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Abstract 

Saffron Crocus sativus L, is one of the most valuable medicinal plants that can be 

propagated only vegetatively by its corm. Various soil-borne pathogens, especially 

Fusarium oxysporum, the causal agent of corm rot, seriously damage saffron cultivation 

worldwide. Transcription factors (TFs) such as Helix Loop Helix (bHLH), regulate the 

expression of many genes including those involved in resistance against pathogens. In this 

study, the transcriptome of saffron corms infected with F. oxysporum was evaluated 48 

and 72 hours post-inoculation. Arabidopsis bHLH sequences were used to identify the 

bHLH members in saffron transcriptomic data. Finally, the expression pattern of the 

candidate bHLH genes was assessed using the Real-Time qRT-PCR method under 

biological stress and control. The results of this study led to the identification of 49 bHLH 

encoding sequences in the transcriptome of saffron corms. Analysis of the expression of 

selected bHLH genes showed that the highest and the lowest expression levels were found 

in the lateral bud and root tissues, respectively. Additionally, the expression analysis of 

candidate genes from the bHLH family in response to corm rot disease revealed a pattern 

consistent with the RNA-seq data. According to the results of the present study, corm rot 

disease in saffron increased the expression of bHLH genes, suggesting that bHLH genes 

are involved in resistance against corm rot disease in saffron. Thus, the findings of this 

study may help in identify key effective bHLH transcription factors involved in responding 

to biotic stresses in saffron. Furthermore, the results of present study can be applied in 

saffron future breeding programs. 
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زعفران آلوده به عامل بیماری های در بنهbHLH برداری های نسخهفاکتورهای بررسی ژنشناسایی و 

 Fusarium oxysporum ،بنه پوسیدگی
 ، سید سجاد سهرابی، میترا خادمیفاطمه مرادی آرا ، فرهاد نظریان فیروزآبادی

 رانای آباد،دانشگاه لرستان، خرم ،یدانشکده کشاورز ،یاهیگ کیو ژنت دیتول یمهندس گروه

 nazarian.f@lu.ac.ir نویسنده مسئول:

  

 28/07/1403پذیرش:          23/07/1403بازنگری:          19/05/1403دریافت: 

 چکیده

های خاکزاد مختلفی، به ویژه بیمارگرشود. ، یکی از ارزشمندترین گیاهان دارویی است که تنها از طریق بنه تکثیر میCrocus sativus زعفران

های رونویسی کنند. فاکتورتوجهی به کشت زعفران در سراسر جهان وارد می خسارت قابل Fusarium oxysporum ،بنه بیمارگر عامل پوسیدگی

(TF) مانند Helix-Loop-Helix (bHLH) کنند. در این ها را تنظیم میارگرهای دخیل در مقاومت در برابر بیمها از جمله ژنبیان بسیاری از ژن

گیاه  bHLHهای ساعت مورد بررسی قرار گرفت. از توالی 72و  48های زعفران آلوده به بیمارگر فوزاریومی در دو بازه زمانی مطالعه ترنسکریپتوم بنه

های زعفران استفاده شد. در نهایت، تغییرات بیان ژنبندی شده های سرهمدر پروفایل بیانی ژن خانواده آرابیدوپسیس برای شناسایی اعضای این

در  bHLH کدکننده یتوال49نتایج این مطالعه منجر به شناسایی  تحت تنش زیستی و شاهد بررسی گردید.  qRT- PCRکاندید با استفاده از روش

بیشترین و کمترین میزان بیان به ترتیب در بافت جوانه نشان داد که  bHLH های انتخابیتجزیه و تحلیل بیان ژن .های زعفران شدرونوشت بنه

 یمشابه یالگو بیماری پوسیدگی بنه،در پاسخ به  bHLHاز خانواده  دیکاند یهاژن انیب لیو تحل هیتجز ن،یعلاوه بر ا. جانبی و ریشه مشاهده شد

شد که  bHLH هایبیماری پوسیدگی بنه در زعفران باعث افزایش بیان ژنبا توجه به مطالعه حاضر،  نشان داد. RNA-seq یهابا داده سهیرا در مقا

توان برای شناسایی های پژوهش حاضر میدر مقاومت علیه بیماری پوسیدگی بنه زعفران نقش دارند. بنابراین، از یافته bHLH هایدهد ژننشان می

 .های بهنژادی آینده استفاده کردهای بیولوژیکی زعفران در برنامهدر پاسخ به تنشbHLH عوامل مهم و موثر رونویسی 

 bHLHبرداری بیمارگر پوسیدگی بنه، بیان ژن، ترنسکریپتوم، زعفران، فاکتور نسخه کلمات کلیدی:

 

 مقدمه

 به متعلق و پایا و علفی گیاهی ،.Crocus sativus L زعفران

صنایع غذایی، آرایشی و بهداشتی  در که است زنبقیان خانواده

 Ramezani et al. 2022; Slimani et)های متنوعی دارد کاربرد

al. 2022)های ارزشمندی . زعفران به دلیل تولید آلکالوئید

ها همچون پیکرکروسین، کروسین و سافرانال در اکثر فارماکوپه

 Frusciante)به عنوان یک گیاه دارویی بسیار مهم یاد شده است 

et al. 2014) در حال حاضر ایران بزرگترین تولید کننده و .

