمه 

( گياهي  .Crocus sativus Lزعفران  به چندساله(  متعلق   ،

از  زنبقخانواده   دارويي ارزشمندترجمله  و  گياهان  ين 

 ,.Zeng et al., 2003; Tan et al)شود  يم جهان محسوب  

دليل (2019 به  گياه  اين  بالای  بسيار  اقتصادی  ارزش   .

وجود سه متابوليت مهم شامل کروسين، پيکروکروسين و  

در   گونه  هاکلالهسافرانال  اين  معطر  و  بلند  قرمز،  ی 

 ,Fernández, 2004; Zeng et al., 2003; Rajabi)باشد  يم

et al., 2015)  زعفران از  غذايي   طوربه .  صنايع  در  ويژه 

داروسازی    دهندهطعم  عنوانبه  صنايع  در   ضد  عنوانبه و 

کاهنده تومورضد  ،ضدالتهاب  ،يضدافسردگ  تشنج،  ،

 ;Xie et al., 2019)شود  يمکلسترول و اشتهاآور استفاده  

Sampathu et al., 1984; Ahrazem et al., 2015; 

Kamalipour and Akhondzadeh, 2011) . 

مهم هند  و  ايتاليا  اسپانيا،  يونان،  ايران،  ترين کشورهای 

چه   دنيا،  در  زعفران  از    نظر  ازتوليدکنندگان  چه  و  توليد 

زيرکشت محسوب    ,.Baba et al)شوند  يملحاظ سطح 

2015; Tan et al., 2019)  چندساله بودن، نياز آبي کم و .

انطباق هابرگداشتن   دلايل  جمله  از  ضخيم  و  باريك  ی 

اقليمي خشك و   با شرايط  ايران يمهناين محصول  خشك 

-Behdani and Fallahi, 2015; Azizi)شود  ي ممحسوب  

Zohan et al., 2009; Koocheki et al., 2016) اهميت  .

به   منجر  گياه  اين  بالای  مطالعاتي اقتصادی  يافتن  سوق 

کيفيت   و  کميت  افزايش  برای  راهکار  بهترين  ارائه  جهت 

 اين محصول در ايران و سرتاسر جهان شده است. 

ژنتيکي   کارکردی وبهتحقيقات  ژنوميکس  حوزه  در  يژه 

از   مکانيسم هاجنبهين  ترمهميکي  درک  برای  تحقيقي  ی 

متابوليت يافتن  بيوسنتز  و  ثانويه  برای کارهاراههای  يي 

کيفيت   و  کميت  شود  يممحسوب    هاآنافزايش 

(D'Agostino et al., 2007; Khakpour et al., 2019)  .

 های يمآنزها و  ژن   شناساييراستای  در    ييهاتلاش  هرچند

زعفران صورت بيوسنتز ترکيبات دارويي    دخيل در  کليدی

 ;Tan et al., 2019; Ahrazem et al., 2019)گرفته است  

Ahrazem et al., 2018; Malik and Ashraf, 2017; Jain 

et al., 2016 )  يدی بودن، اندازه  يي نظير تريپلوئ ها چالش ، اما

زعفران    DNAبزرگ ژنوم و وجود توالي تکراری در ساختار 

 های جدی مواجه ساخته اين مطالعات را با محدوديت   نتايج 

 (Brandizzi and Caiola, 1998; Fernández, 2004; Cheng 

et al., 2017; Qian et al., 2019 )  ، تنها  ی طور به تاکنون  که 

-( در مسير بيوسنتز آپو CsULT1يك عامل رونويسي مهم ) 

 ,.Ashraf et al)   کاروتنوئيدها در زعفران شناسايي شده است 

2015; Tan et al., 2019 )  روش   بنابراين،؛ که  توسعه  هايي 

مختلف  های يت ها و جمع اصلاح گونه در  ها آن بتوان از نتايج 

محتوای   افزايش  با هدف  استفاده  يت متابول زعفران  مهم  های 

ضروری   امری  و رود.  ي م شمار  به نمود،  الگو  ميزان    بررسي 

ژن  جمع بيان  در  و  يت ها  با    ی ها بافت ها  گياهي  مختلف 

متنوع   محتوای  هم   متابوليتي  ژن   حليل ت   چنين و  طي    بيان 

ی مطلوب برای  کارها راه از جمله    مراحل مختلف رشد و نمو 

متابوليکي   مسيرهای  بيوسنتز  در  دخيل  عوامل  شناسايي 

 Husaini et al., 2009; Skladnev and) رود  ي م شمار  به 

Johnstone, 2017; Ahrazem et al., 2018 ) . 

  ای يره واکنش زنج مطالعات بيان ژن،    رايج   ی ها در ميان روش 

واقعي در  پليمراز   دق   1زمان  از  برای  روش   ترين يق يکي  ها 

،  بالا   حساسيت  .گردد ي ها محسوب م ژن بيان  ارزيابي تغييرات 

و  بودن  اين    اختصاصي  ديگر    روش سادگي  با  مقايسه  در 

بيان   ی ها روش  نوردرن ژن    بررسي  قبيل  و  از  بلات 

 ,.Gutierrez et al)   قابل مقايسه نيست  سازی در محل رگ دو 

2008; Ebrahimi et al., 2018 )  . با ظهور نسل جديد    زمان هم

چالش NGS)   2يابي ي توال  از  بسياری  سنتي  ها روش های  (  ی 

روش  اين  از  استفاده  و  مرتفع  ترنسکريپتوم  بسيار  تحليل  ها 

شد   اين ( Garg and Jain, 2013) محدود  با  واکنش  .  حال 

Real-time PCR    به دليل دقت و حساسيت بالايش همچنان

وسيعي در مطالعات مولکولي مورد استفاده قرار گرفته    طور به 

محققان   برای  يژه و   طور به و  واکنش  اين  نتايج  از  تائيد  ای 

ی جامع تحليل ترنسکريپتوم از  ها روش حاصل از  اطلاعات  

 ;Ahrazem et al., 2018) کنند  ي م استفاده    RNA-Seqجمله  

Qian et al., 2019; Majdi et al., 2015 )   

 
1- Real-time PCR 

2- Next generation sequencing 
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ی مولکولي با هاروش مانند ساير    Real-time PCRواکنش  

جمله  هاچالش  از  نمونهکردن    برطرفيي  بين  ی  هاتنوع 

نظر از  و  مختلف  آماده  مقدار  آغازين،  مواد  ی  سازکيفيت 

RNA  ،  سنتزcDNA،  کردن    سازیيق رق پيپت  روبرو  و 

.  (Karge et al., 1998; Ebrahimi et al., 2018)باشد  يم

که  ترين  يجرا خطاامروزه  روشي  کنترل  واکنش   برای  در 

Real-time PCR    ممورد قرار  نرمالگيردياستفاده  ی  ساز، 

خانه  RNA  سطوح يا  مرجع  ژن  يك  باشد  يم   1داربا 

 (Bustin, 2000 ) . 

