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 چکیده
 .ددگرمحسوب میراهبردی به عنوان یک محصول در کشور زعفران  باشد بر همین اساسمیننده زعفران جهان ایران بزرگترین تولیدک

های شیمیایی ژن تجزیه و تحلیلاز آنجا که متابولیسم آپوکاروتنوئیدها عامل ارزش اقتصادی در گیاه زعفران است، لذا جداسازی و 

در این در بیوسنتز آپوکاروتنوئیدها،  CsCCD1اهمیت ژن  باتوجه به. استای برخوردار از اهمیت ویژهدرگیر در متابولیسم کاروتنوئیدها 

 همچنین .این ژن پرداخته شدشیمیایی  وی های فیزیکویژگیر شناخت بیشتر از ساختار ژنومی زعفران ایران، به بررسی ونظبه متحقیق 

بینی پتانسیل ساختاری آن مورد پیش مطالعهافزارهای بیوانفورماتیکی با هدف توسط سرورها و نرم CsCCD1روابط فیلوژنتیکی آنزیم 

، Protparam ،SOPMAابزارهای  سرورها و توسط CsCCD1شیمیایی و فیزیولوژی پروتئین  وی های فیزیکویژگیقرار گرفت. 

ProtScale ،Pfam ،ProtComp ،SignalP ،TMHMM ،TargetP  وChloroP  با استفاده از سرور همچنین . شدندبررسی

Swiss-Model بعدی پروتئین ساختار سهCCD1  بعدی، ساختاری مدل ترسیم شده سهو جهت اعتبار سنجی  قرار گرفتبررسی مورد

ای، پروتئین ساختار اسید آمینه لحاظپلات راماچاندران ترسیم گردید. نتایج تجزیه و تحلیل درخت فیلوژنتیکی نشان داد که از 

CsCCD1  بیشترین قرابت را باCaCCD ساختار پروتئین  تجزیه و تحلیل. نتایج داشتCsCCD1 نما حاکی از فقدان وجود توالی راه

و پایدار در  کاروتنوئیداکسیژنازها، آنزیمی از خانواده CsCCD1نتایج نشان داد که پروتئین  ،و بطور کلی و منطقه تراغشایی در آن بود

زمینه را برای مطالعات عملکردی  CsCCD1های بیوانفورماتیکی انجام شده بر روی پروتئین تجزیه و تحلیلشرایط آزمایشگاهی است. 
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 مقدمه

هستند که از  یآبگریزو  متنوع یکاروتنوئیدها ترکیبات

 Ahrazem etاند )بسیاری از موجودات زنده جداسازی شده

al., 2016ز حال، بیوسنتز آنها به گیاهان و برخی ا(. با این

های رنگ در گیاهانگردد. ها محدود میها و قارچباکتری

واسطه تجمع ه ها بها و میوهزرد، نارنجی و قرمز گل

این  باشد. درهای آنها میکاروتنوئیدها در کروموپلاست

افشان و ها، کاروتنوئیدها به عنوان جاذب حشرات گردهبافت

 ,.Ahrazem et alکنند )عوامل پراکندگی بذر عمل می

نه  ،کاروتنوئیدهاای بخش و تغذیه سلامتیخاصیت (. 2016

حیوانات و انسان نیز مفید  بلکه برای ،تنها برای گیاهان

این مهم  نقش(. Fraser and Bramley, 2004باشند )می

در خصوص  مطالعهانسان و حیوانات، سلامتی برای ترکیبات 

ساخته است  جذابمتابولیسم کاروتنوئیدها را بسیار 

(Gomez-Gomez et al., 2010.) 
 1واسطه برش اکسیداتیویهترکیبات مهمی که ب

ه شناختشوند به نام آپوکاروتنوئیدها کاروتنوئیدها سنتز می

در گیاهان  .(Gomez-Gomez et al., 2010شوند )می

برش اکسیداتیوی کاروتنوئیدها منجر به آزاد شدن تعدادی 

های حیاتی از که نقششود از ترکیبات آپوکاروتنوئیدی می

رنگدانه، فتوسنتز، محافظت در برابر نور و تولید جمله 

دارای همچنین  ،باشندرا دارا میهای سیگنالی مولکول

 ,.Ahrazem et al) نیز هستند دیگری های متنوععملکرد

2015 .) 

، 3و کروستین 2برخی از آپوکاروتنوئیدها، همانند بیکسین

باشند. کروستین اقتصادی می های گیاهی با ارزشرنگدانه

های و دیگر جنس( .Crocus sativus L) زعفرانتوسط 

Buddleja(Liao et al., 1999 ،)  مانند خویشاوند آن

Jacquinia angustifolia  (Eugester et al., 1969،) 

Coleus forskolii (Tandon et al., 1979 و )

Gardenia jasminoides (Pfister et al., 1996 ) سنتز

در ، ولی ((Gomez-Gomez et al., 2010د شومی

آپوکاروتنوئیدهای کروسین  تجمع ،هاهیچکدام از این جنس

)بیش از که در کلاله زعفران  هآنچ به میزانکروستین  و

 باشدنمی ،استگزارش شده درصد وزن خشک آن(  هشت

(Hosseinpour azad et al., 2016). 

                                                 
1- Oxidative Cleavage 

2- Bixin 

3- Crocetin 

 نوعتجمع سه اصلی زعفران به دلیل  خصوصیات

آپوکاروتنوئید شامل کروسین، پیکروکروسین و سافرانال 

رنگ قرمز، طعم تلخ و  عامل ایجادباشد که به ترتیب می

 .(Demurtas et al., 2018) ندباشمی در کلاله عطر آن
دهد در کلاله زعفران، مطالعات صورت گرفته نشان می