صادرکننده زعفران در جهان است و سهم عظیمی از تولید جهانی 

 .Hatami  et al)بها به ایران اختصاص دارد این محصول گران

. تکثیر زعفران به دلیل تریپلوئید بودن و خودناسازگاری (2024

پذیر ها امکاندهی به صورت رویشی و از طریق بنهدر سیستم گل

 .Koocheki & Seyyedi 2015; Kour et al )  تاس

2018,Ghanbari & Khajoei-Nejad 2021) . بنه زعفران

چندساله در  یدلیل ماندگارو به ینیزمریاندام ز عنوان یکبه

است  یخاکز یهایها و باکترمستعد حمله قارچ شتریخاک، ب

(Tehrani et al. 2020; Gupta et al. 2021) . یدگیپوسبیماری 

ایجاد   Fusarium oxysporum f. sp. gladioli ، توسطزعفران بنه

 یریچشمگ زانیم به را این گیاه محصولشود به طوری که می

. برای تولید گیاهان مقاوم (Tehrani et al. 2020) دهدیم کاهش

های مختلف، باید به بیماری، علاوه بر شناسایی و درک نقش ژن

های مولکولی دفاعی گیاهان را شناخت تا از این طریق مکانیسم

بیمارگر را بررسی نمود و راهکار مناسب را  -بتوان روابط گیاه 

. به (Ng et al. 2018)برای ایجاد مقاومت در گیاه به کار بست 

های ها بر اساس پاسخطور کلی، مبارزه گیاهان علیه بیمارگر

 القاءها شامل واکنش دفاعی اولیه و القایی استوار است. این

اندازی های پیام رسانی هستند که در نهایت سبب راه شبکه

شوند تمام پیکره گیاه می های دفاعی سراسری درپاسخ
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(Robson 2021)تولید پروتئین بهتوان ها می. از جمله این پاسخ-

(، Pathogenesis Related Proteinهای مرتبط با بیمارگر )

-بیان ژن(، Hypersensitive Responseواکنش فوق حساسیت )

و همچنین تولید ترکیباتی همچون سالیسیلیک  Rهای مقاومت 

ها اشاره کرد. (، اتیلن و فیتوالکسینSalicylic acid) SAاسید 

 شیافزارا  اهیگ یدفاع یهاپاسخ یهاکننده فعالاین ترکیبات 

و در نهایت منجر به استحکام دیواره سلولی و افزایش تشکیل  داده

ها به شدت توسط عوامل بیان این پروتئین شوند.لیگنین می

 58حدود  .(Feller et al. 2011)شود رونویسی خاص تنظیم می

که از  اندشناسایی شده اهانیدر گ عوامل رونویسیخانواده از 

 AP2 ERF،APETALA2شامل یخانواده اصل هفت تعداد ،انیم

،bHLH ،MYB ،NAC ، WRKY نیهمچن و CUC2 در پاسخ ،

. (Hao et al. 2021) دارند نقشزیستی و غیر یستیز یهابه تنش

 و انیب، اهانیگ یپاسخ دفاع یاصل یهاکننده میعنوان تنظبه

 یسیرونو جمله از مختلف سطوح در یسیرونو عوامل نیا تیفعال

رونویسی و همچنین تغییرات پس از ترجمه، در مواجهه  از پس و

 Ng et)کند زیستی تغییر میهای مختلف زیستی و غیربا تنش

al. 2018) . 

های ترین خانوادهیکی از مهم bHLHهای خانواده پروتئین

رونویسی هستند که در تنظیم بیان تعداد زیادی ژن در عوامل 

ها دخالت دارند. همچنین این فاکتورهای جریان بروز تنش

 یکیولوژیزیف ی مورفولوژیکی وهاندیفرآ میتنظبرداری در نسخه

 میتنظ، (Ledent & Vervoort 2001) رشد ساقههمانند؛  اهانیگ

 & Fisher) شهیرشد ر (Ledent & Vervoort 2001)ی گلده

Caudy 1998) ستلاکلروپ تشکیل (Toledo-Ortiz et al. 2003) 

از  یناش گنالیانتقال س و (Heim et al. 2003)ه گر آوندی یالگو

تکثیر سلولی، تمایز سلولی و  (Toledo-Ortiz et al. 2003)تنش 

 Belhadjali)کنند نقش مهمی ایفا میسلولی  پیشینهتعیین 

چگونگی روابط زیستی بین گیاه زعفران در حال حاضر، . (2022

هنوز  F. oxysporum ها از جمله قارچو بسیاری از بیمارگر

اگرچه دانشمندان متعددی به روابط بین گیاه نامشخص است. 

