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A B S T R A C T   
Saffron (Crocus sativus L.), a perennial plant of the Iridaceae family, is predominantly 

cultivated in Iran. Despite its high economic value both domestically and globally as a 

precious spice, its cultivation faces substantial challenges from numerous pathogens 

which significantly impact both yield and quality. Resistance genes (R-genes) encode R-

proteins that play a crucial role in activating plant defense mechanisms against 

pathogens. Nucleotide-binding site leucine-rich repeat (NBS-LRR) genes are a family of 

intracellular R-genes that confer resistance to plants by initiating Effector-Triggered 

Immunity (ETI). In this study, an in silico study was conducted on the transcriptome of 

saffron corms infected with Fusarium oxysporum to identify NBS-LRR genes at 48 and 

72 hours after inoculation using bioinformatics software and databases. Arabidopsis 

NBS-LRR gene sequences were used to identify NBS-LRR members in the saffron corm 

transcriptome. Then, the expression profile of NBS-LRR candidate genes was studied. 

Based on the results of BLASTX algorithms, 63326 transcripts were documented. The 

results of this study revealed the presence of 30 NBS-LRR gene transcripts in the 

transcriptome of saffron corms. The expression of the selected genes was significantly 

up-regulated in infected corms compared to healthy control corms. Furthermore, analysis 

of the selected NBS-LRR genes indicated that their expression levels were higher at 72 

hours after inoculation compared to 48 hours. The LRR1 gene had a higher expression 

level than the LRR2 gene at 48 and 72-hours post-inoculation. Plus, the results of this 

study revealed that NBS-LRR genes are expressed in almost all saffron tissues, 

suggesting their involvement in the saffron's response to fungal infections. The findings 

of this study suggest that NBS-LRR genes hold significant potential for utilization in 

future saffron breeding programs.  
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 هب آلوده زعفران یهابنه در ETI یدفاع ریمس در ریدرگ یهاژن یبرخ لیتحل و ییشناسا

 (Fusarium oxysporum) بنه یدگیپوس یماریب

 
 3میترا خادمی، 3سجاد سهرابی، سید (0000000282913887ارکید: )2فرهاد نظريان فیروزآبادی ،1پورنسرين همت

 
 چکیده
شود. است که عمدتا در ايران کشت می یانچندساله از خانواده زنبق یاهیگ ،(.Crocus sativus Lزعفران )

زا عوامر  بیمراری ،بهرابه عنوان يک ادويه گرران و جهان رانيدر ا ارزش اقتصادی بالای زعفران علیرغم

-Rی مقاومت )هاژنشود. متعددی تهديدی برای گیاه زعفران بوده و باعث کاهش عملکرد و کیفیت آن می

genesهای (، پروتئین Rی هاژنکنند. ها را فعال میکه مقاومت گیاهان علیه بیمارگرکنند می را کدNBS-

LRRی هاژنای از ، خانوادهR  درون سلولی هستند که مقاومت به گیاهان را از طريق ايجاد ايمنی تحريک

 Fusarium oxysporumمارگریزعفران آلوده به ب کنند. در اين مطالعه ترنسکريپتوم بنهالقا می ETIشونده 

-تلقیح با کمک نرم افزارساعت بعد از  72و  48 یدر دو بازه زمان NBS-LRR یهاژن يیظور شناسامن به

 یبررا، سیدوپسریآراب NBS-LRR ی ژنیهایاز توالآنالیز شدند.  in silicoهای بیوانفورماتیک به صورت 

ی کانديرد هاژنسپس، پروفاي  بیانی  استفاده شد. زعفران ترانسکريپتومدر  NBS-LRR یاعضا يیشناسا

NBS-LRR  مورد مطالعه قرار گرفت. بر اساس نتايج الگوريتمBlastx رونوشت مستندسازی  63326، تعداد

 NBS-LRR یهاژنرونوشت از  30 که ترنسکريپتوم زعفران حاوی تعداد شدند. نتايج اين مطالعه نشان داد

سراعت پرس از  72در  هرابیران آن داد کهنشان  NBS-LRRی انتخابی هاژنبیان   یو تحل هيتجزاست. 

سرطح  ساعت پس از تلقیح 72و  48در  LRR1ژن  بیشتر بود. تلقیحساعت پس از  48 در مقايسه با تلیقح

-NBS یهراژنمطالعه نشران داد کره  علاوه بر اين، نتايج اين داشت. LRR2نسبت به ژن  یبالاتر انیب

LRR همچنین در پاسخ زعفران علیه بیمارگر قارچی نقش  و شوندیم انیزعفران ب یهادر تمام بافت باًيتقر

 کرد. فادهزعفران است بهنژادی آينده یهادر برنامهاز آنها  توانیمدارند که 
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  مقدمه
و از چندسرراله گیرراهی  ،(.Crocus sativus Lن )زعفرررا

اغلب در مناطقی با ( است که Iridaceae) یانخانواده زنبق
. در (Shah et al., 2017)شرود اقلیم خشک کشرت مری

صنايع غذايی از کلاله زعفران با رنگ قرمز و يا نارنجی به 
دهنده و رنگ دهنده طبیعی مواد غرذايی عنوان عام  طعم

عرلاوه، . بره(Golmohammadi, 2014)شود استفاده می
های موثر در طرب گیراهی و زعفران به عنوان يکی از دارو

شود که اثرات دارويی آن عمردتا مربروط سنتی شناخته می
، 1هرای اصرلی ايرن گیراه هماننرد؛ کروکسرینبه متابولیرت

 ,Golmohammadi)اسررت  3و سررافرانال 2پیکروکروسررین

 439کشرت و  ريهکتار سطح ز هزار 120با  رانيا. (2014
 اسرتجهران زعفرران  دیردر تول شررویسرالانه پ دیتن تول

(Saeedi et al., 1400).  درصرد 20 تنهرا حاضردر حال 
رسرد و بقیره به مصرف داخ  کشرور می زعفران محصول

شرود؛ از ايرن رو، های جهان صادر میتولید به ساير کشور
 در زعفرران صرادرکننده و دکنندهیتول نيعنوان بزرگتربه رانيا

براوجود ارزش اقتصرادی و دارويری،  .شرودشناخته می جهان،
( عقریم اسرت و 2n=3x=24)ید بودن ئدلی  تريپلو زعفران به
ولید بذر نیست به همین دلی  از طريق بنره کشرت و قادر به ت
  .(Golmohammadi, 2014)شود تکثیر می