زیزانتین  ایکاروتن -های بتامادهاز پیشتواند میکروستین 

های (. این مولکولRubio et al., 2009) شودتولید 

از  کاروتنوئیدی بواسطه واکنش برشی که توسط تعدادی

گیرد، تشکیل ها صورت می4CCD خانواده یهاآنزیم

(. تاکنون، انواع مختلفی Giuliano et al., 2003شوند )می

ی و های کاروتنوئید اکسیژناز در گیاهان شناسایاز آنزیم

 اند. اولین ژن شناسایی شده از خانوادهبندی شدهطبقه

CCD514، ژن هاVp  ذرت بود که در تشکیل اسیدآبسسیک

به عنوان  6NCEDنقش دارد و در حال حاضر تحت عنوان 

شوند. بندی میها طبقهCCDیک کلاس از خانواده بزرگ 

((Gomez-Gomez et al., 2010  علاوه برNCED ،

CCDشامل  دستهن به پنج ها در گیاهاCCD1 ،CCD2 ،

CCD4 ،CCD7  وCCD8 شوند بندی میطبقه

(Ahrazem et al., 2016) و جایگاه ماده نوع پیش که در

 ,.Rubio-Moraga et alبا هم تفاوت دارند )فعالیت 

شامل  CCD نوع، چهار در کلاله زعفران(. 2014

CsCCD1 ،CsCCD2 ،CsCCD4a  وCsCCD4b 

 (. Rubio et al., 2008) اندشناسایی شده

محلی ، کندفعالیت می در سیتوزول CsCCD1 آنزیم

که ، در حالینقش دارددر برش آپوکاروتنوئیدها  که احتمالاً

 در پلاستیدها، جایگاه CsCCD4و  CsCCD2های آنزیم

 (.Ahrazem et al., 2010ها، قرار دارند )مادهپیش حضور

1CCD 2+تنها به  باشد کهمی 7آنزیمی فاقد همFe  به

عنوان کوفاکتور نیاز دارد و از اکسیژن برای برش متقارن 

و  10,9های های کاروتنوئیدی در جایگاهمادهپیشانواع 

و باعث تولید آلدهیدها یا دی  کندمیاستفاده  9' ,10'

 (. Vogel et al., 2008شود )ها میآلدهیدها و کتون

از جمله های مختلف گیاهی از جنس CCD1آنزیم 

 ,.Ibdah et al) طالبی(، Mathieu et al., 2005انگور )

                                                 
4- Carotenoid Cleavage Dioxygenases  

5- VIVIPAROUS14 

6- 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenas 

7- Heme 
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2006 ،)Crocus (Bouvier et al., 2003) مرکبات ،

(Kato et al., 2006 )  و قهوه (Simkin et al., 2008 )

های دهندهطعم عاملکه مشخص شده جداسازی شده و 

عوامل ایجاد  در گوجه فرنگی CCD1کند. فرار را ایجاد می

را  3نیونو -و بتا 2ن، سودویونو1ناستوشامل گرانیل طعم

در فعالیت این آنزیم (. Ibdah et al., 2006کند )تولید می

یدی مورد ئکاروتنو مادهپیشبا چندین  ZmCCD1ذرت 

 CCD1بررسی قرار گرفته و نشان داده شد که 

 9و  10های کاروتنوئیدهای خطی و حلقوی را در جایگاه

اده و تولید آپوکاروتنوئیدهای فرار ( برش د9' و 10')

 (. Vogel et al., 2008نماید )می

رای تلاشی بتاکنون ، فراوان انجام شدهمطالعات رغم علی

به صورت  CCD1های تولید شده توسط گیری فرآوردهاندازه

یط چنین مطالعاتی در محانجام کمی انجام نشده است، زیرا 

In vitro  بسیار دشوار است(Vogel et al., 2008). لذا 

که منجر به تولید  هاییمادهپیشها و آنزیمشناسایی 

د، برای درک متابولیسم نشومی ترکیبات آپوکاروتنوئیدی

کاروتنوئید و نقش بیولوژیکی محصولات آپوکاروتنوئیدی 

 .(Vogel et al., 2008)ضروری است 

، کلالهارزش بودن ترکیبات  در زعفران به علت با

های ، شناخت ژن(اروتنوئیدی و آپوکاروتنوئیدیترکیبات ک)

کاروتنوئیدها یکی از  تولیدکننده در مسیر شرکت

مهم در این گیاه است که با روشن شدن این  هایاولویت

توان ابتکار عمل در بهبود کمی و کیفی محصول را مسیر می

 در دست گرفت.

 ،تکثیردر این پژوهش در اولین گام، بدین منظور 

 و سپس زعفران ایران CCD1ژن شناسایی  و سازیهمسانه

تجزیه و تحلیل ردان این ژن، دسترسی به توالی رمزگ

فیلوژنتیک آنها و مشخص کردن عملکرد، ساختار دوم و 

ی های بیوانفورماتیکتجزیه و تحلیلو بررسی  سوم پروتئین

از بخشی  مذکور در راستای تعیین مشخصات پروتئین

 .گرفت قراراهداف این تحقیق 

 

 هامواد و روش

  ژنومی DNAاستخراج 

                                                 
1- Geranylacetone 

2- Pseudo ionone 

3- β-ionone 

از مزرعه  پیاز و برگ زعفرانهای نمونهآوری جمعپس از 

انجماد و  تحقیقاتی مؤسسه پژوهشی علوم و صنایع غذایی

تغییر  CTABبه روش ژنومی  DNAمایع،  نیتروژندر آنها 

با استفاده از ( استخراج و Beiki et al., 2011یافته )

و ژل آگارز یک ( BOECO N-1C, Germanyنانودراپ )

مورد بررسی استخراج شده  DNAدرصد کمیت و کیفیت 

 CCD1های ژنی منظور شناسایی توالیبه قرار گرفت.

و  DNAهای نوکلئوتیدی زعفران، اطلاعات مربوط به توالی

mRNA 4از بانک ژن استخراج  این ژنNCBI  و با استفاده

الذکر فوق آغازگر برای ژن Oligo version 7.60افزار از نرم

 (. 1 )جدولشد طراحی 

شامل  5(PCRای پلیمراز )با واکنش زنجیره 1CCD ژن

چرخه دمایی شامل  10، گرادسانتی درجه 94دقیقه  چهار

 درجه 53ثانیه  30، گرادسانتی درجه 94ثانیه  20

دقیقه  چهاردرجه افزایش در هر چرخه(،  5/0) گرادسانتی

 20چرخه دمایی شامل  25و  گرادسانتیدرجه  72 در دمای

، گرادسانتیدرجه  58ثانیه  30، گرادسانتیدرجه  94ثانیه 

دقیقه بسط نهایی  چهارو  گرادسانتیدرجه  72دقیقه  چهار

با  cDNAژنومی و  DNAاز ، گرادسانتیدرجه  72در 

 Pfuهای آغازگرهای طراحی شده با استفاده از ترکیب آنزیم

polymerase و Taq polymerase  تکثیر و تمامی

 GeNet Bioبا استفاده از کیت  PCR محصولات حاصل از

از ژل آگارز بر اساس دستورالعمل شرکت سازنده، 

 (.1)شکل  سازی شدخالص

 ان زعفران ایر CCD1یابی ژن سازی و توالیهمسانه

 pTG19-T PCR cloning vectorبا استفاده از کیت 

(Vivantis ،alaysiaMو آنزیم ) DNA Ligase 4T

(Thermo Fisher Scientific ،USAواکنش ) های اتصال

 pTG19-Tسازی به داخل ناقل همسانه PCRمحصول 

با استفاده از  CCD1انجام شد، سپس پلاسمید محتوی ژن 

به باکتری ( Maniatis et al., 1995روش شوک حرارتی )

ل منتق 109JM ه( سویEscherichia coli) E. coliمستعد 

حاوی  gara-BL6های تراریخت در محیط سلول شد.