اطلاعات ما از  اند، اما هنوزها پرداختهزعفران و برخی از بیمارگر

رو، لازم است از منظر مولکولی چندان زیاد نیست. از این

از با استفاده  RNAهای نوین مولکولی در کنار تعیین توالی روش

های مبهم پاسخ شن شدن بخشبرای رو RNA-Seqفناوری 

با استفاده های مختلف استفاده شود. مولکولی زعفران به بیمارگر

زمانی -طور جامع و پویا تغییرات مکانیبهتوان می فناوری نیا از

 د،اتشخیص د حاصل از حمله بیمارگر راتحت تنش  هابیان ژن

های عملکردی را استخراج و ژنتوان پس از آن میطوری که به

گر مورد بیمار آلودگیمکانیسم تنظیمی گیاهان را در پاسخ به 

از این رو هدف  .(Naidoo et al. 2018) قرار دادتجزیه و تحلیل 

 منظور بهدر گیاه زعفران  bHLHهای پژوهش حاضر شناسایی ژن

بیماری به ها در مقاومت این گیاه دخالت یا عدم دخالت آن نییتع

در  یخانواده ژن این یوانفورماتیکیب یبررسو فوزاریوم 

 F. oxysporum یمارگربزعفران آلوده به  یهابنه یپتومترنسکر
 .باشدمی

 

 هامواد و روش

 های بیوانفورماتیکیتجزیه و تحلیل
 های خام آوری و پردازش دادهجمع

یابی ترنسکریپتوم های حاصل از توالیدر این مطالعه از داده

 .Luo et alاز مطالعات F. oxysporum به بنه زعفران آلوده

بر این، علاوه .استفاده شد Darvishnia et al. (2022)و  (2023)

های شناسایی شده، تر تغییرات بیان ژنمنظور بررسی دقیقبه

پروفایل دانلود و   SRAسکریپتومی مربوطه از پایگاهنهای ترداده

های مختلف زعفران شامل بافتهای مورد مطالعه در ژن بیانی

ایی، ، جوانه اپیکال، جانبی و انتهبرگ، پرچم و کلاله، برگ، گلبنه

خام از  های کوتاهخوانش به منظور بررسی کیفیتاستفاده شد. 

استفاده شد. برای انجام  FastQC (Version 0.11.6) افزارنرم

شامل حذف توالی آداپتور باقی مانده در  فرآیند تریمینگ

 Phredهای با کیفیت پایین )با میانگین های موجود، توالیتوالی

score  های های با میزان بالای نوکلئوتید(، توالی30کمتر از

جفت باز از  100های با اندازه کمتر از ( و توالیNخوانش نشده )

 ( استفاده شد.20)نسخه  CLC Genomics Workbench افزارنرم

( با clean readsهای تمیز شده )بندی )اسمبلی( خوانشسرهم

بر اساس  CLC Genomics Workbenchاستفاده از نرم افزار

  های پیش فرض انجام شد.پارامتر

 

 bHLHژنی  شناسایی خانواده
در زعفران، ابتدا  bHLHبه منظور شناسایی اعضای خانواده 

 bHLHهای پروتئینی و نوکلئوتیدی مرتبط با خانواده ژنی توالی

به آدرس  TAIRآرابیدوپسیس از پایگاه داده 

https://www.arabidopsis.org  دریافت شدند. سپس جهت

های در زعفران، توالی bHLH های شامل دمینشناسایی توالی

زعفران )حاصل از  های ترنسکریپتومدریافت شده علیه داده

های بیانی موجود زعفران در پایگاه داده بندی نوپدید دادهسرهم

SRAافزار(، با استفاده ابزار بلاست نرمTBtools   مورد جستجو

های پروتئینی شناسایی شده براساس دمین قرار گرفتند. توالی
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bHLH  با استفاده از الگوریتمCLUSTAL W  .همردیف شدند

های شناسایی شده، برای اطمینان از صحت توالیعلاوه بر این، 

، با استفاده bHLHهای پروتئینی برای وجود دمین ORFsتمام 

مورد ارزیابی مجدد قرار گرفتند. علاوه بر این  CDDاز پایگاه 

های شناسایی شده بر اساس آنالیز موتیف توالی پروتئینی ژن

Pfam بندی شدندطبقه. 

 

 bHLHهای ژن In silicoبررسی بیان 

های تمیز شده علیه مرجع یابی خوانشپس از نقشه

های شناسایی شده ترنسکریپتومی ساخته شده، مقادیر بیان ژن

تیمار -در هر بافت TPM (Transcripts Per Million)ر مقیاس د

های با مقادیر ها، توالیسازی بیان ژنمحاسبه شد. پس از کمی

logFC و  |±1|تر مساوی بزرگFDR به  05/0تر از کوچک

( شناسایی شدند. در نهایت DEGsهای با بیان افتراقی )عنوان ژن

های مورد مطالعه، از تحلیل تیمارها در بندی ژنبه منظور گروه

 Logای به همراه ترسیم نقشه حرارتی مبتنی بر مقادیرخوشه

(TPM+1) .استفاده شد 

 
 ها زعفرانو ضدعفونی بنه هیته

از مزارع کشت زعفران در مشهد تهیه و  زعفران یهابنه

مدت یک ها بهبدین منظور ابتدا بنه. سپس ضدعفونی شدند

درصد ضدعفونی و سپس سه مرتبه  70محلول اتانول دقیقه در 

ها در محلول و پس از آن بنه با آب مقطر سترون، شستشو شدند

عفونی و دقیقه ضد سهمدت درصد به 5/1 سدیم هیپوکلریت

 مقطر شستشو داده شدند. سپس آب

 