زيادی معرفي و توسط    دار خانه ی  ها ژن در مطالعات مختلف  

ی  دار خانه ی  ها ژن . از جمله  اند گرفته   قرار ي  موردبررس محققان  

توان  ي م   اند گفته گسترده مورد استفاده قرار    طور به که در گياهان  

-18S rRNA  ،EF-1α   (Elongation factor 1  ی ها ژن به  

alpha )  ، يوبي ( ) UBIQUITINکويتين  اکتين   ،)ACTIN  ،) بتا-

 ( و β-TUBULINتيوبولين   )  GAPDH   (Glyceraldehyde-3-

Phosphate Dehydrogenase )    اشاره نمود (Gomez-Gomez 

et al., 2018; Ahrazem et al., 2018; Shahraki et al., 2014; 

Ebrahimi et al., 2018; Kiarash et al., 2018 )  با توجه به  .

  ی ها در بين بافت  بايست ي سطح بيان ژن کنترل داخلي م  که ين ا 

باشد  مختلف و نيز تمامي مراحل رشد يك موجود زنده ثابت  

 ,.Wang et al)  و نيز تحت تأثير تيمارهای آزمايش قرار نگيرد 

2019; Bustin, 2000 ) از آزما رو  ين ا   ،  از    های يش در هر يك 

م  ژن  رفرنس    بايست ي بيان  ژن  چندين  بيان  پايداری  و  ثبات 

ژن رفرنس    ين تر مورد آزمايش و ارزيابي قرار گيرد تا مناسب 

حاصل از بيان ژن هدف انتخاب    ی ها داده   ی ساز منظور نرمال ه ب 

انتخاب يك  .  ( Jain et al., 2006; Jaiswal et al., 2019)   گردد 

کانديد    ی ها ژن با شناسايي    ابتدا   مطلوب،ژن مرجع   و  مرجع 

بررسي  سپس   ژن با  اين  بيان  پايداری  نمونه ميزان  در    ی ها ها 

م   مورد  تعيين  در  ها روش   .گردد ي نظر  شده  استفاده  آماری  ی 

ژن  پايداری  بر  بررسي  مبتني  مرجع،  نظير  ها آماره های  يي 

ضريب   و  هندسي  ميانگين  تغييرات،  ضريب  واريانس، 

 Pfaffl et al., 2004; Vandesompele et) باشند  ي م همبستگي  

al., 2002 ) . 

 
1- Housekeeping gene 

ت لازم برای تعيين  ا ژنوم مرجع و اطلاع   عدم وجود با توجه به  

دار در اين گياه، در مطالعه حاضر برای  خانه   ی ها ژن پايدارترين  

از  اولين  برخي  بيان  پايداری  تعيين  و  شناسايي  ی  ها ژن بار، 

 گياه زعفران مورد بررسي قرار گرفت.   پرکاربرد مرجع  

 ها مواد و روش 

در اين  :  های ترنسكریپتومی سنجی داده کیفیت آوری و  جمع 

پژوهش،   از  مجموعه مرحله  های  خوانش حاوی    ،داده   پنج 

به   کوتاه  برگ،  های  بافت   مربوط  پرچم گلبرگ کورم،  و    ، 

.  ( Jain et al., 2016)   مورد استفاده قرار گرفتند ی زعفران  ه ل کلا 

های  و با شماره   ASPERAاستفاده از ابزار  با    مذکور های  داده 

،  SRR1767298  ،SRR1767299  ،SRR1767300دسترسي  

SRR1767301   و  SRR1767302    پايگاه داده   SRAاز    پايگاه 

NCBI   .شدند اوليه   دريافت  کوتاه خوانش   ی کيفيت    های 

  v.0.11.6  FastQC  افزار نرم با استفاده    ها نمونه   تمامي   موجود در 

گرفت.  قرار  ارزيابي  آداپتور توالي   مورد  و های  همچنين    ی 

توالي  از  حاصل  از    يب ترت به يابي  خطاهای  استفاده  با 

خوانش   RCorrector  و   Cutadapt  افزارهای نرم  کوتاه  از  های 

شدند  .  ( Martin, 2011; Song and Florea, 2015)   حذف 

  50کمتر از    طول های با  توالي ،  های با کيفيت پايين توالي حذف  

با    تيدهای خوانش نشده نوکلئو های با ميزان بالای  توالي باز و  

از  گرفت   v.0.27  Trimmomaticافزار  نرم   استفاده    صورت 

 (Bolger et al., 2014 ) . 

نوپدید  سرهم  از  :  ( De novo assembly) بندی  انجام  پس 

برای  کوتاه  های  خوانش ،  سنجي يفيت ک مراحل   بالا  کيفيت  با 

قرار  استفاده    مورد   زعفران گياه    ترنسکريپتوم نوپديد    ی بند سرهم 

نوپديد  بند سرهم .  گرفتند  با  گياه زعفران  های کوتاه  خوانش ی 

و    CLC Genomics Workbench v.7.5.0  افزار نرم   از استفاده  

اساس  همچنين  افزار  نرم اين  فرض  يش پ پارامترهای    بر  و 

 ,.Grabherr et al)   گرفت   صورت   De Bruijn Graphالگوريتم  

2011; Matvienko 2015 )  . خوانش بند سرهم نوپديد  های  ی 

کانتيگ کوتاه   به  رسيدن  ادامه  تا  و ها  کرد  های  کانتيگ   پيدا 

بسته با  اضافي   از    v.2013.07.27افزاری  نرم   ی استفاده 

EvidentialGene    حذف شدند (Gilbert, 2016 )  .  کميت  ارزيابي

مواردی  با تعيين  ايجاد شده برای گياه زعفران  بندی نوپديد  سرهم 
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طول    مانند  کانتيگ،  کانتيگ،  تر بزرگ تعداد  طول  N50ين   ،

  انجام شد   v.1.0.3  Transrateافزار  توسط نرم و  ها  يگ کانت متوسط  

 (Smith-Unna et al., 2016 ) . 

آغازگرها  طراحی  و  ژن  مرحله،  در  :  شناسایی  تمامي  اين 

ژن توالي  به  مربوط  مرجع های  ،  Actin،  EF1  ،GAPDH  های 

H3  ،MDH  ،TBP  ،UBC    وUBQ    در گياهان خانوادهIridaceae  

  BLASTnسپس، با استفاده از ابزار  از بانك ژن دريافت شدند.  

در     ،CLC Genomics Workbench v.7.5.0  افزار نرم موجود 

  Iridaceaeدر گياهان خانواده    های مرجع مربوط به ژن های  توالي 

برابر   E.value ≤ 0.001با   ايجاد شده سرهم   در  ی  بندی نوپديد 

حاصل از    های توالي قرار گرفتند.    يفي رد هم ، مورد  گياه زعفران 

مرجع    يفي رد هم  ژن  با  جمع جداگانه    صورت به هر  و  آوری 

 CLC Genomicsو    Vector NTI v.11.0  ی افزارها نرم استفاده از  

Workbench v.7.5.0   پايان    شدند.   ی بند سرهم از  پس 

حاصل با استفاده    های و سينگلتون   ها کانتيگ ها،  بندی توالي سرهم 

برای وجود    Vector NTI v.11.0  و   ORF finder  افزارهای نرم از  

ها  کانتيگ چارچوب خوانش باز کامل مورد بررسي قرار گرفتند. 