( گزینش شدند. دو mlg.50 μ-1سیلین )بیوتیک آمپیآنتی

 BamH Iبرشی و هضم آنزیمی با آنزیم ColonyPCRروش 

(Jena Bioscience ،Germany جهت تأیید ورود ژن )

                                                 
4- www.ncbi.nih.gov/genbank 

5- Polymerase Chain Reaction 

6- Luria-Bertani 
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یت مورد نظر به باکتری انجام و پس از تایید، با استفاده از ک

ایران( پلاسمیدها از -)پیشگامان انتقال ژن TPGاستخراج 

سازی جهت پس از خالص. های مختلف جداسازی شدکلون

و همچنین  13Mیابی با آغازگرهای یونیورسال توالی

آغازگرهای اختصاصی به شرکت ماکروژن کره جنوبی 

(Korea, Macrogen.ارسال شدند ) 

 

 CsCCD1 در بررسی ژن. آغازگرهای مورد استفاده 1 جدول
Table 1. Primers used for CsCCD1 gene analysis 

 ژن
Gene 

 آغازگر
Primer 

 توالی
Sequence 

CCD1 
F1 5’- ATG GGA GAA GTA GCG AAG GAG GAA -3’ 

R1 5’- TCA TAC GTC GGT TTG CTG CCA CT-3’ 

 

 
 (4و  1های )لاین cDNA( و 2ژنومی )لاین  DNAشده از  جفت بازی تکثیر 1641 قطعه، PCRژل الکتروفورز پس از  .1شکل 

Fig. 1. Electrophoresis gel of PCR reaction, 1641 bp fragment amplified from genomic DNA (line 2) and 

cDNA (lines 1, 4)

 

  cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

RNA  استخراجکل با استفاده از کیت RNA(™  AccuZol

xtraction Solution from BioneerTotal RNA E، 

USA) گردید. سنتز  استخراج از کلاله زعفرانcDNA،  پس

کیت سنتز از با استفاده ، DNaseبا آنزیم  DNAاز حذف 

cDNA (MuLV-M TMRevertAID( )Thermo Fisher 

Scientific ،USA بر اساس دستورالعمل شرکت سازنده )

 صورت گرفت. 

 

 یبررسی توالی نوکلئوتید

بررسی، اصلاح و حذف آلودگی ناقل از نتایج پس از 

یابی قطعه مورد نظر توسط شرکت ماکروژن کره توالی

 Chromas version 2.6.2افزار نرمبا استفاده از و جنوبی 

های مشابه از پایگاه داده . به منظور یافتن توالیصورت گرفت

NCBIبرنامه ، N BLAST همچنین توالی استفاده شد .

به وسیله  CCD1 نوکلئوتیدی ژند آمینه با ترجمه توالیاسی

بدست  Expassyافزارهای ترجمه داده پایگاه مولکولی نرم

. برای بررسی (Artimo et al., 2012)( 2)شکل  آمد

شامل وزن  CCD1 شیمیایی پروتئین وی های فیزیکویژگی

-، شاخص آلیفاتیک، شاخص پایداری و نیمه1pIمولکولی، 

 ,.Protparam (Gasteiger et alافزار از نرمتئین عمر پرو

شونده از بیان دوم پروتئین بینی ساختارپیش، (2005

SOPMA (Combet et al., 2000،) بینی توالی پیش

 ,.Pfam (El-Gebali et alافزار حفاظت شده با نرم

افزار (، شناسایی جایگاه درون سلولی از نرم2019

ProtCompآبدوستی بر اساس روش  -ی، الگوی آبگریز

 افزار( از نرمKyte & Doolittle, 1982کیت و دولیتل )

ProtScale (Gasteiger et al., 2005)،  وجود

 SignalP 5.0 افزارپپتیدی در پروتئین از نرم هایسیگنال

                                                 
1- Isoelectric Point 
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(Almagro Armenteros et al., 2019) ناحیه تراغشایی ،

افزار رماز ن  CCD1پروتئینگیری مرتبط با و جهت

TMHMM (Krogh et al., 2001) و برای بررسی هدف-

 استفاده ChloroPو  TargetPهای پروتئین از بانک گیری

 SWISS-MODELشد. با استفاده از پایگاه اطلاعاتی 

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

Guex et al., 2009)  انجام سازی به روش مدلینگ مدلنیز

بعدی با استفاده از پلات راماچاندران فیت مدل سهکیو شد

(Bertoni et al., 2017)  قرار گرفت. بررسی مورد 

 
MGEVAKEEVEERRSIVAVNPQPSKGLVSSAVDLIEKAVVYLFHDKSKPCHYLSGNFAPVVDETPPCP

DLPVRGHLPECLNGEFVRVGPNPKFMPVAGYHWFDGDGMIHGMRIKDGKATYVSRYVKTSRLKQ

EEYFEGPKFMKIGDLKGFFGLFMVQMQLLRAKLKVIDVSYGVGTGNTALIYHHGKLLALSEADKPY

VVKVLEDGDLQTLGLLDYDKRLSHSFTAHPKVDPFTDEMFAFGYAHTPPYVTYRVISKDGVMRDP

VPITIPASVMMHDFAITENYSIFMDLPLYFQPKEMVKGGKLIFSFDATKKARFGVLPRYAKDDSLIR

WFELPNCFIFHNANAWEEGDEVVLITCRLENPDLDMVNGAVKEKLENFKNELYEMRFNMKTGAAS

QKQLSVSAVDFPRINESYTTRKQRYVYGTILDNITKVKGIIKFDLHAEPEAGKKKLEVGGNVQGIFDL

GPGRYGSEAVFVPRERGIKSEEDDGYLIFFVHDENTGKSEVNVIDAKTMSAEPVAVVELPNRVPYGF

HAFFVNEEQLQWQQTDV 

 زعفران CCD1توالی اسید آمینه  .2شکل 
Fig. 2. Saffron CCD1 amino acid sequence 

 