 های زعفرانزنی قارچ فوزاریوم به بنهمایه
 610با غلظت  gladiolif. spoxysporum  .F .از جدایه قارچ 

ها استفاده شد. به منظور زنی بنهلیتر برای مایهاسپور در میلی

ابتدا با استفاده از نوک یک سوزن استریل، منافذی اعمال تیمار، 

برای تلقیح سوسپانسیون قارچ ایجاد و سپس مقدار پنج 

ها سوسپانسیون قارچ توسط سرنگ به بنهلیتر از محلول میکرو

های شاهد از آب مقطر تزریق شد. شایان ذکر است در نمونه

های گروه تیمار و شاهد در سه تکرار استریل استفاده شد. بنه

ای قرار داده شدند و سپس در انکوباتور جداگانه در ظروف شیشه

، 0 یهاگراد نگهداری شدند. در زماندرجه سانتی 28با دمای 

 برداری انجام شد.ساعت پس از اعمال تیمار نمونه 72و  48

 

 هاطراحی آغازگرو  cDNA، سنتز RNAاستخراج 
های زعفران تلقیح از بنه bHLHجهت بررسی بیان خانواده 

های عاری از آلودگی به عنوان شاهد، شده با بیمارگر به همراه بنه

صورت گرفت. برای  cDNAو سپس سنتز  RNAاستخراج 

به شماره  NEB ترایزول )شرکتاز کیت  RNAاستخراج 

(T2010S  نامه شرکت سازنده استفاده شد. کیفیت و مطابق شیوه

استخراج شده با استفاده از ژل یک درصد آگارز  RNAو کمیت 

 260و  280به  260های ی در طول موجو دستگاه اسپکتوفتومتر

به منظور حذف آلودگی نانومتر مورد بررسی گرفت.  230به 

 DNase Iاز آنزیم  ،هاژنومی موجود در نمونه DNAاحتمالی 

شرکت  cDNA سنتزاز کیت  cDNAجهت سنتز استفاده شد. 

 .نامه شرکت سازنده استفاده شدسینا کلون مطابق با شیوه

های انتخاب شده از فایل اسمبلی کننده ژنتوالی ناحیه کدابتدا 

ها برای تکثیر بخشی استخراج و سپس به منظور طراحی آغازگر

استفاده شد. ( 6)نسخه  AlleleIDافزار های مذکور از نرماز ژن

نشان داده شده  1های طراحی شده در جدول مشخصات آغازگر

 .است

 .Real-time PCRمورد استفاده در واکنش  هایآغازگر مشخصات .1جدول 

Table 1. Characteristics of primers used for Real-time PCR analysis.   
 

 

  bHLHهای بررسی الگوی بیان ژن
 Real-time روش به کمک های منتخب،بررسی بیان ژن

PCR  با استفاده از کیتوSinaSYBR Blue IIS-qPCRMix 

(2x)  ترکیب و مقادیر مورد نیاز صورت گرفتشرکت سیناکلون .

 5/12میکرولیتر شامل  25جهت انجام واکنش در حجم 

میکرولیتر  PCR (Master Mix( 2x،1میکرولیتر از مخلوط آماده 

Primer Sequence (5'-3') Tm (°C) 

Contig_1641 F1: TGATAGCCACAGCCTTGC 

R1: CCGAGGATTCACCGTTGC 

55 

Contig_25629 F1: ATCTTGCTTCGTCTTGTC 

R1: ATGGAGGCTATTGGTTATATC 

58.8 

Elf1-α F: TGAACCATCCAGGACAGATTG 

R: TCTTAACCATACCAGCATCACC 

57 
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 10میکرولیتر آغازگر برگشت هر یک با غلظت  1آغازگر رفت و 

میکرولیتر  5/2از نوکلئاز و پیکومول، هشت میکرولیتر آب عاری 

cDNA  ها در میکرولیتر بود و واکنشنانوگرم بر  20با غلظت

انجام گرفت. برنامه  Qiagenشرکت  Rotor-Gene Qدستگاه 

سازی اولیه در دمای واسرشته ها شاملحرارتی جهت تکثیر ژن

چرخه شامل  35دقیقه؛  پنجمدت گراد بهدرجه سانتی 95

ثانیه،  15گراد به مدت درجه سانتی 95دمای سازی در واسرشته

ثانیه )دمای این مرحله از  20مدت ها به الگو بهاتصال آغازگر

و برای هر جفت  1چرخه بسته به ترکیب آغازگر بر اساس جدول 

گراد به مدت درجه سانتی 72( و بسط در دمای بود متغیر آغازگر

 elf1-اخلی در این آزمایش ژن کنترل دثانیه انجام شد.  30

 & Livak)ها استفاده شد سازی مقادیر بیان ژنجهت نرمال

Schmittgen 2001) .تکرار  دور زیستی و این آزمایش در سه تکرا

های حاصل از آزمایش با فنی انجام گردید. تجزیه و تحلیل داده

)نسخه  Microsoft Excelو LinRegPCRاستفاده از نرم افزار 

 .انجام شد (2020

 نتایج 

 بندی نوپدید ترنسکریپتوم زعفرانسرهم
بندی پروفایل بیانی زعفران با استفاده از ادغام سرهم