،  برای هر ژن   دارای چارچوب خوانش باز کامل   های و سينگلتون 

بانك    در برابر ،  NCBIموجود در    BLASTnبا استفاده از ابزار  

مورد   گرفتند   يفي رد هم ژن  های  ژن موفق  جداسازی    و   قرار 

شد.    مرجع  باز  کانتيگ   از تأييد  خوانش  چارچوب  دارای  های 

برای طراحي آغازگر استفاده شد.    مربوط به هر ژن مرجع   کامل 

استفاده  با    برای   آغازگرهای مورد  جداسازی کامل قطعات ژني 

 . ( 1)جدول    طراحي شدند   AlleleID v.7.0استفاده از  

توالی  توده های )کورم بنه ها:  یابی ژن تكثیر و  های محلي  های( 

آباد  ( از مزارع منطقه کمالوند شهر خرم Crocus sativusزعفران ) 

گلدان  در  و  کود  تهيه  خاک،  از  مساوی  نسبت  حاوی  هايي 

شدند.   نگهداری  باز  فضای  در  و  کشت  ماسه  و  حيواني 

مخلوط در    صورت به گ و گل(  بر های هوايي گياه )شامل  بافت 

منهای   فريزر  قرار گرفته و در  مايع  گراد  درجه سانتي   80ازت 

های هوايي  کل از مخلوط بافت   RNAنگهداری شدند. استخراج  

استفا  با  و  بافر  گياه  از  سيناژن صورت    RNX-Plusده  شرکت 

کميت  و  کيفيت  شده   RNA  گرفت.    از   استفاده   با   استخراج 

نانودراپ  و  آگارز  ژل  در  رشته    بررسي   الکتروفورز  شد. 

طبق    کيت   از   استفاده   با    cDNAاول  و  سيناکلون  شرکت 

شد  ساخته  سازنده  شرکت  برای    PCRواکنش    . دستورالعمل 

آنزيم   از  استفاده  با  ژني  قطعات  شرکت    يمراز پل   Taqتکثير 

ثانيه در    30مدت    به   ی ساز واسرشته سيناکلون و با برنامه دمايي،  

به درجه سانتي   95دمای   اتصال  در دمای    يه ثان   30  مدت   گراد، 

)جدول  آغازگر  هر جفت  به  مربوط  به 1 اتصال  و گسترش   )  

چرخه    35طي    گراد،درجه سانتي   72ثانيه در    40دقيقه و   1مدت  

 . انجام شد 
 

 استفاده شده مشخصات آغازگرهای  -1جدول 
Table 1. Primers characteristics used in this study 

 نام

Name 

 (ˈ3-ˈ5) آغازگر توالي

Primer sequence (5ˈ-3ˈ) 

 (C°) اتصالدمای  
Annealing temperature (˚C) 

 اندازه قطعه تکثيری 

Product size (bp) 
Actin-F 5ꞌ-GCCATCTTTGTTTTCCAGGTC-3ꞌ 

57.3 1210 
Actin-R 5ꞌ-GGCTCAACACAATACTTGGG-3ꞌ 

EF1-F 5ꞌ-AGGAGAAGGTTCACATTAGCATAG-3ꞌ 
58 1450 

EF1-R 5ꞌ-AACACAGACAACAGAGCAGAC-3ꞌ 

GAPDH-F 5ꞌ- GGCAAGAAGATCAAGATCGGAATC-3ꞌ 
57.8 1130 

GAPDH-R 5ꞌ- AAAGGAAAGTTGGACAATCCTGTC-3ꞌ 

H3-F 5ꞌ-GCACGAGGTTTCTTGGAG-3ꞌ 
57.2 460 

H3-R 5ꞌ-AGGTATCATTATTCTAGTTAAGCC-3ꞌ 

MDH-F 5ꞌ-TCTCAATTTCTCTCCGTGTCG-3ꞌ 
55.9 1079 

MDH-R 5ꞌ-TTGTGACCTCAAACTTAACTTCC-3ꞌ 

TBP-F 5ꞌ-TTGGTGGAGAAGAATGGCAGATG-3ꞌ 
56.3 812 

TBP-R 5ꞌ-CCTCACACAAGACCGAACAGC-3ꞌ 

UBC-F 5ꞌ-TGCGAAGAAGAGGCTAATG-3ꞌ 
54.1 704 

UBC-R 5ꞌ-TAAATCTGCTTATATCTACCATCC-3ꞌ 

UBQ-F 5ꞌ-TTGCGAACGAGGAAAGTTTTGAGG-3ꞌ 
60.6 1417 

UBQ-R 5ꞌ-GCCACCACGGAGACGAAGC-3ꞌ 
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گراد و  درجه سانتي   95دقيقه در    2سازی اوليه  همچنين واسرشته 

گراد انجام شد. پس  درجه سانتي   72دقيقه در    20گسترش نهايي  

آگارز    پايان از   ژل  روی  محصولات  درصد    يك واکنش، 

اندازه بارگذاری   و  مرحله   . شد تأييد    ها آن ی  شده  بعد،    ی در 

  با استفاده از کيت ژل آگارز برش خورده و    از تکثيری    قطعات 

شرکت   ژل  از    شرکت   دستورالعمل   طبق   سيناکلون استخراج 

برای  شده    ی ساز خالص   قطعات   . شدند   ی ساز خالص   سازنده،

و   شدند  ارسال  جنوبي  کره  بايونير  شرکت  به  توالي  تعيين 

از    دوطرفه صورت  به يابي  توالي  استفاده  با  آغازگرهای  و 

گرفت   اختصاصي  توالي صورت  نتايج  ژن  .  هر    صورت به يابي 

از   استفاده  با  و  بررسي    Vector NTI v.11.0  افزار نرم جداگانه 

توالي   شدند.  شده ها سپس،  جداسازی  ابزار    ی  از  استفاده  با 

BLASTn   توالي در با  موجود  ژن    های  شده بانك    و   مقايسه 

 شد. ها بررسي  جداسازی آن صحت  

بیوانفورماتیكی  توالي :  آنالیزهای  نتايج  بررسي  از  يابي، هر  پس 

 Vector  افزار نرم با استفاده از  خود    چارچوب خوانش باز   ژن در 

NTI v.11.0    پروتئيني    های ي توال ترجمه شد.    ي پروتئين توالي  به

  های موجود در با توالي   BLASTpابزار  ايجاد شده با استفاده از  

ژن   و بانك  آن صحت    مقايسه شده  بررسي  جداسازی    شد. ها 

  هر توالي موجود در  احتمالي   شده محافظت  ی عملکرد   های ين دم 

پروتئيني با   پايگاه  در    Pfamو     Interproscan،CDD  جستجو 

 ,.Marchler-Bauer et al., 2014; Jones et al) مشخص شدند  

2014; Finn et al., 2016 )  .  همچنين و  سلولي  تجمع  محل 

توالي  در  پپتيد  سيگنال  وجود  عدم  يا  با  وجود  پروتئيني  های 

مورد بررسي قرار   SignalP  و   CELLO  افزارهای استفاده از نرم 

 .  ( Jones et al., 2014; Nielsen, 2017)   گرفت 

بررسي ميزان بيان هر    منظور به :  های مرجع بررسی پایداری ژن 

از   مرجع ژن يك  بالای  خوانش   ،های  کيفيت  با  کوتاه  های 

برگ،  های  بافت  کلال گلبرگ کورم،  و  پرچم  زعفران،  ه ،  ی 

با   صورت به  و  از   جداگانه   CLC Genomics  افزار نرم   استفاده 

Workbench v.7.5.0   پس    . يابي شد بر هر توالي ژني مرجع نقشه

نقشه   FPKM   (Fragments per kilo base ofمقادير    ،يابي از 

transcript per million mapped reads  )  هر ژن مرجع در هر

از بافت   استفاده   CLC Genomics Workbench  افزار نرم   با 

v.7.5.0   های مرجع با استفاده از  بررسي پايداری ژن   . محاسبه شد

  پارامتريك غير   های آماره و همچنين با استفاده از    FPKMمقادير  

و هوهن   ناصر  آماره و  روش  روش  ناپارامتريك    های همچنين 

  ( Nassar and Huehn, 1987; Thennarasu, 1995) تنارزو  

در هر دو روش مقادير کمتر آماره حاکي از  صورت گرفت که  

که برگرفته از    SIIGهمچنين از شاخص  .  باشد ي م پايداری بيشتر  

  حل راه   به   شباهت   اساس   بر   بندی اولويت   يا   TOPSISمدل  

انتخاب    بندی نهايي و افزايش کارايي برای رتبه   ،باشد ي م   آل ايده 

 Tzeng and Huang, 2011; Zali et)   های پايدار استفاده شد ژن 

al., 2015 ) . 