 CsCCD1 های فیلوژنتیکیبررسی ویژگی

برای ایجاد یک درخت فیلوژنتیکی، سه مرحله اساسی 

و ه اسیدهای آمینیا  DNAهای همردیف کردن توالیشامل، 

ای هتبدیل داده ،ایهای مقایسهآوردن داده به دست

یاز مورد ن و ارزیابی صحت درخت بازسازی شده،ای مقایسه

 باشند. می

 Megaافزار ها با نرمتوالیسازی همردیف، مطالعهدر این 

6 (Tamura et al., 2013 ) روش اتصال انجام و بر اساس

جاد درخت تکاملی است، های رایج ایکه یکی از روش 1مجاور

با استفاده از  . همچنینرسم گردیدی کیلوژنتیدرخت ف

 سنجشکه یک روش ساده برای  Bootstrapآزمون 

 Nassajها در درون یک درخت است )پایداری نسبی گروه

Hoseini & Shamsbakhsh, 2010 ،)با ها صحت درخت

  مورد ارزیابی قرار گرفت.   1000تکرارپذیری 

 

 و بحث نتایج

 یابی سازی و توالیتکثیر، همسانه

ه به روی تکثیر شد CCD1 هیابی قطعلیاز تواحاصل نتایج 

DNA  ژنومی وcDNA  داد که این ژن فاقد اینترون نشان

 546هایی به طول ن، پروتئینبوده و با رونویسی و ترجمه آ

 شود. تشکیل می اسید آمینه

 هانتایج بیوانفورماتیکی ساختار پروتئین

                                                 
1 - Neighbor- joining method  

پروتئین تجزیه و تحلیل بیوانفورماتیکی اسیدهای آمینه 

CsCCD1  باProtParam ن داد که نقطه ایزو نشا

و وزن مولکولی آن  9/5( pIاین پروتئین )ی الکتریک تئور

 88/29آن شاخص ناپایداری کیلودالتون است.  7/61حدود 

توالی  Nمحاسبه شد. با توجه به وجود متیونین در انتهای 

 30عمر برآورد شده در شرایط آزمایشگاه اسیدآمینه، نیمه

به ترتیب بیش از  اشرشیاکولیمخمر و باکتری  ساعت، در

ساعت برآورد گردید. شاخص آلیفاتیک پروتئین  10و  20

CsCCD1، 34/88  بود که این مقدار شاخص آلیفاتیک یک

فاکتور مثبت افزایش پایداری ساختار کروی پروتئین در 

 ,.Mirhoseini et alگردد )برابر حرارت محسوب می

آمینه بار  اسید 75 یدهای آمینه،(. از مجموع کل اس2016

آمینه بار مثبت  اسید 65( و آسپارتات و گلوتاماتمنفی )

بگریزی آ -دوستیرند. میانگین نسبی آبدا یزین()آرژنین+ ل

(2GRAVY پروتئین )1CCDCs  بدست آمد و  -276/0نیز

 .آن بودآمینه  ترین اسیددرصد فراوان 5/9 والین با

ها و دی پروتئینپتیهای پبینی سیگنالپیشجهت 

درصد  87با صحت   SignalPافزاراز نرم، مناطق برش

(Bendtsen et al., 2004 ) .نتیجه حاصل استفاده شد

فاقد کدهای انتقال به  ،که این پروتئینمشخص کرد 

از آنجا که  (.a3)شکل  پلاستید در توالی پپتیدی خود است

اده استفاده ماز کاروتنوئیدها به عنوان پیش CCDهای آنزیم

                                                 
2 - Grand Average of hydropathicity 
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ها آبدوستی این آنزیم -کنند، تعیین مشخصات آبگریزیمی

-الگوی آبگریزیباشد. و خاصیت تراغشایی آنها مهم می

، کمترین CsCCD1پپتیدی آبدوستی برای زنجیره پلی

 گلوتاماتبرای اسید آمینه  10( در موقعیت -611/2امتیاز )

(Eو بیشترین مقادیر آب )در  آلانینه برای اسید آمین گریزی

 (. b3ل ( بدست آمد )شک911/1)با امتیاز  30موقعیت 

 

 

 
 -الگوی آبگریزی: SignalP bافزار نرمبررسی با نتایج  :CsCCD1 .a های پپتیدی در پروتئینبررسی سیگنال .3شکل 

 CsCCD1 آبدوستی پروتئین

Fig. 3. Peptide signaling in CsCCD1 proteins. a: Results of SignalP software for peptide signaling 

characterization, b: Hydrophobic-hydrophilic pattern of CsCCS1 protein  
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شده پروتئین،  توالی حفاظتجهت تعیین   Pfamسرور

شده پروتئین، در بین  الگوی حفاظت که مشخص نمود

که این توالی در خانواده  باشدمی 56تا  534توالی 

  .(4)شکل  گیرداکسیژنازها قرار می وتنوئیدکار

 

 Pfamبدست آمده از   CsCCD1الگوی حفاظت شده پروتئین .4شکل 
Fig. 4. Conserved pattern of CsCCD1 protein obtained from Pfam 

 

تعیین کرد در ساختار دوم این  SOPMAافزار نتایج نرم

 Extended 135، درصد(12/16)مارپیچ آلفا  88پروتئین 

strand (73/24 درصد ،)37  Beta turn (78/6 و  )درصد

وجود دارد  درصدRandom coil (38/52 )ساختار  286

( سیتوپلاسم را 8/4)امتیاز  ProtCompافزار نرم(. 2)جدول 

بینی پیش CsCCD1عنوان جایگاه درون سلولی پروتئین به

، عدم TargetP 1.1و  ChloroP 1.1افزارهای نرمنمود. 

 بینی نمودندگیری پلاستیدی را پیشوجود سیگنال با هدف

نیز تأیید گردید.  TMHMMافزار توسط نرمکه این نتیجه 

افزار نشان داد که این پروتئین فاقد نتیجه حاصل از این نرم

ئین خارج از غشاء قرار دارد سیگنال پپتیدی بوده و پروت

 (. 5)شکل 

پروتئین، در واقع های متفاوت هر شکل فضایی بخش

کننده کاربرد و عملکرد ویژه همان بخش از پروتئین تعیین

لال در تتواند باعث اخبوده و هر نوع تغییر در این ساختار می

سازی بینی توسط مدلعملکرد آن شود. اساس پیش

همولوژیکی این است که توالی پروتئین با یک یا چند 

اشته باشد. این شده شباهت د پروتئین با ساختار شناخته

 Yousefiشود )ای نیز نامیده میسازی مقایسهروش، مدل

Javan, 2017ای، ساختمان سازی مقایسه(. در روش مدل

 یابا توالی  پروتئین بر اساس مشابهت توالی ساختمان

 بینیپیش تجربی هایروش شده با شناخته هایساختمان

 اگر که است راستوا اصل این بر روش این ،واقع شود. درمی

 احتمالاً باشند، داشته بالایی پروتئین از نظر توالی تشابه دو

خواهند داشت  مشابهی بسیار بعدیساختمان سه

(Babaabasi, 2017).  