عواملی هستند کره  نيترمهم زءهای گیاهی جبیمارگر
کننرد و در برین ايرن عوامر ، تولید زعفران را تهديرد مری

. (Khaledi, 2020)ها از اهمیت زيرادی برخوردارنرد قارچ
 (Fusarium oxysporum) بیماری قارچی پوسیدگی بنره

های زعفران است که نه تنهرا موجرب ترين بیماریاز مهم
هرای شود، بلکه بر کیفیت و کمیت بنهکاهش عملکرد می
يکرری از  .(Khaledi, 2020)گررذارد دختررری ترراثیر مرری

ها و کاهش خسرارت های مهم برای کنترل بیماریراهکار
ها، تولید و استفاده از ارقام مقراوم بره بیمراری ناشی از آن

. لازمرره چنررین عملرری، (Ahmad et al., 2022)اسررت 
ی مقاومت به بیمراری، جهرت هاژنشناسايی و جداسازی 

های بهنرژادی اسرت. گیاهران از ها در برنامهاستفاده از آن

                                                                            
1. Crocin 

2. Picrocrocin 

3. Safranal 

هرای دفراعی کارآمردی بررای مقابلره برا حملره ساز وکار
هرای مختلرم موجرود در زيسرتگاه خرود اسرتفاده بیمارگر
 Dangl and Jones, 2001; Van Der)کننررد می

Biezen and Jones, 1998) .یموانرع دائمر عرلاوه برر، 
موسرروم برره  یگررريد یدفرراع یهاسررتمیس یدارا اهررانیگ
( Innate immunity) یذاترررر یمنرررريا یهاسررررتمیس
(Fallahzadeh, 2018; Jacob et al., 2013)  هسرتند

 وجرود، مرارگریب حملره مرورد یاهیگ یهاکه در آن سلول
از خرود  يیهراکرده و بلافاصرله واکنش حسرا  هامارگریب

 کننردیم یریجلروگ یماریبکه از گسترش  دهندینشان م
(Fallahzadeh, 2018). 

های های ايمنری ذاتری گیراهی شرام  گیرنردهگیرنده
 PRRs (Pattern Recognitionسررطحیتشررخی  

Receptors )درون سرلولی  هایو همچنین گیرندهNLR 
(Intracellular-Lular NLR Receptors)  اسرررت
(Chiang and Coaker, 2015). های گیرنرردهPRR 

 4بیمرارگرروب يرا های مولکولی مرتبط با میکتوانند الگومی
(M/PAMPsالگوهررای مولکررولی مرررتبط بررا آسرریب ،)5 
(DAMPsو پروتئین ) های مؤثر خارج سلولی را شناسرايی

مرتبط برا  یمولکول یهاالگو .(Lolle et al., 2020) کنند
 اهیرگ یهرا را بررامرارگریباز  ی( گروه(PAMPها مارگریب

ها PAMP يیشناسا از بعد که یمنيا به. کنندیم يیشناسا
 PAMP6از  یناشرر یمنرريبرره اصررطلا  ا شررودیم جرراديا
(Chisholm et al., 2006) شده با الگو  کيتحر یمنيو ا
. ايمنی ناشری از ( et alJacob ,.2013) نديگویم PTI7را 

ی منجررر برره پاسررخ صررورت عمررومبه (ETI) 8افکتررور
حساسیت و مرگ سلولی بافت اطرراف محر  آلرودگی فوق
شود و بنابراين بیمرارگر را بره محر  آلرودگی محردود می
. (Fallahzadeh, 2018; Jacob et al., 2013) کنردمی

 یدارا ی مقاومرتهراژنهای رمزشده توسط اکثر پروتئین
 =Nucleotide Binding Siteی )دیمح  اتصال نوکلئوت

NBS) نیلوساز اسید آمینه  یغن یهانیو دم (Leucien-

                                                                            
4. Microbe-Associated or Pathogen-Associated Molecular  

    Patterns (M/PAMPs) 

5. Damage-Associated Molecular Patterns 

6. PAMP-Triggered Immunity-PTI 

7. Pattern-Triggered Immunity 

8. Effector-Triggered Immunity 
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Rich Repeats=LRR ) بررا طررول متدیررر در انتهررای
هررای هررا در برررهمکنش. ايررن دمررینهسررتندکربوکسرری  

هرای مولکرولی شررکت پروتئین و ترارسانی پیام -پروتئین
تررين مترداول NBS-LRRوه ی مقاومت گررهاژنکنند. می

 NBS-LRRخانواده پروتئینری ی مقاومت هستند. هاژنگروه 
 .کررد بندیبره دو گرروه اصرلی تقسریم تواندر گیاهان را می

( TIR)1-های اينترلروکینگیرنده Nگروه اول قسمت انتهای 
 شروندنامیده مری TNLيا  NBS-LRRکند که را کد می

(Zhou et al., 2004)ه دوم قسررمت. گرررو TIR  را
نامیرده  CNLيرا  CC NBS-LRRو کنندرمزگذاری نمی

 مارپیچ-های مارپیچدمین ها معمولاًحاص  آن کهشوند می

در . (Zhou et al., 2004)باشرد مریترمینال  Nدر ناحیه 
 Avr1 یهراژنهای وابسته به محرک، هانیپروتئ واقع اين

را برره طررور مسررتقیم و هررا بیمررارگرتولیررد شررده توسررط 
 . (Keen, 1990) دهندتشخی  می غیرمستقیم

محررک بره  LRRی گیراهی هنگامی که يک گیرنده
دچرار  CNLو  TNLپروتئین د، شوزای متص  میبیماری

هرا موجرود در يک تدییر ساختاری شده و با ساير پرروتئین
منجر بره مررگ دهد و واکنش میهای دفاعی پاسخمسیر 

بنرابراين از گسرترش بیشرتر  شرود،میسلول گیاهی آلوده 
، NBS-LRRها ژن . تاکنون صدکندجلوگیری می بیمارگر
زمینری گیاهان مختلم همچون ذرت، سیب، سیب در ژنوم

هرا شیرين، آرابیدوپسیس و نخود به دلی  نقش اساسی آن
ها در ژنوم گیاهان شناسرايی در ايمنی گیاهی و فراوانی آن

-NBS هرایپروتئینتعريم مجموعه کاملی از شده است. 