 و بحث   نتایج 
پژوهش   در  داده اين  مجموعه  تمام  از  ،  حاصل  يابي  توالي های 

RNA   پرچم برگ کورم،  های  بافت گلبرگ،  گياه    ی کلاله و    ، 

شدند  زعفران   از  و  ادغام  حذف  سنجش  پس  و  کيفيت 

با  کوتاه  خوانش    128320567با کيفيت پايين،    کوتاه   های خوانش 

 (.  2)جدول    ايجاد شد کيفيت بالا  
 

 

 ی داده ترنسکريپتوم زعفران  اطلاعات آماری مجموعه -2جدول 

Table 2. Basic statistics of saffron transcriptome dataset 
 Q30کيفيت بيشتر از    های با درصد خوانش 

Percentage of reads with Q > 30 

 های تميز شده تعداد خوانش 

Clean read counts 
 های خام تعداد خوانش 

Raw read counts 
 ی رشدی مرحله 

Growth stage 
 بافت 

Tissue 
 دسترسي  شماره 

Accession 
number 

 بالغ 38678236 35548718 98.96
Mature 

 کورم 
Corm SRR1767298 

 بالغ 41354788 37140996 96.93
Mature 

 برگ
Leaf SRR1767299 

 بالغ 53541250 47642136 96.95
Mature 

 گلبرگ 
Tepal SRR1767300 

 بالغ 42789692 37977034 97.95
Mature 

 پرچم 
Stamen SRR1767301 

 بالغ 49463790 45362138 98.98
Mature 

 کلاله 
Stigma SRR1767302 
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و همكاران سهرابی  … شناسایی، تعیین توالی و ارزیابی پایداری بیان هشت ژن مرجع 

و   کيفيت  نشان  خوانش پردازش  نتايج سنجش  کوتاه  های 

، در تمامي  Q30های با کيفيت بالاتر از  درصد تواليداد که  

کلاله هانمونه  و  پرچم  گلبرگ،  برگ،  کورم،  گياه ی  ی 

بود  95از    بالاتر  زعفران دهنده  درصد  نشان  امر  اين   یو 

بندی سرهم  های کوتاه وارد شده بهخوانش کيفيت مناسب  

سرهماستترنسکريپتوم   از  خوانش .  کيفيت  های  بندی  با 

توالي  بالا حذف  از  تکراریپس   80245  تعداد  ،های 

شد  فردمنحصربهرونوشت   اضافي کانتيگ  .ايجاد  های 

ايجاد خطا در تجزيه و تحليل ، ها خواهند شدداده   باعث 

نرمرو  اين  از از  مناسب  استفاده  ايجاد برای  افزارهای 

داده  ،فردمنحصربههای  کانتيگ تحليل  نتايج  های  اعتبار 

توالي از  افزايش  قابل   طوربه را    RNAيابي  حاصل  توجهي 

داد   نتايج .  (Ono et al., 2015)خواهد  اساس  بر 

سرهم کيفي  و  کمي  نهاييپارامترهای    N50پارامتر  ،  بندی 

شده سرهمبرای   ايجاد  از    وبود    نوکلئوتيد  1452  بندی 

استمناسبي    نسبتاًکيفيت   و    .برخوردار  کمي  پارامترهای 

ی بهتر از مطالعه  يتوجهقابل ی حاضر به نحو  کيفي مطالعه

به بودند،  مطالعه،  که  طوری اصلي  اين  تعداد در    با 

در بالاتری    N50ميزان    تر،پايين   فردمنحصربههای  کانتيگ

شد. سرهم ايجاد  زعفران  ترنسکريپتوم  نهايي  بندی 

نهايي  سرهم دارای بندی  زعفران  گياه  ترنسکريپتوم 

 45/43  حدود  GCمحتوای  همچنين  و  مگاباز    50/84طول

 (.3)جدول  بوددرصد 

سرهم در  زعفران،  جستجو  گياه  ترنسکريپتوم  نهايي  بندی 

طول کانتيگ با  ، 1344،  651،  1169،  1787،  1392  هايي 

به   1475و    897،  1023 را  ژنباز  برای  های مرجع  ترتيب 

Actin  ،EF1  ،GAPDH  ،H3  ،MDH  ،TBP  ،UBC    و

UBQ   هشت اساس  بر  اختصاصي  آغازگرهای  داد.  نشان 

خوب    .شدند  طراحي  شده  يجادا  يگکانت نسبتاً  کيفيت 

RNA    با زعفران  هوايي  اندام  مخلوط  از  شده  استخراج 

الکتروفورز مورد تأييد قرار گرفت )شکل    -استفاده از ژل  

اختصاصي -1 آغازگرهای  با  تکثير  از  نتايج حاصل  الف(. 

، 460،  1130،  1450،  1210طراحي شده، قطعاتي با طول  

بهجفت  1417و    704،  812،  1079 را  برای  بازی  ترتيب 

،  Actin  ،EF1  ،GAPDH  ،H3  ،MDH  ،TBPهای مرجع  ژن 

UBC   وUBQ    (. 1ب و جدول  -1نشان داد )شکل 

 

 ترنسکريپتوم زعفرانبندی مشخصات کمي و کيفي سرهم -3جدول 
Table 3: Quantitative and qualitative features of created saffron transcriptome assembly 

 ويژگي
Feature 

 مقادير 
Values 

 تعداد رونوشت 
Number of read 

80245.00 

 (نوکلئوتيدترين اندازه رونوشت )کوتاه
The shortest size of transcript (nt) 

206.00 
 (نوکلئوتيدبلندترين اندازه رونوشت )

The longest size of transcript (nt) 
15424.00 

 نوکلئوتيد تعداد 
Number of nucleotides 

84496115.00 
 (نوکلئوتيدميانگين طول )

Average length (nt) 
1052.98 

 نوکلئوتيد 200تعداد رونوشت با طول کمتر از 
Number of transcripts with the length of less than 200 nt 

0.00 
 کيلو نوکلئوتيد  1تعداد رونوشت با طول بيشتر از 

Number of transcripts with the length of more than 1 Knt 
30128.00 

 نوکلئوتيد کيلو 10تعداد رونوشت با طول بيشتر از 
Number of transcripts with the length of more than 10 Knt 