در  Pfamافزار در این تحقیق علاوه بر نتیجه نرم

شده این پروتئین در  خصوص قرار گرفتن توالی حفاظت

معیارهایی نظیر وضوح در ، خانواده کاروتنوئید اکسیژنازها

 الگو با توالی درصد 35حدوده سه آنگستروم، شباهت بالای م

پایین اعمال گردید تا اعتبار و  E-valueمورد مطالعه و 

 .پذیری مدل افزایش یابد اطمینان

 

 SOPMAافزار با نرم CsCCD1 ختار دو بعدی پروتئینا. بررسی س2 جدول
Table 2. Analysis of the secondary structure of the CsCCD1 with 

the SOPMA software 

 CsCCD1برای  SOPMAنتایج 

SOPMA result for CsCCD1 

16.12% is  88 Alpha helix 

0% is 0 helix  103 

0% is 0 Pi helix 

0% is 0 Beta bridge 

24.73% is 135 Extended strand 

6.78% is 37 Beta turn 

0% is 0 Beta region 

52.38% is 286 Random coil 

0% is 0 Ambiguous states 

0% is 0 Other states 
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 TMHMM با برنامه  CsCCD1بررسی ناحیه تراغشایی پروتئین  .5شکل 

Fig. 5. Investigation of transmembrane domains CsCCD1 protein 

 

رت در ذ 14VPسازی پروتئین الگوی منتخب برای مدل

(3npe.1.A دارای )2010و در سالبود اسید آمینه  604 

از ذرت کریستالوگرافی  وآنگست 2/3 با قدرت تفکیکمیلادی 

. میزان تطابق الگوی Messing et al., 2010)شده است )

VP14  با پروتئینCCD1 98/41 میزان شباهت  و درصد

 (. 3 تعییین شد )جدول درصد 41آن 

 

 (در ذرتVP14پروتئین با الگو ) CsCCD1های پروتئین آمینه سیدمیزان شباهت ا .3 جدول

Table 3. The similarity of the amino acids of CsCCD1with the pattern (VP14 protein of corn) 

 شرح

Description 

میزان 

 پوشش
Coverage 

 محدوده
Range 

تشابه 

هاتوالی  
Seq. 

Similarity 

 میزان وضوح
Resolution 

 روش
Method 

روش 

 شناسایی
Found 

by 

ساختار 

 الیگومری
Oligo-state 

همسانی 

هاتوالی  
Seq. 

Identity 

 الگو
Template 

 پروتئین
Protein 

9-cis-

epoxycarotenoid 

dioxygenase1 
87% 

46- 
542 

0.41 3.2Å X-ray BLAST monomer 41.98% 3npe.1.A CCD1 

 

مطالعه مورد  میزان شباهت الگو با پروتئین کهاز آنجا 

سازی بصورت ضعیف مدلاین که احتمال  ،باشدپایین می

اما با توجه به نقش  (،6 )شکل ، وجود داردانجام شده باشد

در مسیر سنتز کروسین در زعفران و نقش  CsCCD1آنزیم 

سازی به مهم آن به عنوان یک آنزیم سیتوپلاسمی، این مدل

های اتصال و اهعنوان نخستین گام در راستای مطالعه جایگ

باشد. پس از کننده یا مهارکننده مفید مییا لیگاندهای فعال

های ساخته سازی، کیفیت پارامترهای ساختاری مدلمدل

شده با پلات راماچاندران مورد ارزیابی قرار گرفت که این 

 نواحی در گرفته های قرارآمینه اسید درصد محاسبه با پلات

 تعیین را ورودی یفیت مدلک غیرمجاز یا و مجاز مطلوب،

 (. 7 نماید )شکلمی

 

  ارتباط فیلوژنتیکی

در  CsCCD1براساس همردیفی توالی اسید آمینه ژن 

NCBI افزار و با استفاده از نرمBLASTP  و انتخاب

پایین یا صفر بودند،  Eهای نزدیک که دارای ارزش توالی

 ( رسم گردید.8 خت فیلوژنتیکی )شکلدر
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از پایگاه اطلاعاتی  بعدی بر اساس انتخاب یک الگو با شباهت بالا با پروتئین هدف با استفادهسازی ساختار سهلمد .6شکل 

Swiss model .a: دهشسازی ساختار مدلCsCCD1  b نمودارهای ارزیابی کیفی موضعی ساختار و نمودار :Z-score  برای
CsCCD1 

Fig. 6. Modeling the 3D structure based on the selection of a pattern with high similarity to the target 

protein using the Swiss model database. a: Ribbon diagrams showing the conserved secondary and 

tertiary of CsCCD1 and the constructed models. b: Global Model Quality Estimation and Z-score charts 

for the CsCCD1 

 

 
 CsCCD1سازی شده مدل نمودار راماچاندران ساختار .7 شکل

Fig. 7. Ramachandran plots for CsCCD1 constructed model 
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 گیرینتیجه

ساختار ژنومی  به منظور شناخت بیشتر از ،در این تحقیق

نتایج حاصله با ، به بررسی این ژن پرداخته شد. زعفران ایران

های گیاهی و دیگر گونه NCBIهای موجود در پایگاه داده

آمده از ژن  توالی نوکلئوتیدی بدست و مقایسه شدند

CCD1 زعفران ایران در پایگاه دادهNCBI   به شماره

به ثبت رسید. با بررسی جامعی که   MN540633 دسترسی

 CCD1 گزارشی در خصوص ژنصورت گرفت، تاکنون هیچ 

ورها، کشسایر در ولی  ،از زعفران ایران منتشر نشده

های صورت گرفته نیز برای این پروتئین توالی با پژوهش

کیلودالتون را  62آمینه و وزن مولکولی  اسید 546

 CaCCD1بینی نموده و همچنین نتایج مشابهی برای پیش

بدست آمده در فلفل و آرابیدوپسیس به ترتیب  AtCCD1و 

 نیز ،(. علاوه بر اینBouvier et al., 2003است )

، (Mathieu et al., 2005) در انگور CCD1ای ههمولوگ

 Simkinفرنگی )(، گوجهBalderman et al., 2005شلیل )

et al., 2008ن(، پتو( یاSimkin et al., 2004)  استار فروت

(Fleischmann et al., 2003 و )Crocus  شناسایی شده

 (.Auldridge et al., 2006)است 

 
های استفاده شده . شماره دسترسیدر سایر گیاهان CCD1و  CsCCD1ای آمینه اسیددرخت فیلوژنتیکی توالی  .8شکل 

 Asparagus officinalis, AoCCD1 (XP_020276946.1). Brachypodium distachyon, BdiCCDشامل:

(XP_003577313.1). Camellia sinensis, CsiCCSD1 (AYK03324.1). Citrus x paradise, CpCCD1 

(AMA07786.1). Coffea Arabica, CarCCD1 (ABA43904.1). Coffea canephora, CcCCD1 (ABA43900.1). 