LRR ی هراژنهايی را در مورد تنروع در ژنوم گیاه، بینش
 ,Dangl and Jones) دهددفاعی موجود در گیاه ارائه می

2001; Van Der Biezen and Jones, 1998) . از ايرن
در  NBS-LRR یهاژنشناسايی  ش حاضرپژوه هدفرو 

هرا دخالت يا عدم دخالرت آن نییتع منظور بهگیاه زعفران 
 یبررسررو بیمرراری فوزاريرروم برره در مقاومررت ايررن گیرراه 

 پتوميدر ترنسرکر NBS-LRR یخانواده ژن یکیوانفورماتیب
 Fusarium یمررراریزعفرررران آلررروده بررره ب یهابنررره

oxysporum f.sp. Gladioli باشدمی. 

                                                                            
1. Avirulence (Avr) gene-dependent elicitors 

 هامواد و روش

 یکیوانفورماتیب یهالیتحل و هیتجز

 خام  یهاو پردازش داده یآورجمع

بافرت بنره  RNAيرابی های حاص  از توالیعلاوه بر داده
زعفررران تحررت تیمررار قررارچ عامرر  پوسرریدگی بنرره 

(Darvishian et al., 2022) ،ترر به منظور بررسی دقیق
هرای بیرانی ی شناسرايی شرده، دادههراژنتدییرات بیران 
هرای مختلرم زعفرران از بافت RNAيابی یحاص  از توال

، جوانره اپیکرال، برگ، پرچم و کلالره، برگ، گ بنهشام  
دريافرت شردند. بره  SRAجانبی و انتهايی، از پايگاه داده 

 FastQC های خام از نرم افرزارمنظور بررسی کیفیت داده
(Version 0.11.6)  اسررتفاده شررد. برررای انجررام فرآينررد

مانررده در ترروالی آداپتررور باقیشررام  حررذف )تريمینررگ 
های با کیفیت پايین )برا میرانگین های موجود، توالیتوالی

Phredscore  هرای برا میرزان برالای (، توالی30کمترر از
ی برا انردازه يهرا( و توالیNهای خوانش نشرده )نوکلئوتید

 CLCافررررزار از نرم (جفررررت برررراز 100کمتررررر از 

GenomicsWorkbench  شررد ( اسررتفاده20)نسررخه. 
( clean readsهای تمیز شرده )بندی )اسمبلی( خوانشسرهم

برر  CLCGenomics Workbenchبا استفاده از نرم افرزار 
  های پیش فرض انجام شد.اساس شاخصه

 

 NBS-LRR یخانواده ژن یاعضا ییشناسا

در زعفرران،  NBS-LRRخانواده  یاعضا يیبه منظور شناسا
از  سیسرپدویآراب NBS-LRR یخرانواده ژنر یهرایابتدا توال

 TAIR  (https://www.arabidopsis.org) پايگرررراه داده
شررام   یهررایتوال يیشرردند. سررپس جهررت شناسررا افررتيدر
 هیرشرده عل افتيدر یهایتوال ،در زعفران NBS-LRRنیدم
د يرنوپد یبندزعفران )حاص  از سررهم پتوميترنسکرهای داده
(، بررا SRAداده  گرراهيموجررود زعفررران در پا یانیررب یهرراداده

مرورد جسرتجو قررار  TBtoolsافرزاراستفاده ابزار بلاست نرم
 نیشرده براسراس دمر يیشناسرا ینریپروتئ یهایگرفتند. توال

LRR تميبررا اسررتفاده از الگررور CLUSTAL W ميررهمرد 
 یهرایاز صرحت توال نرانیاطم یبررا ،نيرشدند. علاوه برر ا

 ینریپروتئ یهانیوجود دم یها براORFشده، تمام  يیاشناس
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LRR ،NBS ،TIR اي R گراهيبا اسرتفاده از پا CDD  مرورد
 ینریپروتئ یتروال ،نيرمجدد قرار گرفتنرد. عرلاوه برر ا یابيارز
طبقره  Pfam میرموت زیشده بر اساس آنرال يیشناسا یهاژن
 شدند. یبند

 

 NBS-LRR یخانواده ژن یبررسی بیان اعضا

هررای تمیررز شررده علیرره مرجررع خوانش يابیپررس از نقشرره
ی شناسرايی هاژنبیان  ، مقاديرترنسکريپتومی ساخته شده

در هرر  1(TPM) شده در مقیاس رونوشرت در هرر میلیرون
، هراژنسرازی بیران پس از کمی محاسبه شد. تیمار-بافت

و  |±1|تررر مسرراوی بزرگ logFCهررای بررا مقررادير توالی
FDR ی با بیان افتراقری اهژنعنوان به 05/0تر از کوچک

(DEGs .شناسايی شدند )بنردی در نهايت به منظرور گروه
 ایمرورد مطالعره، از تحلیر  خوشره هرایدر تیمرار هاژن
همراه ترسرریم نقشرره حرارترری مبتنرری بررر مقررادير برره

Log(TPM+1) .استفاده شد 
 

 ی کاندیدهاژنهای زعفران و بررسی بیان زنی بنهمایه

 های زعفرانبنهعفونی تهیه و ضد

مرورد  (.Crocus sativus Lهای زعفران زراعری )بنه
شهد استفاده در اين مطالعه از مزراع کشت زعفران در م

ها تحرت نظرر برداشت و پس از ارزيرابی سرلامت بنره
هرررای گیررراهی بررره آزمايشرررگاه متخصررر  بیماری

بیوتکنولرروژی دانشررکده کشرراورزی، دانشررگاه لرسررتان 
هرا هرا، ابتردا بنرهام آزمرايشمنتق  شردند. بررای انجر

ر دها يک دقیقره ضدعفونی شدند. به اين ترتیب که بنه
عفرونی و سرپس چنردين درصد ضرد 70محلول اتانول 

مرتبه با آب مقطر سترون شستشرو داده شردند. سرپس 
 درصد بره مردت 5/1ها در محلول هیپوکلريد سديم بنه

ی دهنعفونی و بار ديگر برای زدودن باقیماسه دقیقه ضد
ه برعفونی کننده، سه بار با آب مقطر هرر برار مواد ضد
 دقیقه شستشو داده شدند. 5مدت 
 