23.00 
 باز خوانش قاب یدارا یها رونوشت تعداد

Transcripts containing ORF 
30433.00 

 خوردها که با قاب خوانش باز پوشش ميميانگين درصدی از طول رونوشت
The average of transcript lengths (%) covered by the ORF 

56.01 
N90 (nt) 450.00 
N70 (nt) 942.00 
N50 (nt) 1452.00 
N30 (nt) 2137.00 
N10 (nt) 3582.00 

%GC 43.46 
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تعيين ژن  نتايج  هر  توسط    طوربهتوالي   افزارنرمجداگانه 

Vector NTI v.11.0   .گرفتند قرار  تحليل  و  تجزيه  مورد 

تمامي  برای  را  مناسبي  توالي  خوانش  بررسي،  اين  نتايج 

دليل طراحي  ژن  به  داد که  بررسي نشان  های مرجع مورد 

خوانش   اين  است.  بوده  استفاده  مورد  آغازگرهای  دقيق 

ويژگي با  مناسب  پيكتوالي  مانند  عدم هايي  مجزا،  های 

نش خوانش  نوکلئوتيدهای  همچنين وجود  و  هرز  و  ده 

خوانش سرهم مناسب  همراه بندی  برگشت  و  رفت  های 

جداسازی،    منظوربه بود.   و  شناسايي  صحت  تأييد 

با  کانتيگ ابتدا  توالي  تعيين  نتايج  از  شده  ايجاد  های 

و  توالي مقايسه  مورد  ژن  بانك  در  موجود   يفيردهمهای 

نتايج   گرفتند.  ابزار    يفي ردهمقرار  با  نوکلئوتيدی 

BLASTn    پايگاه ژن   NCBIدر  که  داد  مرجع  نشان  های 

لپه درصد همساني به گياهان تك  94تا    78گياه زعفران با  

با   دولپه   95تا    77و  گياهان  به  همساني  شباهت   درصد 

ی جداسازی صحيح  دارند. اين ميزان شباهت نشان دهنده

 (.4های مرجع در گياه زعفران است )جدول  اين ژن

ابزار  پ  يفي ردهمنتايج   با  پايگاه    BLASTpروتئيني  در 

NCBI   ژن که  داد  با  نشان  زعفران  گياه  مرجع  تا    80های 

تك  100 گياهان  به  همساني  با    لپهدرصد    100تا    87و 

اين ميزان   دارند.  به گياهان دولپه شباهت  درصد همساني 

ژن  اين  صحيح  جداسازی  بر  ديگری  تأييد  هایشباهت، 

 (. 5مرجع در گياه زعفران است )جدول 

توالي بالای  شده شباهت  ژن های جداسازی  مرجع ی  های 

تك گياهان  ديگر  به  زعفران  گياهان  گياه  همچنين  و  لپه 

ها  شدگي بالای اين ژنی ميزان محافظتدولپه نشان دهنده

های علت نقش های مرجع به در گياهان مختلف است. ژن 

زن موجودات  در  که  ميحياتي  بازی  طول  ده  در  کنند، 

ژن تکامل   ديگر  به  نسبت  را  کمتری  متحمل  تغييرات  ها 

حفظ شده  تغييرات  از  را  خود  توالي  زيادی  حد  تا  و  اند 

.  (Zhang and Li, 2004; Zhang et al., 2015)اند  کرده

کدپروتئين ژن  های  توسط  از Actinهای  شونده  گروهي   ،

رشتهپروتئين شبکههای  يك  ايجاد  با  که  هستند  ، ای 

اسکلت سلولي را در گياهان و ديگر موجودات يوکاريوتي 

مي  به ايجاد  شده  ايجاد  سلولي  اسکلت  اين وسيلهکنند.  ی 

درون  پروتئين انتقالات  و  نقل  تمامي  در  مهمي  نقش  ها، 

اندامك حرکت  حفظ  سلولي،  همچنين  و  سلولي  های 

-Staiger et al., 2013; Paez)کند  تار سلولي بازی ميساخ

Garcia et al., 2018; Hurley, 1996; Pettigrew, 2009) .

آلفاکنندهطويل   عامل يوکاريوتي  ترجمه  ،  ( EF1)  ی 

پروتئين ضروری برای طويل شدن پپتيد در حال ترجمه و  

ادامه سلولهمچنين  تمامي  در  ترجمه  فرآيند  های ی 

 Greganova et al., 2011; Sasikumar)يوکاريوتي است  

et al., 2012) . 
 

 . يك درصد ژل آگارزروی )ب(  PCRو  )الف( RNAمحصولات استخراج الکتروفورز  -1شکل 

Figure 1. The electrophoresis pattern of the RNA extraction (A) and PCR products (B) on a 1% agarose gel . 
M:  1نشانگر مولکوليKbp؛ a1  وa2: RNA  ؛ هااستخراج شده از بافتb8-b1 محصول  :يبترتبه PCR  هایژن Actin ،EF1  ،GAPDH  ،H3  ،

MDH  ،TBP ،UBC  وUBQ . 

M: 1kb DNA Ladder; Column 1a and 2a: RNA extracted from saffron tissues; 1b-8b: Actin, EF1, GAPDH, H3, 

MDH, TBP, UBC and UBQ PCR gene products, respectively. 

 [
 D

O
I:

 1
0.

52
54

7/
pg

r.
7.

1.
8 

] 
 [

 D
O

R
: 2

0.
10

01
.1

.2
38

31
36

7.
13

99
.7

.1
.8

.5
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 p
gr

.lu
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
4-

10
 ]

 

                             7 / 18

http://dx.doi.org/10.52547/pgr.7.1.8
https://dorl.net/dor/20.1001.1.23831367.1399.7.1.8.5
https://pgr.lu.ac.ir/article-1-177-en.html


 

134 

و همكاران سهرابی  … شناسایی، تعیین توالی و ارزیابی پایداری بیان هشت ژن مرجع 

 لپه و دولپههای مرجع زعفران با گياهان تك توالي نوکلئوتيدی ژن  BLASTnنتايج   -4جدول 

Table 4. BLASTn results of saffron reference genes (nucleotide sequence) against nucleotide database of 
monocotyledonous and dicotyledonous plants 

 گياهان دولپه 

Dicotyledonous plants 
 لپه گياهان تك 

Monocotyledons plants  نام ژن 

Gene 
name E-value  درصد پوشش 

Coverage% 
 درصد همساني

Identity% 
 

E-value  درصد پوشش 

Coverage% 
 درصد همساني

Identity% 
0.00 83-80 85-83  0.00 96-73 94-83 Actin 

0.00 75-74 87-85  0.00 75 86-85 EF1 

0.00 87-81 82-80  0.00 89-44 84-80 GAPDH 

e3-146 65-52 89-81  e5-146 65-26 89-81 H3 

0.00 74-56 95-77  0.00 74-17 89-78 MDH 

e9-163 58-17 88-80  0.00 58-30 93-83 TBP 

e7-129 53-50 85-81  e2-142 51-13 92-81 UBC 

0.00 94-76 88-82  0.00 94-76 88-83 UBQ 

 

 لپه و دولپههای مرجع زعفران با گياهان تك توالي پروتئيني ژن BLASTpنتايج   -5جدول 

Table 5. BLASTp results of saffron reference genes (protein sequence) against protein database of 
monocotyledonous and dicotyledonous plants 