Crocus ancyrensis, CaCCD (AKN09908.1). Crocus sativus, CsCCD1 (MN540633). Herrania umbratica, 

HuCCD1 (XP_021280006.1). Manihot esculenta, MeCCD1 (XP_021625990.1). Momordica charantia, 

MchCCD1 (XP_022148582.1). Osmanthus fragrans, OfCCD1 (BAJ05401.1). Panicum hallii, PhCCD1 

(XP_025808135.1). Persea americana, PaCCD1 (AAK00622.1). Petunia x hybrid, PhCCD1 (AAT68189.1). 

Phoenix dactylifera, PhdCCD (XP_008801952.1). Quercus suber, QsCCD1 (XP_023927375.1). Rosa x 
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damascene, RdCCD1 (ABY47994.1). Rosa rugosa, RrCCD1 (AKT74334.1). Setaria italic, SiCCD 

(XP_004963348.1). Theobroma cacao, TcCCD1 (XP_007052518.1). Triticum aestivum, TaCCD-A-1 

(ANT73642.1), TaCCD-B1 (ANT73643.1), TaCCD-D1 (ANT73644.1). Vitis vinifera, VvCCD1 

(AFJ94680.1). Zea mays, ZmCCD1 (ABF85668.1) 
Fig. 8. Phylogenetic tree of the sequence of CsCCD1 with CCD1 in other plants. Accession number used 

are: Asparagus officinalis, AoCCD1 (XP_020276946.1). Brachypodium distachyon, BdiCCD 

(XP_003577313.1). Camellia sinensis, CsiCCSD1 (AYK03324.1). Citrus x paradise, CpCCD1 

(AMA07786.1). Coffea Arabica, CarCCD1 (ABA43904.1). Coffea canephora, CcCCD1 (ABA43900.1). 

Crocus ancyrensis, CaCCD (AKN09908.1). Crocus sativus, CsCCD1 (MN540633). Herrania umbratica, 

HuCCD1 (XP_021280006.1). Manihot esculenta, MeCCD1 (XP_021625990.1). Momordica charantia, 

MchCCD1 (XP_022148582.1). Osmanthus fragrans, OfCCD1 (BAJ05401.1). Panicum hallii, PhCCD1 

(XP_025808135.1). Persea americana, PaCCD1 (AAK00622.1). Petunia x hybrid, PhCCD1 (AAT68189.1). 

Phoenix dactylifera, PhdCCD (XP_008801952.1). Quercus suber, QsCCD1 (XP_023927375.1). Rosa x 

damascene, RdCCD1 (ABY47994.1). Rosa rugosa, RrCCD1 (AKT74334.1). Setaria italic, SiCCD 

(XP_004963348.1). Theobroma cacao, TcCCD1 (XP_007052518.1). Triticum aestivum, TaCCD-A-1 

(ANT73642.1), TaCCD-B1 (ANT73643.1), TaCCD-D1 (ANT73644.1). Vitis vinifera, VvCCD1 

(AFJ94680.1). Zea mays, ZmCCD1 (ABF85668.1) 

 

های آنزیمدرخت فیلوژنتیکی نشان داد که نتیجه 

CsCCD1  وCaCCD دو گیرند و این در یک گروه قرار می

زیرا دارای جد  ،هستند 1های مونوفیلتیکآنزیم توالی

باشند که با نتایج سایر مطالعات صورت گرفته مشترکی می

(Baba et al., 2015مشابهت دارد ) درخت فیلوژنتیکی .

ها را به هشت گروه اصلی تقسیم نمود. وتئینبدست آمده، پر

های درخت در محل انشعاب شاخه  Bootstrappingمقادیر

دهد که درخت فیلوژنی حاضر از درجه اعتبار نشان می

های بینی ویژگیبالایی برخوردار است. بررسی و پیش

نشان  CsCCD1بیوشیمیایی و بیوانفورماتیکی پروتئین 

تریک آن در دامنه اسیدی )کمتر از والکدهد که نقطه ایزمی

یک لکتر( بوده و خاصیت اسیدی دارد. اطلاع از نقطه ایزوا7

در میدان  در ارزیابی حلالیت و نحوه حرکت پروتئین

تواند برای انتخاب و الکتریکی صفر مفید است و می

سازی های مورد استفاده برای خالصسازی روشبهینه

و  )2IEC)بادل یونی پروتئین اعم از کروماتوگرافی ت

بسیار مفید  )3IEF(الکتروفورز ایزوالکتریک فوکوسینگ 

 باشد. 

ایزوالکتریک  pHهایی که در محدوده پروتئین علاوهبه 

قرار داشته و مجموع بار مثبت و منفی رشته پپتیدی آنها با 

را نداشته و باشد، توانایی نگهداری آب یکدیگر برابر می

ها، پروتئین اخص ناپایداریکنند. شناگزیر رسوب می

باشد تخمینی از ثبات پروتئین در شرایط لوله آزمایش می

(Mirhoseini et al., 2016 و این )به نوع اسید شاخص 

                                                 
1- Monophyletic 

2- Ion Exchange Chromatography 

3- Isoelectric Focusing Electrophoresis 

های موجود بستگی دارد. شاخص ناپایداری محاسبه آمینه

دهند که های مورد بررسی نشان میشده برای پروتئین

باشند با  40آنها کمتر از هایی که شاخص ناپایداری پروتئین

های ثبات خواهند بود. پروتئینصورت بیثبات و در غیر این

توانند ساختار پایدار در شرایط تنش مثل تنش حرارتی می

سوم خود و در نتیجه عملکرد را در شرایط تنش حفظ کنند 

(Pettersen et al., 2004 شاخص ناپایداری .)بینی پیش

نشان باشد که می CsCCD1 ،88/29شده برای پروتئین 

شرایط دهد این پروتئین یک پروتئین پایدار تحت می

است و قابلیت تحمل شرایط آزمایشگاهی جهت  آزمایش

 بررسی را دارد. 