                                                                            
1. Transcripts Per Million 

 های زعفران با قارچ فوزاریومزنی بنهمایه

از  Fusarium oxysporum f.sp. Gladioliقررارچ 
( تهیره 2022) همکراران و انیشريمطالعات پیشین درو

از جدايره قرارچ . (Darvishian et al., 2022) گرديرد
Fusarium oxysporum  اسررپور در  610بررا غلظررت

ها استفاده شد. بررای انجرام زنی بنهلیتر برای مايهمیلی
های زعفران منافذی ی هر يک از بنهتیمار قارچی بر رو

میکررو لیترر از محلرول  5ايجاد شد و با سرنگ میزان 
ها تزريق گرديد. بررای تیمرار سوسپانسیون قارچ به بنه

شاهد به جای تزريق سوسپانسیون قرارچ، از آب مقطرر 
استري  استفاده شد. در هر شیشه مربا، تعرداد سره بنره 

ها به مردت سپس بنه تیمار شده يا شاهد قرار داده شد.
ساعت در انکوباتور قررار داده شردند. پرس از  72و  48

های تیمار، برای اطمینان از آلرودگی سپری شدن زمان
توسط قارچ فوزاريوم، کشت مجدد از قارچ انجام شد به 

واکشرت  PDAاين صورت که مجددا در محیط کشرت 
قارچ انجام شد و به مردت يرک هفتره در انکوبراتور برا 

گراد آنکوبره شردند. وضرعیت درجه سانتی 25±2دمای 
شرناس برا روش رشد قرارچ توسرط متخصر  بیمراری

چشمی و میکروسکوپی بررسی و صحت آزمايش تايیرد 
 شد. 

 

 cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

 هرای ژنریی کانديرد خرانوادههاژنجهت بررسی بیان 
NBS-LRR های زعفرران تحرت تیمرار قرارچ و از بنه

 RNAزنی با قارچ(، استخراج های شاهد )بدون مايهبنه
صورت گرفرت. بررای اسرتخراج  cDNAو سپس سنتز 

RNA از کیررت ترايررزول )شرررکت NEB  برره شررماره
T2010S) نامه شرکت سرازنده اسرتفاده و مطابق شیوه

 استخراج شده برا انجرام الکتروفرورز RNAشد. کیفیت 
RNA  درصد و کمیت سنجی غلظرت  1روی ژل آگارز
RNA  بررا اسررتفاده از روش اسررپکتوفتومتری در طررول
نرانومتر مرورد  230بره  260و  280بره  260های موج

بررسی قرار گرفت. به منظرور حرذف آلرودگی احتمرالی 
DNA هرا از تیمرار برا آنرزيم ژنومی موجرود در نمونره

DNase I  استفاده شد. جهرت سرنتزcDNA  از کیرت
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شرکت سینا کلون اسرتفاده شرد و سرنتز  cDNA سنتز
 .نامه شرکت سازنده صورت گرفتمطابق با شیوه

 

 طراحی آغازگر

 براسراس) مرورد نظرری هراژنتروالی پس از انتخراب 
ه در ها جهت استفادطراحی آغازگر (میزان بیان بیشترين
 AlleleIDزار با استفاده از نرم اف، qRT-PCRواکنش 
ايررن . برررای اطمینرران بیشررتر از صررحت شرردانجررام 

 Primer blast ابرزار بررخط از شدهآغازگرهای طراحی
 .(1استفاه شد )جدول 

 

 Real-timeبا روش  LRRی هاژنبررسی الگوی بیان 

RT-PCR 

ی مورد نظرر از واکرنش هاژنجهت بررسی میزان بیان 
استفاده  (qRT-PCR) ای پلیمراز در زمان واقعیزنجیره

انجررام ايررن واکررنش از کیررت سررايبرگرين  شررد. برررای
SinaSYBR Blue IIS-qPCR Mix,2x  شرررکت

 25سیناکلون استفاده شد. هر واکنش در حجرم نهرايی 
 Master Mix (2x)میکرولیترر  5/12میکرولیتر شام  

میکرولیتررر آغررازگر  1میکرولیتررر آغررازگر رفررت و  1،
 5/2میکرولیتررر آب عرراری از نوکلئرراز و  8برگشررت، 

-Rotorها در دستگاه بود و واکنش cDNAیتر میکرول

Gene Q  شرکتQiagen  انجام گرفت. شرايط دمايی
نشان داده شده اسرت.  2کمی در جدول  PCRواکنش 

جهررت  elf1-در ايررن آزمررايش از ژن کنترررل داخلرری 
 Livak and)استفاده شد  هاژنسازی مقادير بیان نرمال

Schmittgen, 2001).  هرنمونه در سه تکرار زيستی و
هرای سه تکرار فنی انجرام شرد. تجزيره و تحلیر  داده

 LinRegPCRحاص  از آزمايش با استفاده از نرم افزار 
 انجام شد. (2020)نسخه  Microsoft Excelو 

 
 انتخاب شده و ژن کنترل داخلی NBS-LRRی هاژنهای طراحی شده برای فهرست آغازگر. 1جدول 

Table 1. List of primers designed for NBS-LRR genes and reference gene 

 C°))دمای اتصال 

Tm (C) 

 (35توالی آغازگر)

Sequence (5'-3') 

 نام آغازگر

Primer 

54 F: ATGACGATACTGAATCTC 
R: GTTAATTGGTTGGATGTG LRR-1 

55 F: ACTTGTAATTGCGTTGGATGTG 
R: TCGGATACCTTGGCTCTCAG LRR-2 

57 F: TGAACCATCCAGGACAGATTG 
R: TCTTAACCATACCAGCATCACC 

Elongation factor 1 (elf1-α) 

 

 انتخاب شده NBS-LRRی هاژنبرای  PCRسیک  دمايی واکنش . 2جدول 

Table 2. Temperature cycle of the PCR reaction for selected NBS-LRR genes 

 مرحله واکنش

Step 

Temperture (ºC) 

 (ºCدما )
Time 

 زمان
Number of cycles 

 تعداد چرخه

 سازی اولیهواسرشت

Initial denturation 
95 5 min 1 

 سازیواسرشت

Denaturation 
95 15 s 35 

 اتصال آغازگرها

Annealing 
- 20 s 35 

 بسط

Extension 
72 30 s 35 

 بسط نهايی

Final Extension 
72 5 min 1 
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 نتایج و بحث

 بندی نوپدید ترنسکریپتوم زعفرانسرهم

 ادغرام از اسرتفاده با زعفران یانیب  يپروفا یبندسرهم
( با اسرتفاده Trimmed reads) شده ميتر یهاخوانش
)نسرخه  CLC Genomics Workbenchافرزار از نرم
منحصر به فرد شرد.  یتوال 63326 جاديمنجر به ا، (20

 Mb 65/64زعفرران  یانیب  يحجم ک  پروفا نیهمچن
شرده از نظرر حجرم و جاديا یانیب  يپروفا .محاسبه شد

 یهرا يپروفا گرريبرا د يیرونوشت مطابقت برالاتعداد 
 Hu et)( 3)جردول  داشرتگزارش شده زعفران  یانیب

al., 2020). 