 گياهان دولپه 

Dicotyledonous plants 
 ه لپگياهان تك 

Monocotyledons plants  نام ژن 

Gene 
name E-value  درصد پوشش 

Coverage% 
 درصد همساني

Identity% 
 

E-value  درصد پوشش 

Coverage% 
 درصد همساني

Identity% 
0.00 100 98-97  0.00 100 98-96 Actin 

0.00 100 96-94  0.00 100 96-92 EF1 

0.00 100-97 92-87  0.00 100-93 92-85 GAPDH 

e1-94 100-97 100-93  e3-95 100-98 100-93 H3 

0.00 100-99 93-89  0.00 100-53 95-90 MDH 

e2-143 100-97 98-94  e1-142 100-81 98-89 TBP 

e2-107 
100 96-92  e7-107 100-72 96-80 UBC 

0.00 100 100-99  0.00 100 100-84 UBQ 

 

  زمان مدت ،  ( GAPDH)   آنزيم گليسرآلدهيد فسفات دهيدروژناز 

عنوان يك آنزيم کليدی در متابوليسم انرژی  به طولاني است که  

و پيرووات از طريق فرآيند گليکوليز شناخته شده   ATPو توليد 

فسفات  ( Nicholls et al., 2012) است   گليسرآلدهيد   .

نقش  بر  علاوه  نقش های  دهيدروژناز  دارای  های  متابوليکي 

فعال  مانند  نسخه غيرمتابوليکي  آپوپتوز  سازی  شروع  و  برداری 

 ,Zaffagnini et al., 2013; Yang and Zhai)   باشد نيز مي   سلولي 

يکي از پنج هيستون مهم است که در تنظيم    H3. هيستون  ( 2017

سلول  در  کروماتين  دارند  ساختار  نقش  يوکاريوتي  های 

 (Houben et al., 2007; Zheng and Chen, 2011 )  آنزيم  .

، مالات را به اوکسالواستات تبديل  ( MDH)   دهيدروژناز   مالات 

لواستات که توسط اين آنزيم  گزا کند. واکنش تبديل مالات به ا مي 

مانند چرخه شود، مرحله کاتاليز مي  فرآيندهايي  ی  ی کليدی در 

اسيد سيتريك در ماتريکس ميتوکندری و شاتل مالات/آسپارتات  

.  ( Minarik et al., 2002) دهد  در غشاء ميتوکندری را تشکيل مي 

جعبه  به  شونده  متصل  از  TBPيا    TATAی  پروتئين  يکي   ،

برداری عمومي در موجودات يوکاريوت است.  فاکتورهای نسخه 

نسخه  فاکتور  اصلي  زيرواحدهای  از  يکي  پروتئين  برداری  اين 

TFIID   نسخه در  اساسي  نقشي  و  بازی  بوده  کند  مي برداری 

 (Nikolov et al., 1992; Burley, 1996 ) . 

کننده  ادغام  يوبي آنزيم  از  ( UBC)   کوئيتين ی  مرحله  دومين   ،

کوئيتينه شدن را که طي آن يك پروتئين برای تجزيه  واکنش يوبي 

کند. اين  شود را کاتاليز مي گذاری مي پروتئوزوم نشانه   ی يله وس به 

های اضافي و  ی پروتئين آنزيم نقش مهمي را در سيستم تجزيه 
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يافته پروتئين  شکل  تغيير  بازی  های  سلول  در  مضر  کند  مي ی 

 (Scheffner et al., 1995; Hochstrasser, 1996; Komander, 

از  UBQ  کوئيتين . يوبي ( 2009 با    های ين پروتئ ، گروهي  تنظيمي 

های  ها و بافت وزن مولکولي پايين هستند که در تمامي سلول 

يوبي  دارند.  يوکاريوتي وجود  به  کوئيتين موجودات  اتصال  با  ها 

ها به مسير تجزيه پروتئوزومي  ها باعث هدايت آن ديگر پروتئين 

پروتئين مي  اين  مي شوند.  همچنين  به ها  اتصال  با  ديگر    توانند 

ها، جايگاه سلولي، ميزان فعاليت و همچنين برهمکنش  پروتئين 

دهند  ر ها  آن  تغيير   ;Hershko and Ciechanover, 1998) ا 

Komander and Rape, 2012; Swatek and Komander, 

ذکر شد،    های مرجع ژن بيولوژيکي که برای  های  نقش .  ( 2016

ها در حفظ حيات موجودات  اهميت بالای اين ژن   ی دهنده نشان 

است    های مختلف ها در بافت دليلي بر بيان دائمي آن زنده بوده و  

 (Zhang and Li, 2004; Zhang et al., 2015 ) . 

با استفاده از    زعفران گياه    های مرجع ژن های پروتئيني  توالي آناليز  

عدم وجود پپتيد نشانه را در ساختار تمام اين  ،  SignalPابزارهای  

)جدول  ژن  کرد  مشخص  با    (. 6ها  سلولي  تجمع  محل  آناليز 

ابزار   از  را  محل   CELLOاستفاده  مختلفي  سلولي  تجمع  های 

ها  برخي از اين ژن های مرجع گياه زعفران نشان داد.  برای ژن 

هسته و  تنها در هسته، برخي ديگر تنها در سيتوپلاسم، برخي در  

سيتوپلاسم و برخي ديگر در سيتوپلاسم و کلروپلاست تجمع  

روند مشاهده شده برای محل تجمع  (.  6)جدول    کردند پيدا مي 

های  سلولي و همچنين وجود يا عدم وجود سيگنال پپتيد در ژن 

اغلب   نبوده و در  اين گياه  به  تنها مختص  مرجع گياه زعفران 

  در   شناسايي شده   مرجع های  ژن محصولات  گياهان وجود دارد.  

زعفران   به  گياه  است  عمدتاً  ممکن  که  دليل  و    در اين  هسته 

و    سيتوپلاسم  کرده  نشانه  فعاليت  پپتيد  به  نيازی  دارند،  تجمع 

باشند  ها  ژن   اين محصولات  .  ( Agrawal et al., 2010)   نداشته 

ترشحي    يرمعمول غ های  همچنين ممکن است از طريق مکانيسم 

   . ( Nickel and Seedorf, 2008) در سلول منتقل شوند  
شده با استفاده از ابزارهای  های عملکردی محافظت بررسي دمين 

های  های عملکردی موجود در توالي مختلف نشان داد که دمين 

با   مشابه  زعفران  گياه  از  شده  عملکردی  دمين جداسازی  های 

های  های مرجع ساير گياهان هستند. وجود دمين موجود در ژن 

های مرجع گياه زعفران، صحت  عملکردی محافظت شده در ژن 

 (. 7دهد )جدول  ها را نشان مي جداسازی آن 

ژن  بيان  ميزان  بافت بررسي  در  مطالعه  مورد  مرجع  های  های 

کوئيتين بيشترين ميزان  مختلف گياه زعفران نشان داد که ژن يوبي 

ژن  و  در    UBCو    TBP  ،H3های  بيان  را  بيان  ميزان  کمترين 

(. بر  2اند )شکل  های مختلف داشته ها در بافت مقايسه با ساير ژن 

  UBQو    MDHهای  ری، ژن اساس محاسبات آماری ميزان پايدا 

ژن   عنوان به يب  ترت به  بافت پايدارترين  بين  مرجع  های  های 

  مختلف گياه زعفران مشخص شدند. اين محاسبات همچنين ژن 

TBP    مرجع با ميزان پايداری کم مشخص کردند    ژن   عنوان به را

   (. 8و جدول    3)شکل  
 

 