عامل مهم دیگری به منظور برآورد  آلیفاتیکشاخص 

مقدار آبگریزی پروتئین و یک عامل مثبت برای پایداری 

شود که عدی آن محسوب میبحیاتی پروتئین و ساختار سه

در واقع عبارت است از حجم نسبی پروتئین که با 

( Vو  L ،I ،Aاند )غال شدههای آلیفاتیک اشزنجیره

(Fallah Ziarani et al., 2017پروتئین .) هایی با شاخص

نه ( ممکن است در دام100آلیفاتیک بسیار بالا )بیشتر از 

 الابعدد ند. محاسبه دمایی بسیار بالا از خود ثبات نشان ده

از  CCD1تئین و( برای شاخص آلیفاتیک پر34/81)

 باشد. پایداری آن در محدوده مناسبی از دماها می

( محاسبه GRAVYآبگریزی ) -متوسط میزان آبدوستی

 GRAVYکه باشد. در صورتیمنفی می CCD1شده برای 

معنی محاسبه شده برای یک پروتئین منفی باشد، بدین

ر صورت مثبت بودن دو  بودهن پروتئین غیرقطبی است که آ

 ,.Fallah Ziarani et al)شود آن قطبی محسوب می

آن را در  CCD1پروتئین  GRAVYمنفی بودن  .(2017
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دهد. غیر قطبی بودن های غیرقطبی قرار میدسته پروتئین

های پروتیئن باعث حلالیت کمتر آن نسبت به پروتئین یک

های ویژه . در برابر حلالگرددقطبی در حلال می

های قطبی در قسمت بیرونی و هرپروتئین، پروتئین

 کنند. های غیرقطبی در وسط تجمع پیدا میپروتئین

بواسطه  CCD1ای با خاموش کردن ژن در مطالعه

RNAi  نشان داده شد که برخلاف سایرCCD ها که

ماده استفاده کربنه را به عنوان پیش 40ئیدهای وکاروتن

 27در گیاهان کاروتنوئیدهای  CCD1های کنند، آنزیممی

کنند. در این ماده اصلی شناسایی میکربنه را به عنوان پیش

 40مطالعه مشخص شد که در این مسیر کاروتنوئیدهای 

های دیگر برش خورده و CCDکربنه در پلاستیدها توسط 

کنند و به دنبال آن با کربنه را تولید می 27وتنوئیدهای کار

کربنه از پلاستیدها توسط آنزیم  27ئیدهای وخروج کاروتن

CCD1 خورند )در سیتوزول برش میFloss and Walter, 

2009 .) 

که تأخیر بین بیان  نشان داده شددر تحقیقی دیگر نیز 

ئیدها بیش از حد انتظار است وو تولید آپوکاروتن CCD1ژن 

لولی و به و این امر شاید به دلیل تفاوت در جایگاه درون س

 Demurtas et)ها باشد مادهدنبال آن دسترسی به پیش

al., 2018 که  نشان دادند(. آنهاCCD1 قاعده آنزیمی بی

-کاروتن، لیکوپن، بتا-Zاست و قادر به استفاده از فیتوئین، 

کاروتن، زیزانتین، ویولاکسانتین و نئولاکسانتین -Dکاروتن، 

برای سنتز  in vitroماده در محیط به عنوان پیش

 ;Demurtas et al., 2018باشد )محصولات مختلف می

Auldridge et al., 2006 .) انجام شدهدر حقیقت مطالعات 

باعث ایجاد شک و تردید در خصوص  CCD1در خصوص 

 13ئیدهای ودر ایجاد آپوکاروتن CCD1نقش انحصاری 

که با جلوگیری از رونویسی بطوری ؛کربنه شده است

CCD1 13ئیدهای ودرصد از تولید آپوکاروتن 50، حدود 

 & Flossکربنه در مقایسه با گیاهان وحشی کاهش یافت )

Walter, 2009.)  در سایر تحقیقات صورت گرفته بر روی

را سیتوزول بدست آوردند  CCD1جایگاه گیاهان، 

(Ahrazem et al., 2010; Tan et al., 2003.)  در

با  CsCCD1ئین پژوهش حاضر نیز محل قرارگیری پروت

افزارهای مورد مطالعه، همانند نتایج مطالعات استفاده از نرم

مورد اشاره، این موضوع را تأیید کرد که در هیچ یک از 

های داخل سلول مانند میتوکندری، کلروپلاست و اندامک

هسته قرار ندارد و همچنین یک پروتئین ترشحی نیست، 

در توالی این ال سیگنهمچنین نتیجه بررسی یافتن توالی 

منفی بود و نشان  SignalPافزار نرم از پروتئین با استفاده

 سیگنال پپتیدیبطور طبیعی فاقد  CCD1داد که پروتئین 

که با نتایج سایر  است به پلاستید جهت هدایت این پروتئین

 ,.Bouvier et alمطالعات صورت گرفته مطابقت دارد )

2003; Auldridge et al., 2006; Rubio et al., 2008) .

بر این اساس راهکار طراحی، انتخاب و اتصال توالی راهنمای 

مناسب جهت هدایت این پروتئین بصورت ترشحی به مکان 

برداری از پروتئین نوترکیب در تواند در بهرهصحیح می

 تحقیقات آتی مورد استفاده قرار گیرد.

ز ها با استفاده ابعدی پروتئینسه ساختاربینی پیش

جویی در زمان توالی اسیدآمینه روشی سودمند جهت صرفه

و هزینه علاوه بر بسترسازی مناسب برای مهندسی پروتئین 

ساختار مدل (. Mirhoseini et al., 2016باشد )می

-SWISSافزار با نرم CCD1 بعدی روبان پروتئینسه

MDEL  به روشHomology modeling شد سازی شبیه

 Swiss Modelی مدل پیشنهاد شده در ارزیاب (.a3 شکل)