 CLC Genomicsبا استفاده از نرم افزارپردازش شده های خوانش

Workbench  توالی منحصر به فرد شد.  63326منجر به ایجاد

محاسبه  Mb 65/64همچنین حجم کل پروفایل بیانی زعفران 

 NRشده علیه پایگاه نتایج بلاست اسمبلی ساخته (.2شد )جدول 

با حد  رونوشت درصد( 89/55) 35394 تعداد نشان داد که

 NRرکورد مشابه در پایگاه  ، دارایE-value ≤ 1.0 E-5آستانه 

در مطالعه حاضر نشان داد  یبلاست اسمبل یجنتا ینبودند. همچن

 Asparagusیمارچوبه باغ گیاهشباهت را با  یشترینکه زعفران ب

officinalis خرما و پس از آن با نخل Phoenix dactylifera 

علیه پایگاه های ایجاد شده سازی رونوشتمستند .داشت

 هارونوشتاز  درصد 89/55نشان داد که  تکراریهای غیرپروتئین

رکورد مشابه  حداقل یک ، دارایE-value ≤ 1.0 E-5با حد آستانه 

 .(1بودند )شکل  تکراریهای غیرپروتئیندر پایگاه 
 

 های خوانش شده مرجع ترنسکریپتومی زعفران.ای از کمیت و کیفیت دادهخلاصه. 2جدول 
Table 2. A summary of the quantity and quality of read data of saffron transcriptome reference. 

Parameters 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) 1020.93  

Number of transcripts greater than 1kb 23146  

Number of transcripts with ORF 22388  

N90 482  

N70 935  

N50 1413  

N30 2100  

N10 3571  

%GC 43.36  

 

 bHLHشناسایی اعضا خانواده ژنی 

منجر به های زعفران تجزیه و تحلیل بیوانفورماتیکی رونوشت

در پروفایل بیانی این گیاه شد.   bHLHپروتئین 49شناسایی 

با  bHLHدمین  2تا  1ها شامل بطور میانگین این رونوشت

آمینه بودند. بیشترین تعداد دمین مربوط اسید 60تا 40میانگین 

با   contig_13373 و contig_1148شناسه ژنی  های بابه توالی

بیشترین تعداد اسیدآمینه مربوط به توالی با ، و bHLHدو دمین 

آمینه بود. بیشترین تعداد اسید 83با  contig_62381 شناسه

موتیف  22با  contig_13360 موتیف مربوط به توالی با شناسه

های شناسایی شده با استفاده همچنین تجزیه و تحلیل ژنبود. 

گردید  موتیف حفاظت شده 3منجر به شناسایی  pfamاز پایگاه 

 (.2)شکل 

 bHLHهای های مورد مطالعه از نظر بیان ژنطور کلی بافتبه

طوری که بافت ریشه در یک بهمتفاوت قرار گرفتند.  در دو دسته

ها در گروه مجزای دیگری قرار گرفتند. علاوه گروه و سایر بافت

شناسایی شده نشان  bHLHهای بر این، نتایج بررسی بیان ژن

های مورد بررسی در پنج گروه مجزا قرار گرفتند. با داد که ژن

های مورد بررسی، (، در میان ژن3توجه به نقشه حرارتی )شکل 

ترین میزان بیان در دارای کمconting-1664 توالی ژنی با شناسه 

دارای  conting-1111ها و توالی ژنی با شناسه تمامی بافت
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ی جانبی و بنه بود. نتایج های جوانهزان بیان در بافتبیشترین می

های اصلی های مختلف از طریق تجزیه به مولفهبندی بافتگروه

ای بود. در نتایج ( نیز در مطابقت با تجزیه و تحلیل خوشه4)شکل

های های اصلی نیز بافت ریشه دور از سایر بافتتجزیه به مولفه

بندی مجزایی قرار گرفت، هر چند گروهمورد بررسی در گروه 

 ها در این روش با تفکیک بهتری انجام شد.سایر بافت

 

 GO. گاهیپا هیها علآن یابیو نقشه NRداده  گاهیپا هیزعفران عل پتومیترنسکر BLASTX جینتا. 1شکل 

Figure 1. BLASTX results of saffron transcriptome against NR database and their mapping against gene ontology 

database. 
 

 
 

  .زعفران اهیدر گ bHLHخانواده  هانیپروتئ شده حفاظت یهافیموت از یکیشمات ینما. 2 شکل
Figure 2. Schematic representation of the conserved motifs of bHLH family proteins in the saffron plant. 
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 .مختلف زعفران یهادر بافت bHLH خانواده یهاژن انیب یحرارت نقشه. 3 شکل
Figure 3. Heat map of the expression of bHLH family genes in different tissues of saffron. 