 های مرجع گياه زعفرانهای ژن ويژگي -6جدول 

Table 6. Characteristics of saffron reference genes 
 نام ژن 

Gene name 

  ORF طول
 باز()جفت

ORF size (bp) 

 )اسيد آمينه( نيپروتئ طول

Protein lengths (aa) 
 )اسيد آمينه( نشانه ديپپت تيموقع

Signal peptide position (aa) 

 يسلول  محل تجمع
Protein localization 

Actin 1134 377 ندارد 

Non 

 سيتوپلاسم 
Cytoplasm 

EF1 1344 447 ندارد 

Non 

 توپلاسم يس
Cytoplasm 

GAPDH 1026 341 ندارد 

Non 

 توپلاسم يس
Cytoplasm 

H3 411 136 ندارد 

Non 

 هسته 
Nucleus 

MDH 999 332 ندارد 

Non 

 کلروپلاست  و سيتوپلاسم

Cytoplasm and chloroplasts 

TBP 615 204 ندارد 

Non 

 هسته 

Nucleus 
UBC 459 152 ندارد 

Non 

 هسته 

Nucleus 
UBQ 1374 457 ندارد 

Non 

 هسته و سيتوپلاسم

Nucleus and cytoplasm 
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 FPKMحسب  بر  های مرجع در گياه زعفران ميزان بيان ژن   -2شکل  

Figure 2. Expression level of reference genes in saffron based on FPKM 
 های مختلف محاسبه شده است. خطای استاندارد بر اساس ميزان بيان ژن در بافت 

The error bar indicates standard error. Standard error (SE) is calculated based on the amount of gene expression in different tissues . 
 

 های مرجع زعفرانبندی پايداری ژنپارامترهای محاسبه شده و رتبه  -8جدول 

Table 8. The calculated parameters and stability ranking values of saffron reference genes 
 نام  
 ژن 

Gene 
 name 

 ميانگين 
 کل  

Total 
 average 

 انحراف 
 استاندارد   

Standard  
deviation 

  ضريب 
 تغييرات 

Coefficient of  
variation 

Si(1) Si(2) Si(3) Si(6) NP(1) NP(2) NP(3) NP(4) 

 ميزان پايداری * 
 SIIGبر حسب    

Stability values 
based on SIIG 

 بندی رتبه 
 پايداری   نهايي   

Final ranking 
of stability 

MDH 319.60 13.53 4.23 0.00 0.00 0.00 0.00 1.20 0.25 0.41 0.00 1.00 1 
UBQ 1987.19 164.44 8.27 0.00 0.00 0.00 0.00 1.40 0.50 0.26 0.00 0.98 2 
UBC 96.58 14.43 14.94 0.40 0.20 0.29 0.57 1.80 1.07 0.53 0.14 0.92 3 
H3 82.50 23.47 28.45 0.80 0.50 1.00 1.00 1.20 2.00 0.86 0.40 0.84 4 
EF1 864.85 49.74 5.75 0.60 0.30 0.19 0.38 3.00 0.09 0.46 0.09 0.76 5 

GAPDH 415.92 76.43 18.38 0.00 0.00 0.00 0.00 3.20 0.40 0.56 0.00 0.72 6 
Actin 881.39 176.92 20.07 0.60 0.30 0.18 0.36 3.60 0.20 0.48 0.09 0.67 7 
TBP 44.49 12.32 27.68 0.40 0.20 0.67 1.33 1.60 4.80 1.43 0.33 0.31 8 

)(1Si  : (2)؛  رتبه   اختلاف   ن ي انگ ي مSi  : (3)؛  رتبه   انس ي وارSi :    (6)مجموع مربعات هر رتبه نسبت به ميانگين رتبه؛Si مطلق هر رتبه نسبت به ميانگين رتبه؛  : مجموع قدر
(1)NP  ،(2)NP  ،(3)NP    (4)وNPi آماره های روش تنارزو :   (Thennarasu, 1995 .) 

Si(1): mean rank difference; Si(2): Variance of the ranks; Si(3): The sum of the squares of ranks for each gene 
relative to the mean of ranks; Si(6): Total absolute value of ranks for each gene relative to the mean of ranks; 

NP(1),  NP(2), NP(3) and  NPi(4): Non-parametric stability statistics of Thennarasu )Thennarasu, 1995( method. 
 استفاده شد. SIIGبندی نهايي، از آماره پارمتريك مورد مطالعه در جمع غيرهای وری از تمام روش منظور بهره به*

*In order to benefit from all non-parametric methods in the final ranking, SIIG statistics were used . 

 های جداسازی شده از زعفرانمحافظت شده در ژن های عملکردی دمين  -7جدول 

Table 7. Conserved functional domains of genes isolated from saffron 

 نام ژن 

Gene 
name 

 نام

 دمين عملکردی  

Functional domain  
name 

  ORFروی    محدوده 
 باز()جفت

Position domain 
 on ORF (bp) 

 محدوده روی 

 )اسيد آمينه(   توالي پروتئيني   

Position of domain in  
protein sequences (aa) 

E-value 

Actin NBD_sugar-kinase_HSP70_actin 1131-13 377-5 0.00 
EF1 Elongation factor 1- alpha 1308-1 436-1 0.00 

GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase 1020-10 340-4 0.00 

H3 Histone H3 408-1 136-1 e5.05-90 
MDH Malate dehydrogenase 993-70 331-24 0.00 
TBP TATA-box-binding protein 612-76 204-26 e5.57-141 
UBC Ubiquitin-conjugating enzyme E2 435-19 145-7 e9.44-72 
UBQ ubiquitin-like (Ubl) domain 1374-1 456-1 e1.76-46 
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 های مختلف گياه زعفرانمرجع در بافت های بيان ژن روند   -3شکل 
Figure 3. The expression trend of reference genes in different saffron tissues  

 