 تابع باشد.می 4QMEANو  1GMQEپارامترهای  بر اساس

4QMEAN ارزیابی کیفیت  برای مرکب یک تابع حسابی

Global  کل ساختار( و(Local آمینه( ساختار اسید )هر 

 هر برای Localکیفیت  نمودار. باشدمی شده سازیمدل

 به انتظار ت مورد( شباهX مدل )محور در آمینه اسید

 سیدا معمول، . به طوراد( را نشان دY)محور 2بومی ساختار

 کیفیت از بدهند، نشان را زیرصفر امتیاز که هاییآمینه

 توصیف چهار شامل 4QMEANبرخوردارند. تابع  پایینی

 اثر ها،اتم فاصله پتانسیل چرخش، پتانسیل زاویه ساختاری

. (b3باشد )شکل می شیپو حلال پتانسیل و کربن بتا متقابل

GMQE همترازی خصوصیات که است کیفی یک ارزیابی 

کیفی  ارزیابی نمودارهای کند.می ترکیب را الگو -مدل

 درمورد تابع حسابی Z-scoreمیزان  و ساختار موضعی

ها، کربن بتا، حلالیت و زوایای تمامی اتم QMEAN4مرکب 

 نشان داده شده است.  b3پرخشی در شکل 

 سازیاز بهینه پس شده مدل ساختار کیفیت یارزیاب

لات . پگرفت پلات راماچاندران صورت وسیله به انرژی

 پلات زوایای جهت پرکاربرد بسیار روش یک راماچاندران

                                                 
1- Global Model Quality Estimation 

2- Native structure 
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 ساختار کیفیت استرئوشیمیایی ارزیابی و پروتئین چرخشی

 باشد. این پلات با محاسبه درصد اسیدمی شده سازیمدل

گرفته در نواحی مطلوب، مجاز و یا غیرمجاز های قرار آمینه

 Fallah Ziaraniنماید )کیفیت مدل ورودی را تعیین می

et al., 2017).  

 داسی 89%/29، شودمشاهده می 5شکل همانطور که در 

برای ساختارهای مدل شده در  CsCCD1ها در آمینه

ز ها در مناطق مجااسید آمینه درصد 63/1مناطق مطلوب و 

بدست  درصد 92/90با جمع نواحی مطلوب و مجاز  دارند.

آید و این بدان معنی است که مدل از کیفیت مقبولی می

های . با توجه به نتایج ارزیابی کیفی مدلاست برخوردار

های و طراحی هاها در بررسیتوان از این مدلایجاد شده می

 بعدی استفاده نمود.

های ز ویژگیحفاظت شده و تخصصی ا ساختارهای کاملاً

های پروتئینی ها را از سایر خانوادهCCDکلیدی هستند که 

(. Sui et al., 2013نماید )نیازمند به آهن متمایز می

 شکل 1بتا ایبصورت یک ساختار پروانه CCDهای آنزیم

ای همراه با چندین مارپیچ آلفا که یک دمین هفت تیغه

دهند، چین میمارپیچ آلفا را در بالای این ساختار تشکیل 

( همچنین وجود یک Ahrazem et al., 2016خورند )می

های مارپیچ آلفا در ابتدای شروع ساختار ثانویه تمامی آنزیم

 ,.Sui et alدهنده کاروتنوئید نشان داده شده است )برش

در نتایج بدست آمده از این تحقیق مورد تأیید ( که 2013

 CCD1ه آنزیم قرار گرفت. در ساختار سه بعدی مدل شد

های تشکیل شده با تیغهای بتا پروانهساختار نیز ( 3)شکل 

های کوتاه به از صفحات بتا غیرموازی که توسط مارپیچ

اند در بخش پایینی و عناصر مارپیچ آلفا یکدیگر متصل شده

اند ها در ناحیه بالایی آن قرار گرفتهRandom coilبه همراه 

 بینی شده باشد.مدل پیش تواند نشان دهنده صحتمیکه 

سازی و مطالعه علوم بیوانفورماتیک، شبیهرو، از این

های زیستی کمک شایانی را به غلبه بر ساختارهای مولکول

روی دانشمندان در جهت پیشهای و چالشمشکلات 

و  کندمی ،های مورد بررسیشناخت ذات و طبیعت پروتئین

سه با بررسی سبب کاهش چشمگیر زمان و هزینه در مقای

 .گرددآزمایشگاهی آن می

و بیوانفورماتیکی نشان داد  فیلوژنتیکیهای نتایج بررسی

پروتینی پویا، پایدار، فاقد توالی  CsCCD1که پروتئین 

                                                 
1- β-propeller 

نتایج این تحقیق راهنما و فاقد منطقه تراغشایی است. 

در مسیر  CCD1تواند در مطالعه رفتار و کنش آنزیم می

دهای زعفران بسیار مفید باشد و به فهم سنتز آپوکاروتنوئی

ها با سایر کاروتنوئیدها کمک چگونگی نحوه عمل این آنزیم

تر شدن نحوه فعالیت آن در گیاه ساز روشنکرده و زمینه

های بیوانفورماتیکی آنزیم تمامی نتایج بررسیزعفران باشد. 

CsCCD1 تواند زمینه مطالعه بیشتر در این تحقیق می

آزمایشات عملی در آینده بر روی این آنزیم را م برای انجا

 فراهم آورد. 

 

  سپاسگزاری

فناوری به دلیل حمایت مالی از این از ستاد توسعه زیست

فناوری مواد غذایی مؤسسه پروژه تحقیقاتی، گروه زیست

پژوهشی علوم و صنایع غذایی به دلیل در اختیار قراردادن 

کلیه بزرگوارانی که در  امکانات آزمایشگاهی و تحقیقاتی و

اند، صمیمانه تشکر و انجام این پژوهش همکاری نموده

 گردد.قدردانی می
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Abstract 
Nowadays, saffron is considered as a strategic medicinal plant in Iran. Apocarotenoids are also known as 

economic compound in saffron stigmas. Therefore, isolation and functional analysis of genes involving in 

carotenoid metabolism in saffron has a great importance. In this study, regarding the role of CsCCD1 

gene in apocarotenoids biosynthesis of saffron was targeted for studying the genomic structure of CCD1 

gene in Iranian saffron. ProtParam, SOPMA, ProtScale, Pfam, ProtComp, SignalP, TMHMM, TargetP 

and ChloroPwre software’s were used for studying the physical and chemical and physiological 

characterizations of CCD1 protein. Swiss-Model server was used for investigate the 3D structure of CCD1 

protein followed by Ramachandran plotting for structural validation of 3D model. The results of 

phylogenetic analysis showed that amino acid structure of CsCCD1 protein had the most similarity to 

CaCCD. It is also found that CsCCD1 protein has no signal sequence and transmembrane domains. In 

addition, the results of this study demonstrated that CCD1 protein belongs to carotenoid oxidase family 

and it is stable in vitro. These results can provide valuable information on the behavior and response of 

the CCD1 enzyme in the pathway for the synthesis of apocarotenoids in saffron, and these results can be 

useful in future protein engineering programs. 

Keywords: Apocarotenoid, CsCCD1, Phylogenetic, Bioinformatics, Modeling. 
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