 NR گراهيپا هیرشرده علساخته یبلاسرت اسرمبل جينتا
با حرد  رونوشت درصد( 89/55) 35394 تعداد نشان داد که

مشرابه در  رکرورد دارای ،E-value ≤ 1.0 E-5آسرتانه 
بلاسررت  جينتررا نی(. همچنرر1بودنررد )شررک   NR گرراهيپا

ترنسررکريپتوم در مطالعرره حاضررر نشرران داد کرره  یاسررمبل
مارچوبرره  ترنسررکريپتوم شررباهت را بررا نيشررتریزعفررران ب

(Asparagus officinalis )نخررر  برررا آن از پرررس و 
(Phoenix dactylifera )(. برا توجره بره 2)شک   داشت

 NCBIداده  گراهيثبرت شرده در پا یژنر یهایفقدان توال
 یهرراگروه نیرریو تع یزعفررران، مستندسرراز اهیررگ یبرررا

 شيمحتروا و افرزا دیرحاصرله، تول یهارونوشرت یکارکرد
 ارزشمند خواهد بود. اهیگ نيا یکیاطلاعات ژنت

 
 ترنسکريپتومی زعفرانهای خوانش شده مرجع ای از کمیت و کیفیت دادهخلاصه .3جدول 

Table 3. Summary of the quantity and quality of read data for the saffron transcriptome reference 

 هاپارامتر

Parameters 
 ارزش

Value  
Number of transcripts 63326  
Size of the smallest transcript (nt) 200  
Size of the largest transcript (nt) 16256  
Number of bases (nt) 64651404  
Mean length of the transcripts (nt) 9301020  
Number of transcripts greater than 1kb 23146  
Number of transcripts with ORF 22388  
N90 482  
N70 935  
N50 1413  
N30 2100  
N10 3571  
%GC 36.43  

 

 
 GO ها علیه پايگاهيابی آنو نقشه NRترنسکريپتوم زعفران علیه پايگاه داده  BLASTXنتايج . 1شکل 

Figure 1. BLASTX results of the saffron transcriptome against the NR database and their mapping to the GO database 
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 نسبت به ترنسکريپتوم زعفرانهای با همولوژی بالا توزيع فراوانی گونه. 2شکل 

Figure 2. Frequency distribution of species showing high homology to the saffron transcriptome 
 

به  (2022همکاران ) و ی مشابه، درويشیاندر يک مطالعه
 یودگبه آل بنه زعفران پاسخ فرآيند مختلم در یهاژن سیبرر

F. oxysporum برا زنریمايه از بعد ساعت 72و  48 تیمار در 
 RNA-seq هرایداده از حاص  نتايجپرداختند.  قارچ فوزاريوم
 یمستندسرازتروالی  38643 میان از کهنشان داد اين مطالعه 

از ايرن  بودنرد کره یافتراق یانب یدارا توالی 2209تعداد  ،شده
نشران  یرانب يشافرزا تروالی 337کاهش و توالی  1832 میان
. در همرین راسرتا، لیرو و (Darvishian et al., 2022)دادند 

های زعفران آلوده به قارچ ( پروفاي  بیانی بنه2023همکاران )
م را در سه و شش روز بعد از آلودگی مورد مطالعه قررار فوزاريو
. نترايج ايرن مطالعره منجرر بره (Luo et al., 2023)دادنرد 

ژن  39962سرازی يونی ژن و مسرتند 84544شناسايی تعداد 
ژن در روز سروم و تعرداد  14263گرديد که از اين میان تعداد 

ژن در روز ششم پس از آلودگی، بیان افتراقی داشرتند  16397
(Luo et al., 2023)ی . همچنررین مقايسرره میرران نتیجرره

ی لیررو و و ی مستندسررازی شررده حاصرر  از مطالعررههرراژن
( برا نتیجره 2022و درويشیان و همکراران ) )2023همکاران )

ای در دهد که تفراوت قابر  ملاحظرهمطالعه حاضر نشان می
ها وجرود دارد کره از دلاير  ی آنتعداد يونی ژن و مستندساز

هرای هرای پايگراهتوان به استفاده از مجموعه دادهمیاين امر 
بررداری اشراره ژنی از مطالعات قبلی و همچنین زمران نمونره

 .(Darvishian et al., 2022; Luo et al., 2023) نمود

 

 NBS-LRRشناسایی خانواده ژنی 

هرا دفاع در مقاب  بیمارگرهای مختلفی برای گیاهان مکانیسم

 Rی مقاومرت گیراه )هراژنها با برند. اين مکانیسمکار میبه

genesهرای ژنيکی از بزرگترين خانوادهشوند. ( فعال میR 

است که نقش مهمی در  NBS-LRR در گیاهان، خانواده ژن
 Dangl and) کننردايفرا می بیمراریهای تشخی  سیگنال

Jones, 2001; Yue et al., 2012).  مطالعره ايرن خرانواده
هرای ژنرومی و نیسرمژنی اطلاعات برا ارزشری در مرورد مکا

مولکولی تنظیم ژن و عملکرد پروتئین در اختیار محققان قررار 
تروالی  30منجرر بره شناسرايی  نترايج ايرن مطالعره، دهد.می

تنروع در  .در پروفاي  بیانی زعفران شد NBS-LRRکدکننده 
اينترون در برین اعضرای خرانواده ژن  -ساختار و توزيع اگزون
متنوع بسیار مهم است و شرواهد های ژنی برای ظهور خانواده