های ژن بيان  های مختلفي برای تعيين ميزان پايداری  روش

ساده  دارند.  وجود  روشمرجع  اين   استفادهها  ترين 

پارآماره ماننداهای  استاندارد  متريك  در    است  انحراف  که 

شرايط   بينهای مرجع  ژنبيان  آن ميزان انحراف استاندارد  

بافت  محاسبهو  مختلف  ژن   های  يا  ژن  و  که شده  هايي 

های  عنوان ژن به کمترين ميزان انحراف استاندارد را دارند  

مي گرفته  نظر  در  ازشوند.  پايدار  استفاده  حال،  اين   با 

نيازمند  آماره پارامتريك   نرمال  مانند  ييهافرض شي پهای 

ها فرض پيشاين    کهو در صورتي   ها دارندبودن توزيع داده 

دقت  از  ها  آماره   محاسبات انجام شده با اين  ،محقق نشوند

های داده   .( Sheskin, 2003) بود  نخواهد  برخوردار  مناسبي  

بالا   مقياس  در  دادهترنسکريپتومي  تواليمانند  يابي های 

 ,.Conesa et al)  ، معمولاً توزيع نرمال نداشتهجديدنسل  

2017; Li and Tibshirani, 2013)،   از استفاده  بنابراين 

آن آماره تحليل  و  تجزيه  برای  پارامتريك  توصيه های  ها 

های  آمارههايي بهتر است از  شود. در مورد چنين داده نمي

شغير استفاده  آماره  زيرا  ود پارامتريك  توزيع به  ها  اين 

حساس داده و    ها    آمار   مفروضات  به  مشروطنبوده 

اين   ،بنابراين؛  (Sheskin, 2003)  ستند ين  كيکلاس در 

از   آماره  پژوهش  گروه  های آماره شامل  پارامتريك  غيردو 

مربعات رتبه  انس يوار،  رتبه  اختلاف   نيانگيم مجموع   ،

مجموع  رتبه،  ميانگين  به  نسبت  رتبه  هر  انحرافات 

وقدر رتبه  ميانگين  به  نسبت  رتبه  هر  انحرافات    مطلق 

تنارزوآماره روش  پايداری   منظور به   های  ميزان  سنجش 

  .اند(ها آورده نشده )داده  استفاده شد  های مرجع زعفرانژن 

پايين دهندهآماره  اين  ترمقادير  نشان  بيشتر  ها  پايداری  ی 

 ,Nassar and Huehn, 1987; Thennarasu)باشد  مي

شاخص  .  (1995 از  مدل   SIIGهمچنين  از  برگرفته  که 

TOPSIS  حلراه  به  شباهت  اساس  بر  بندیيتاولو  يا 

کاراييرتبه برای    ،باشديم  آلايده افزايش  و  نهايي    بندی 

ژن  شد  مرجع  هایانتخاب  استفاده   Tzeng and)  پايدار 

Huang, 2011; Zali et al., 2015).  ها و روشاين آماره 

صفات رتبه پايداری  ميزان  تعيين  برای  ابتدا  در  بندی 

در   مختلف مختلف  شرايط  تحت  و  مناطق  در  گياهان 

بهابمحيطي   و  برده شده   داع  وکار  در   اند  مناسبي  کارايي 

داشتهاين مطالعات  به  اند.  گونه  توجه  ماهيت شباهت  با 

اين  پژوهش در  صفات،  پايداری  مطالعات  با   حاضر 

از آماره   پژوهش بار  اولين  پايداری برای  های تعيين ميزان 

در ژن مرجع    8  بيان  منظور تعيين ميزان پايداریبه صفات  

کلالهبافت  و  پرچم  گلبرگ،  برگ،  کورم،  گياه های  ی 

شد استفاده  بيانبندی  رتبه   و  زعفران  پايداری    ميزان 

آمارهاسمح اين  از  استفاده  با  شده  پارامتريك  غيرهای  به 
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با  قابل تفاوت   اساس رتبه توجهي  بر  های  آماره  بندی 

  نشان داد.پارامتريك مرسوم مانند انحراف استاندارد 

داده انبوه  حجم  و امروزه  ترنسکريپتومي  ژنومي،  های 

آن تلفيق  و  جديد، پروتئومي  محاسباتي  ابزارهای  با  ها 

ژن  نقش شناسايي  و  آنها  بيولوژيك  تسهيل  های  را  ها 

سال در  است.  فن نموده  اخير  تواليهای  نسل  آوری  يابي 

داده  جديد، را    اميکس  هایتوليد  گياهان   صورتبهدر 

اغلب قابل  برای  ژنوم مرجع  و  است  داده  افزايش  توجهي 

صورت کامل مستندسازی شده و يا در حال  گياهان مدل به 

. در گياهان ديگر  (Singh et al., 2015)ست  مستندسازی ا

بزرگي  ژنوم  اندازه  که  گياهاني  يا  و  دارويي  گياهان  مانند 

سرهم ايجاد  از  بندیدارند،  استفاده  با  ترنسکريپتومي  های 

ها را ، امکان شناسايي اغلب ژنRNAيابي  آوری تواليفن 

فراهم   شده،  مستندسازی  مرجع  ژنوم  يك  به  نياز  بدون 

 Soltani Howyzeh et al., 2019; Unamba et)کند  مي

al., 2015)  . مجموعه مختلف  موجودات  ای  ترنسکريپتوم 

ژن  از  بين  پيچيده  متفاوتي  بياني  پروفايل  که  است  هايي 

ژنبافت  از  تعدادی  دارند.  مختلف  زمان های  يك  در  ها 

ها بيان شده و برخي ديگر از  خاص تنها در برخي از بافت 

ها ها در همان زمان دارای بيان يکساني در همان بافت ژن 

شرايط يي که دارای بيان نسبتاً يکسان در  هااز ژن  هستند.

نرمال کردن بيان ساير   منظوربههای مختلف هستند  يا بافت 

پايدارترين  ها استفاده ميژن  ها ژن شود. شناسايي و تعيين 

روش از  استفاده  ميبا  صورت  مختلفي  که های  گيرد 

با اين .  استکمي    PCRاستفاده از    هاروش  آن  ترينعمده

اين روش   کم،  دارای محدوديتحال،  مانند سرعت  هايي 

ی بالا و محدود بودن به چند ژن اندک بوده و قادر  هزينه

موجودات  ترنسکريپتوم  مانند  وسيع  سطح  در  که  نيست 

کن محاسباتي  روش  .دعمل  و روش های  سريع  هايي 

کهمي  ينههزکم از    باشند  استفاده  دقت  مي  هاآنبا  با  توان 

در   و  زياد  های  ژن  پايدارترين  ،کمتری  زمانمدتنسبتاً 

تشخيص  وجودات زنده  مرجع را در سطح ترنسکريپتوم م

 سازی بيان مورد استفاده قرار داد. و برای نرمالداده 

ژن  پژوهش،  اين  نتايج  اساس  و    MDH،  UBQهای  بر 

UBC  ژنب مطالعات هترين  در  استفاده  برای  مرجع  های 

ميزعفران  ترنسکريپتومي   مي  شوندپيشنهاد  با و  توانند 

بالايي   نسبتاً  در  داده   یسازنرمال  منظوربهدقت  بياني  های 

علت  از طرفي، به چنين مطالعاتي مورد استفاده قرار گيرند.  

ژن   از  استفاده  پايين،  بسيار  پايداری  برای   TBPميزان 

 شود. توصيه نميها در زعفران  سازی بيان ژن نرمال
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Abstract 
Saffron (Crocus sativus L.) is the most valuable and expensive spice in the world. The stigmas of 

saffron are the source of valuable apocarotenoids such as crocin, picrocrocin, and safranal. 

Transcriptomic and expression studies of genes are important steps in investigating of secondary 

metabolites in plants. One of the important prerequisites for such studies is identification of reliable 

and stable reference genes to normalize the expression of other genes. In the present study, eight 

reference genes were identified and isolated using transcriptome of saffron and their expression 

stability was evaluated by non-parametric statistic methods. The results of amplification and 

sequencing showed accurate identification of eight reference genes Actin, EF1, GAPDH, H3, MDH, 

TBP, UBC, and UBQ. The expression stability evaluation revealed that MDH and UBQ genes had the 

highest stability among different saffron tissues and TBP had the lowest stability among them. In this 

study, eight reference genes were isolated and their expression stability was evaluated from different 

tissue types of saffron, for the first time. The reference genes identified in the present study can be 

used as stable genes to normalize gene expression in transcriptomic and expression studies of saffron 

plant.  

Keywords: Non-parametric statistics, Gene expression stability, Transcriptome, Saffron, Reference genes 
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