 

بندی ( گروه4شود، نمودار )شکل همانطور که مشاهده می

دهد. تر نشان میطور دقیقبهها ها را براساس میزان بیان ژنبافت

های ذکر حرارتی، میزان بیان ژن در این نمودار نیز همچون نقشه

ها بود. کسینوس تر از سایر بافتشده در بافت ریشه بسیار متفاوت

دهد و هرچه زوایای بین خطوط میزان همبستگی را نشان می

زاویه بین خطوط کمتر باشد میزان همبستگی بیشتر است 

های مد نظر در دو بافت برگ و پرچم بطوری که میزان بیان ژن

(Stamen stigma.دارای همبستگی بسیار بالایی هستند ) 
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  .یاصل یهامولفه به هیتجز بر یمبتن زعفران اهیمختلف گ یهابافت در شده ییشناسا یهاژن انیب یبندگروه .4شکل

Figure 4. Grouping of gene expression identified in different tissues of saffron plant based on principal component 

analysis (PCA). 
 

در  bHLH های شناسایی شدهتوزیع پراکندگی بیان ژن

در شکل پنج نشان داده شد. ویولون  زعفران مختلف یهابافت

( lateral-bud) های اولیهدهد که در بافت برگپلات نشان می

های شناسایی شده از پراکندگی بالایی برخوردار بوده و بیان ژن

های شناسایی شده کمترین در مقابل بافت ریشه از نظر بیان ژن

بیشتر های شکمی نشان دهنده فراوانی پراکندگی را دارد. قسمت

باشد، بر این اساس بیشترین مقادیر مقادیر بیان در آن مقدار می

های اولیه ( و برگtop-bud( به جوانه راسی )LogTPM+1بیان )

(lateral-bud تعلق گرفت. با توجه به شکل ظاهر و نسبت ایجاد )

های توان گفت که توزیع بیانی ژنشده در ویولون پلات می

( و بنه apical-budجوانه انتهایی ) هایشناسایی شده در بافت

(corm تقریبا مشابه بود. با توجه به نتایج این بخش همچنین )

 bHLHهای توان گفت که بافت ریشه کمترین میزان بیان ژنمی

 های مورد مطالعه به خود اختصاص داد.را در میان بافت

 

 
 

 مختلف زعفران. یهاشده در بافت ییشناسا bHLH یهاژن انیب یپراکندگ عی. توز5شکل
Figure 5. Distribution of bHLH gene expression distribution in different tissues of saffron 
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های شناسایی شده از خانواده توزیع پراکندگی بیان ژن

bHLH  های شکمی نشان داده شد. قسمت 6در زعفران در شکل

باشد نشان دهنده فراوانی بیشتر مقادیر بیان در آن مقدار می

های شناسایی شده مربوط براین اساس بیشترین میزان بیان ژن

و در مقابل کمترین میزان بیان  contig-35484به ژنی با شناسه 

 بود. contig-1664های شناسایی شده مربوط به ژن با شناسه ژن

 

 در زعفران. bHLHشده از خانواده  ییشناسا یهاژن انیب یپراکندگ عیتوز سهیمقا .6شکل
Figure 6. A comparison of the expression patterns of the identified bHLH family genes in saffron. 

  

 
 بود. E-Value<0.05و  Log2FC>=1شامل  DEGهای حدود آستانه برای تعیین ژن. یافتراق انیبا ب bHLH یهاژن عیتوز .7 شکل

Figure 7. Distribution of differentially expressed bHLH genes. Threshold values for determining DEG genes included 

Log2FC>=1 and E-Value<0.05. 
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های شناسایی شده در به منظور بررسی تغییرات بیان ژن

عامل پوسیدگی بنه زعفران پس از برآورد مقادیر بیان پاسخ به 

های شناسایی شده، بیان نسبی هر ژن نسبت به حالت شاهد ژن

-Downهای دارای افتراق بیان )سنجیده و در نهایت ژن

Regulated وUP-Regulated  نمودار تغییرات برای خانواده ژنی )

bHLH  (. بر اساس نمودار آتشفشانی7ترسیم شد )شکل ،

های، های با شناسهبیشترین میزان بیان به ترتیب مربوط به ژن

contig-61692 وcontig-1641  بیان به ترتیب  و کمترین میزان

 contig-33840،contig-25629های های با شناسهمربوط به ژن

،contig-32995  وcontig-28397  .بود 

 bHLHهای کاندید تجزیه و تحلیل تغییرات بیان ژن

ترتیب فشانی بیشترین میزان بیان بهاساس نمودار آتشبر

 conting_25629و   conting_1641هایمربوط به توالی با شناسه

بود. بنابراین جهت تایید نتایج حاصل، میزان بیان دو ژن کاندید 

 .Fساعت پس از تلقیح با قارچ 72و  48مورد نظر دو بازه زمانی 

oxysporum (. 8لعه قرار گرفت )شکل نسبت به شاهد مورد مطا

ساعت پس از تلقیح  48در  conting_1641روند بیان نسبی ژن 

با بیمارگر نسبت به شاهد کاهشی بود، در صورتی که میزان بیان 

 ساعت پس از تلقیح نسبت به شاهد افزایش یافت. 72این ژن در 

 

 

 .Fusarium oxysporumپس از تلقیح با  ساعت 48 یهاماریدر تمربوط به بنه زعفران  bHLH یهاژن ینسب انیب .8 شکل
Figure 8. Relative expression of bHLH genes in saffron corms 48 hours post inoculation with Fusarium oxysporum.  