دهد. در اين مطالعره، می هاژنارزشمندی برای روابط تکاملی 
بررای شناسرايی  NBS-LRRآمینه کدکننرده های اسیدتوالی
های دمرین پروتئینری مرورد بررسری قررار ها و ساختارموتیم
 LRRدمرین  6تا  2 دارایطور میانگین ها بهاين توالیگرفت. 
 .برود اسریدآمینه 60ترا  20ها حدود قريبی آنکه طول تبودند 

برا شناسره  ی( مربوط به توالمیموت 15) میتعداد موت نيشتریب
conting-25817 ( در میرموت 2) میتعداد موت نيو کمتر بود

همچنرین  .مشراهده شرد conting-29905با شناسره  یتوال
نتايج نشان داد که بیشترين و کمترين تعرداد اسریدآمینه کر  

به تعرداد  -13409conting ترتیب مربوط به توالی با شناسهبه
اسریدآمینه  428به تعداد  -52612contingاسیدآمینه و  1204

های مهمری را در مرورد تنروع و تکامر  بود. اين نتايج بینش
چنرین در مطالعره دهرد. همارائره مری NBS-LRRی هاژن

ی هراژن( به بررسی بیان 2023، السامان و همکاران )مشابهی
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NBS-LRR  در تحمرر  برره  هرراژنو نقررش کلیرردی ايررن
 Lathyrus) زيسرتی در گیراه نخرودهای زيستی و غیررتنش

sativus ) پرداختند(Alsamman et al., 2024 نتايج ايرن .)
شناسرايی  NBS-LRRژن  276مطالعه نشان داد کره تعرداد 

 150و تعرداد  TNLژن دارای دمرین  124شد و از اين تعداد 
ترا  1شناسايی حاوی  هاژناست. همه  CNLژن دارای دمین 

. برا توجره بره (Alsamman et al., 2024) اگزون بودنرد 7
در مقاومرت بره  NBS-LRRهرای نقش عملکردی پرروتئین

ن و بیماری و بررسی ساختار ژنی در مطالعره حاضرر و السراما
های ارزشمندی برای مطالعره توان سرنخ( می2024) همکاران
هرا و فاکتورهرای های تکاملی، برهمکنش برا پرروتئینويژگی

 رونويسی، تفاوت و تنوع اين خانواده ژنی بدست آورد.
هرای در بین گونه NBS-LRRی هاژنتعداد خانواده 

مختلم گیاهی بسیار متفراوت اسرت و مطالعرات متعرددی 
انرد کره هریچ ارتبراط مسرتقیمی برین فراوانری دهنشان دا

ی هراژنو اندازه ژنوم يا تعداد کر   NBS-LRRی هاژن
شناسايی شده وجود ندارد. در يک مطالعه که توسط مرايرز 

تجزيرره و تحلیرر  ( صررورت گرفررت، 2003و همکرراران )
ژن  149وجررود  NBSی کدکننررده هرراژن یبیوانفورمرراتیک
 آرابیدوپسررریس نشررران دادرا در  NBS-LRRکدکننرررده 

(Meyers et al., 2003)هيرتجزی ديگری به . در مطالعه 
نخود در پاسخ به  مختلم یهاپیژن در ژنوت انیب  یو تحل

پرداخته  (Fusarium oxysporum f.sp. ciceriآلودگی )
برا بیران  NBS-LRRچهرارده ژن  شد. در مطالعه مذکور

از نقرش مرؤثر  که نشران شدند يیشناسادر نخود  متفاوت
برود  وميفوزار یپژمردگعلیه بیماری مقاومت در  هاژناين 
(Priyadarshini et al., 2023) ی هاژن. همچنین تعداد

NBS-LRR های های گیاهی و حتی در زيرگونهبین گونه
 قرابت ژنتیکری دارنرد تفراوت زيرادی دارد گیاهی که باهم

(Alsamman et al., 2023)در خرانواده  ،. به عنوان مثال
زمینی حدودا دو در سیب NBS-LRRسولاناسه تعداد ژن 

و فلف  است  فرنگیی موجود در گوجههاژنبرابر بیشتر از 
(Qian et al., 2017).  با مقايسره نترايج حاصر  از ايرن

مطالعه با ساير مطالعات پیشین بايد به اين نکته اشاره کرد 
که عوام  متعددی مانند انردازه ژنروم، توزيرع و پرراکنش 

توانند بر تعداد اعضای ، انتخاب طبیعی و بهنژادی میهاژن

 ,.Zhang et al)يک خانواده ژنی گیراهی تراثیر بگرذارد 

. با توجه به شرايط کشت زعفران در مناطق خشک (2010
حتمالا انتخاب طبیعی و بهنرژادی از و نیمه خشک ايران، ا

 اند. بوده NBS-LRRعوام  موثر بر تعداد خانواده ژنی 

هرای ی شناسرايی شرده در بافتهراژنروند بیران 
 بررسی بیانارائه شده است.  3مختلم زعفران در شک  

هرای مختلرم زعفرران بافت ی مرورد مطالعره درهاژن
بافت جوانه  ی شناسايی شده در انواعهاژننشان داد که 

همچنرین  (.3)شرک  داشرتند بیشترين میرزان بیران را 
ها از نظر بیان در نقشه حرارتی و بافت هاژنبندی گروه

آمده است. با توجه به نقشه حرارتی )شرک   4در شک  
ی شناسايی شده در دو گرروه هاژنکه  ( مشخ  شد4

در گروه اول و  ژن 16گیرند؛ به طوری که کلی قرار می
ژن در گروه دوم جای گرفتند. همچنین نتايج نشان  14

گرروه اول  یهاژن داد که مقادير بیانی ثبت شده برای
گرروه دوم برود.  یهراژنبررای  بیشتر از مقرادير بیران

-contingو conting-56236ی برررا شناسررره يهررراژن

 جوانرره و بررالاترين میررزان بیرران را در بافررت 27429
برالاترين میرزان  conting-48585 يی با شناسههاژن

بیان را در بافت گلبرگ دارا بودند. کمترين میزان بیران 
-conting با شناسه یيهاژنها مربوط به در اکثر بافت

بود. علاوه بر ايرن نترايج  conting-29898و  52612
ی هرراژنهررای مختلررم از نظررر بیرران بنرردی بافتگروه

يی شناسايی شده نشان داد که بافت ريشه در گروه مجزا
کمتررين میرزان بیران را  گرفرت وها قرار از ساير بافت