 

 وconting_1641 های نتایج حاصل از بررسی بیان ژن

conting_25629   ساعت نیز نشان داد که میزان هر  72در تیمار

های حاصل از بررسی بیان دو ژن نسبت به شاهد بیشتر بود. داده

ساعت نشان داد که به طور کلی در تیمار  72و  48در دو تیمار 

ساعت بیشتر بود  48ها نسبت به تیمار ساعت میزان بیان ژن 72

یان ژن توان گفت روند ب(. بر اساس نتایج می9)شکل 

conting_25629  با گذشت زمان افزایشی بوده است. همچنین

برداری توان چنین اظهار نمود که این ژن در هر دو زمان نمونهمی

 .نسبت به حالت شاهد افزایش بیان نشان داده است

 
 .Fusarium oxysporumساعت پس از تلقیح با  72های مربوط به بنه زعفران در تیمار bHLHهای بیان نسبی ژن .9شکل 

Figure 9. Relative expression of bHLH genes in saffron corms 72 hours post inoculation with Fusarium oxysporum. 
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 بحث

محصولات مهم زراعی در دنیا است ترین زعفران یکی از مهم

-زیستی قرار میهای مختلف زیستی و غیرکه تحت تاثیر تنش

های زیستی، . در میان تنش(Ahrazem et al. 2010)گیرد 

  F. oxysporumبیماری پوسیدگی بنه زعفران که توسط قارچ

شود، یک تهدید جدی برای تولید این محصول است ایجاد می

(Gupta et al. 2021)ها، گیاهان . برای مقابله با بیمارگر

های مهم درگیر در های مختلفی را از طریق تنظیم ژنمکانیسم

-برداری اتخاذ میهای نسخهمقاومت به بیماری، توسط فاکتور

در مقاومت گیاهان  bHLHبرداری کنند. نقش بالقوه عوامل نسخه

این مطالعه بود  انگیزه اولیه ،F. oxysporumعلیه بیمارگر قارچی

(Hudson & Hudson 2015). ای که در همین راستا، در مطالعه

های به بررسی بیان ژن Kaushal & Swennen (2021) توسط

در دو رقم F. oxysporum مرتبط با پاسخ گیاه علیه بیمارگر 

. نتایج حاصل از این پرداختندمقاوم و حساس گیاهچه موز 

ژن با بیان متفاوت وجود دارد که از  3034مطالعه نشان داد که 

 & Kaushal)بودند  bHLHژن متعلق به خانواده  58این بین، 

Swennen 2021)رداری همچون ب. عوامل نسخهbHLH ،MYB 

های زیستی، افزایش بیان یا به در پاسخ به تنش عمدتاً  NACو

عبارت دیگر تنظیم مثبت داشتند، در حالی که عامل 

عمدتا کاهش بیان نشان داد.  AP2/EREBPبرداری نسخه

 bHLHهمچنین نتایج این مطالعه نشان داد که عوامل رونویسی 

وئید، فلاونوئید، آنتوسیانین و پاسخ در تنظیم بیوسنتز فنیل پروپان

 .(Kaushal et al. 2021)های بیمارگر دخالت دارند گیاه به تنش

در گیاه تنباکو آلوده به  CmbHLH87یان تجزیه و تحلیل ب

 Podosphaera سفیدک سطحی که توسط عامل بیماری

xanthii (Castagne) U.Braun & Shishkoff شود، ایجاد می

در گیاهان تنباکو تراریخته آلوده  CmbHLH87نشان داد که 

دهد، علاوه بر این نکروز ها کاهش میعلائم بیماری را در برگ

et al. Guo )دهد را افزایش می 2O2Hیع و تجمع سلولی را تسر

های مختلف در گونه bHLHاعضای خانواده  . تعداد(2020

های ژنومی در برخی از متفاوت است، بطوریکه تعداد بررسی

 Toledo-Ortiz)ژن  162گیاهان نشان داد که در آرابیدوپسیس 

et al. 2003) ژن  175، در سیب (Yang et al. 2017) در توت ،

 Wang)ژن  94و در انگور  (Zhao et al. 2018)ژن  113فرنگی 

et al. 2018)  از اعضای خانوادهbHLH  .در مطالعه وجود دارند

در ترنسکریپتوم  bHLH توالی ژنی متعلق به خانواده 49حاضر 

پراکندگی بیان های حاصل از توزیع آنالیز .ندزعفران شناسایی شد

ها مختلف و ویولون پلات در بافت bHLHهای شناسایی شده ژن

های اولیه و های برگبافتزعفران نشان دهنده افزایش بیان در 

جوانه راسی و در مقابل کاهش بیان در ریشه بود. تفاوت در تعداد 

های مختلف گیاهی ضمن ماهیت شناسایی در گونه bHLHها ژن

های توان به رویدادواده ژنی در قلمرو گیاهی، میو پویایی این خان

تکثیر و تکراری ژن، اندازه ژنوم و از دست دادن ژن در طول 

همچنین . (Li et al. 2020; Tan et al. 2023)تکامل نسبت داد 

های در بافت bHLH شناسایی شدههای روند بیان متفاوت ژن

های برابر تنش مختلف نشان از نقش متفاوت این خانواده ژنی در

. بیان هر ژن به (Guo et al. 2024)زیستی است زیستی و غیر

، برای این منظور (Liu et al. 2022)ساختار ژنی آن بستگی دارد 

مورد بررسی قرار گرفت  bHLHتعداد دمین، موتیف خانواده ژنی 

ها مشخص شود. در این ژنتیکی و عملکردی آنهای تا ویژگی

های ژنی به مطالعه بیشترین تعداد دمین و موتیف در ساختار

عدد مشاهده شد که توزیع پراکندگی بیان این  22و  3ترتیب 

های مختلف به جز ریشه از پراکندگی بالایی ها در اندامژن

ا فراوانی های شناسایی شده ببرخوردار بود. بنابراین بیان کانتیگ

در ایجاد  bHLHها تواند نشان دهنده مسیر خاص بیان ژنبالا می

های زیستی در طول تکامل باشد. نتایج پاسخ کارآمد به تنش

 Kaushal & Swennen)مطالعه حاضر در مطابقت با نتایج مطالعه

 بود.  (2021

بیوتروف و فاقد فاز علائم بیماری است بیمارگر فوزاریوم همی

است فاز بیوتروف آن چند روز طول بکشد، روند تغییرات ممکن 

زنی ساعت بعد از مایه 72و  48های زمانی ها در بازهبیان این ژن

مورد بررسی قرار  Real-time RT-PCRهای با استفاده از واکنش

ی بیان این دو ژن در بازه زمانی مورد مطالعه نتایج مقایسهگرفت. 

 48ت است به طوریکه در بازه زمانی ی با شاهد متفاودر مقایسه

نسبت به  conting_1641ساعت افزایش میزان بیان ژن  72و 

بود در حالی که روند بیانی ژن  2/4و  3شاهد به ترتیب 

conting_25629  نسبت به شاهد، ابتدا پس از تلقیح بنه با

ساعت دوباره افزایش  72بیمارگر قارچی کاهش یافته اما پس از 

ان مشاهده شد که نشان دهنده نقش کارآمد خانواده بیان ژن بی

 باشد.های زیستی میدر ایجاد پاسخ به تنش bHLHژنی 

های داوودی بر روی گل Miao et al. (2023) در مطالعه

Chrysanthemum  ساعت بعد از  72و  3، 0رقم جینا در بازه

صورت گرفت مشخص  RNA-seqآنالیز  F. oxysporumتلقیح با 

، فنل و محتوای MDA ،PPO ،PAL ،PODشد که میزان بیان 

داوودی در مراحل اولیه افزایش و میزان قند پرولین در گل 

 bHLHبرداری محلول کاهش یافته است. همچنین عوامل نسخه

برداری در پاسخ به ترین عوامل نسخهبه عنوان یکی از اصلی
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. (Miao et al. 2023)شناسایی شدند F. oxysporum تلقیح 

برداری در روزهای اولیه بعد از تلقیح با نسخهافزایش بیان عوامل 

ها در پاسخ گیاه به قارچ نشان دهنده نقش اولیه و مهم این ژن

 بیمارگر است که با نتایج مطالعه حاضر مطابقت دارد. همچنین

 یبس یاهدر گ bHLH یهاژن یانب یزآنال دیگری، در مطالعه

 .Vشانکر یماریآلوده به ب Malus sieversii یورسیمالوس س

mali ژن 94 ییمنجر به شناسا bHLH ترنسکریپتوم این گیاه  در

های خوشه بندی شدند. ژنطبقهشد که به چهار خوشه اصلی 

نشان دادند در صورتی که بیان بالایی را  5-0اول در روزهای 

های خوشه سوم های خوشه دوم کاهش بیان نشان دادند. ژنژن

های خوشه چهارم در افزایش بیان داشته و ژن 2-0در روزهای 

به بعد افزایش بیان دوم  روز از کاهش بیان داشته و 1-0روزهای

زا، الگوی بیان بیماری در نتیجه یک عفونتنشان دادند. 

دهد می ممکن است متفاوت باشد، که نشان  MsbHLHهایژن

. (Jia et al. 2023) ها متفاوت استهای آنزمان پاسخ و مسیر

شناسایی  bHLHهای طبق تجزیه و تحلیل و بررسی بیان ژن

توان گفت که این خانواده از عوامل شده در مطالعه حاضر، می

 .F برداری در تنظیم مثبت پاسخ به تنش ناشی ازنسخه

oxysporum  توان چنین اظهار نمود دخیل هستند. در نهایت می

دید  های پژوهش حاضرانجام شده و یافتههای تجزیه و تحلیلکه 

توان میدهد و ارائه می bHLHجامعی از خانواده عوامل رونویسی 

ای برای مطالعات عملکردی آینده اعضای این پایهعنوان از آن به

.استفاده نمودخانواده 
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