 ،هرا داشرت. پرس از بافرت ريشرهنسبت به سراير بافت
های پرچم و پیراز ترتیب در بافتکمترين میزان بیان به

 PCAهمچنین براساس تجزيه و تحلیر  مشاهده شد. 
( بیان بافت ريشه بسیار متفاوت و دور از سراير 5)شک  
ها بیران تقريبرا برود و بنره و جوانرههای زعفرران بافت

يکسانی داشتند. نترايج پرژوهش حاضرر نشران داد کره 
هرای هروايی در اندام NBS-LRRی هاژنمیزان بیان 

های زمینی ماننرد ها بسیار بیشتر از اندامهمچون جوانه
هرای ريشه بود. بنابراين، نقش کلیدی اين ژن در انردام

 ست.مشهود ا یاهیگ مارگریب هیعلهوايی 



 ....    آلوده زعفران یهابنه در ETI یدفاع ریمس در ریدرگ یهاژن یبرخ  یتحل و يیشناسا: و همکاران پورهمت            62

 

 
 های مختلم زعفرانشناسايی شده در بافت NBS-LRRهای پروفاي  بیان ژن. 3شکل 

Figure 3. Expression profile of NBS-LRR genes identified in different tissues of saffron 
 

 
 های مختلم زعفراندر بافت NBS-LRRی خانواده هاژننقشه حرارتی بیان . 4شکل 

Figure 4. Heat map of of NBS-LRR family gene expression across different saffron tissues 
 

 
 های زعفرانانواع بافتژن در بیان  (PCAهای اصلی )تجزيه به مولفه. 5شکل 

Figure 5. Principal component analysis (PCA) of gene expression in different saffron tissues 
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 ی شناسایی شدههاژنبررسی روند تغییرات بیان 

ی هراژن( in silico) کویلیسرنيرابررسری بیران برر اسراس 
دست آمرده از مطالعره لروو و های بیانی بهشناسايی شده )داده

مشررخ  شررد کرره از بررین ( 6  )شررک(، 2023همکرراران )
هرررايی برررا شناسررره هرررای شناسرررايی شرررده، توالیتوالی

62895contig_  25817وcontig_  48585وcontig_  و
60269contig_  4928وcontig_  پرررس از تیمرررار قرررارچی

بیرران  _5854contigيی بررا شناسرره هرراژنافررزايش بیرران و 
میرزان افرزايش  بیشرترينتری نسبت به شاهد داشرتند. پايین
 پرررس از آن برررهو  _62895contigمربررروط بررره  بیررران
25817contig_ يی با بیران هاژناز بین  اختصاص داشت که

افتراقی بالا، اين دو ژن به دلی  دارا بودن بیران برالاتر، بررای 
 .(Luo et al., 2023) آزمايش ري  تايم انتخاب شدند

 

 NBS-LRRآنالیز بررسی بیان ژن 

پرروتئین نقرش  -معمولا در تعاملات پرروتئین LRRموتیم 
میزان ها است. در اين مطالعه، دارد و مسئول شناسايی بیمارگر

و  _62895contigی انتخرراب شررده )هرراژنبیرران نسرربی 
25817contig_)  پس از انجام واکرنشReal time-PCR  و
برا توجره بره . محاسربه شرد CTهرا بره روش آنالیز داده
توان چنین اظهار نمود که در هرر دو ژن می 8و  7های شک 
ساعت داشته  72ساعت بیان کمتری نسبت به تیمار  48تیمار 

سراعت بیران  72ساعت و تیمار  48است و همچنین در تیمار 
بیشتر شده اسرت. در تیمرار  LRR2در مقايسه با  LRR1ژن 
بیشتر بروده  LRR1میزان بیان  7ساعت با توجه به شک   48

 بالاتر است. LRR2شاهد نسبت به  و همینطور بیان

 زانیرسراعت م 48ساعت نسبت به تیمار  72در تیمار 
 بیشرتر از LRR1ترتیب در شرده و بره شرتریب هراژن انیب

LRR2  بیان کمتری در مقايسه برا  شاهدبوده و همینطور
 (.7)شک   اين دو ژن دارد
 ی متعددی در پاسرخ بره بیمرارگرهاژندر گیاهان، 

شوند و همچنین ممکن است بیران فعال يا خاموش می
ها افزايش يا کاهش پیدا کند. بنابراين بررسی بیان و آن

هرای يکی از روش NBS-LRR از جمله  هاژنمتمايز 
هرای مهم برای مشخ  کردن اساس زيسرتی سیسرتم
-NBSبیولوژيک است. میزان بیران برالا و پرايین ژن 

LRR های دفاعی در پاسخ به عنوان يک عام  مهم در
باشد. ها میپاسخ در بنه زعفران علیه بسیاری از بیمارگر

ای توسررط احمررد و همکرراران در همررین راسررتا مطالعرره
 NBS-LRRی هراژن( به آنالیز گسترده ژنومی 2024)

ساعت بعد از آلودگی با بیمارگر  72و  48در بازده زمانی 
(. Ahmed et al., 2024) سوختگی آلترناريا پرداختنرد

نشان اين مطالعه  RNA-seq هایداده از حاص  نتايج
و  3396تعرداد  ساعت بعد از تلقیح، 48در تیمار  کهداد 

بودنرد  بالا و پرايین یانب یدارا توالی به ترتیب 23239
تروالی  4023ساعت بعد از تلقیح،  72همچنین در تیمار 

نشرران دادنررد  یررانب يشافررزا ترروالی 2116کرراهش و 
(Ahmed et al., 2024 همچنرین در ايرن مطالعره .)

خواص فیزيکوشیمیايی، ساختار ژن و تجزيره و تحلیر  
و حاشیه نويسی عملکردی  هاژنموتیم، هستی شناسی 

مورد بررسی قرار گرفت که نشان از اهمیت اين ژن در 
 های اصلاحی است.برنامه

 

 
 ی منتخب با بیان افتراقیهاژن آتشفشانینمودار . 6شکل 

Figure 6. The volcanic plot for selected differentially expressed genes (DEGs) 
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 Fusarium oxysporum f.sp. Gladioliساعت پس از تلقیح با قارچ  48مربوط به بنه زعفران  NBS-LRR یهاژنبیان نسبی . 7شکل 

Figure 7. Relative expression of the NBS-LRR gene in saffron corms 48 hours post-inoculation with Fusarium 

oxysporum f.sp. Gladioli 
 

 
 Fusarium oxysporum f.sp. Gladioliساعت پس از تلقیح با قارچ  72مربوط به بنه زعفران   NBS-LRRبیان نسبی ژن . 8 شکل

Figure 8. Relative expression of the NBS-LRR gene in saffron corms 72 hours post-inoculation with Fusarium 

oxysporum f.sp. Gladioli 

 
در هر  Real time-PCRمقايسه نتايج حاص  از واکنش 

 LRR1سرراعت نشرران داد کرره  72و  48ی زمررانی دو بررازه
(62895contig_)  بیررران برررالاتری نسررربت برررهLRR2 
(25817contig_) 72دهرد و بیران در برازه زمرانی نشان می 

در  LRR1ی هراژنساعت بود. بیان  48ساعت بیشتر از بیان 
شود بازده زمانی بیشتری بعد از تلقیح با قارچ فوزاريوم بیان می

ی نقرش مهمری در هراژنو احتمالا ايرن  (8و  7 های)شک 
م دفاعی گیراه علیره بیمرارگر دارد کره برا فعال کردن مکانیس

 Ahmed et) ( مطابقرت دارد2024نتايج احمرد و همکراران )

al., 2024.) ای توسررط محمررودی و همچنررین در مطالعرره
ی هراژن( با هدف شناسايی و بررسری بیران 2024همکاران )
lncRNA های سریب زمینری آلروده بره ويرروس در گیاهچه

PVY  پرداختنرد(Mahmoodi et al., 2024) نترايج ايرن .
عردد ژن برا بیران افتراقری،  769مطالعه نشان داد که از میان 

عردد ژن افرزايش بیران  459ژن کراهش بیران و  310تعداد 
ی هراژننشان دادند. طبق نتايج اين بررسی، تعرداد زيرادی از 

شررده در فرآينرردهای بینیهررای پیشlncRNAهرم بیرران بررا 

های دفراعی گیراه میزبران در بیولوژيکی مرتبط با ايجاد پاسخ
برابر تنش نقرش داشرتند. نترايج حاصر  از مطالعره حاضرر و 

( نشان دهنده وجود يرک شربکه 2024محمودی و همکاران )
های برهمکنش گیراه برا بیمرارگر تنظیم کننده ژن را در مسیر

 .(Mahmoodi et al., 2024)دهد نشان می
شناسايی به بنابراين تفاوت اصلی گیاه حساس و مقاوم در 

هرای سازی سريع و موثر مکانیسمموقع بیمارگر مهاجم و فعال
در  LRR1دفاعی گیراه اسرت کره احتمرالا بیران برالای ژن 

نشان دهنده نقش مهم ايرن ژن در پاسرخ  LRR2مقايسه با 
اولیه گیاه به آلودگی قارچی است. همچنین روند بیان متفراوت 

LRR ولکولی متفراوتی توان به مکانیسم منسبت به شاهد می
برای درک و کنترل بیمارگر اشاره نمرود.  نترايج ايرن مطالعره 

های متفراوت دهد که دوره زمانی برای ارزيابی پاسخنشان می
گیاه به آلودگی بیمارگر متفاوت اسرت. بنرابراين بیران و تنروع 

ها در شناسرايی و با توجه به نقش آن LRRهای بالای دمین
تواند به افزايش مقاومت گیاه علیره ، میAvrهای ژن سیگنال
 های خاص بیمارگرها کمک شايانی کند.نژاد
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 هاگیری و پیشنهادنتیجه
ترين گیاهان دارويی جهران اسرت کره بره زعفران از مهم

 دلايلی از جمله نیاز آبی کم، سهولت در عملیات کشرت و

ای در ايرران و برخری کار، سودآوری، به صرورت گسرترده
شرود. چرون تکثیرر زعفرران از ها کشت میديگر از کشور

ها چنردين سراله در گیرد و بنهطريق کشت بنه صورت می
خاک مزارع ماندگار هستند، از اين رو، بیمراری پوسریدگی 
ناشی از قارچ فوزاريوم کشت اين گیراه برا ارزش را تهديرد 

توانرد يکری های مقاوم به بیماری میکند. توسعه واريتهمی
وثر در اين زمینه باشرد. بنرابراين کراوش و های ماز راهکار
های دفاعی گیراه کمرک ی مرتبط در پاسخهاژنشناسايی 

کنرد. در ايرن زيادی به مديريت بیمارگرهرای گیراهی مری
مطالعرره برره بررسرری تدییرررات ترنسررکريپتوم و شناسررايی 

در بنه گیراه زعفرران در  NBS-LRRی ژنی مهم خانواده
 Fusariumقررارچی  هررایپاسررخ ايمنرری علیرره بیمررارگر

oxysporum sp. Gladioli   پرداخته شد. تجزيه و تحلی
-RNAهرای ترنسکريپتوم بنه زعفران با اسرتفاده از روش

seq  صورت گرفت. نتايج اين مطالعه منجر به مستندسازی
ی مستندسرازی هراژنژن شد. از برین ايرن  63326تعداد 

وط بره به ترتیب مربر هاژنشده، بیشترين و کمترين بیان 
ی مستندسرازی هراژنبافت جوانه و ريشه بود. از بین اين 

در بافت جوانره مشراهده شرد و  هاژنشده، بیشترين بیان 
های پرچم و پیراز کمترين بیان بعد از ريشه مربوط به بافت

بود. همچنین در اين مطالعه، برا بررسری میرزان بیران ژن 
NBS-LRR  مقاومت گیاه زعفرران در برابرر آلرودگی بره

کره ايمنری ناشری از  ETIقارچ فوزاريوم در مرحله دفاعی 
های مهمی را ها بینشافکتور است، سنجیده شد. اين يافته

های در پاسخ به بیمرارگر پژمردگری  NBS-LRRدر مورد
تواننرد بره عنروان اهرداف دهند، که مریفوزاريوم ارائه می
های مولکولی و مهندسری ژنتیرک برا مهمحوری برای برنا

 هدف افزايش مقاومت به بیماری در گیاه زعفران باشد.
 

 تعارض منافع
 گونه تعارض منافع توسط نويسندگان وجود ندارد.هیچ
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