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A B S T R A C T   
Pod distortion syndrome (PDS) is a particular type of growth in which soybean 
plants remain green long after pod maturation. Green stems even sometimes leaves 
and green petiole impose different problems at harvesting and lead to yield 
reduction. Protein expression profile of PDS soybean cultivar Katul compared with 
non-PDS soybean to investigate the molecular mechanisms of this syndrome. 
Therefore, soybean leaf samples were collected at R6 vegetative stage from the 
field through surway sampling and protein extracted by phosphate buffer method. 
A total of 124 reproducible protein spots were distinguished by 2-dimentional 
electrophoresis through isi-electric focusing in the first and sds-PAGE in the 
second dimentions. Thirty-four spots indicated by induction factor in which 11 
protein spots indicated significant expression changes, statistically. Proteins 
interfering in PDS were classified into metabolism and energy production, protein 
destination and storage, signal transduction, ROS scavenging and detoxification 
categories. Glutamate dehydrogenase, malate dehydrogenase, methionine 
syntetase, stem 31 kDa glycoprotein, 14-3-3-like protein, germin like proteins, 
thiroredoxin and ond one protein with unknown function were identified through 
mass spectrometry in which all the proteins were shown decrease in expression 
change. The finding suggests that the key regulators of PDS in soybean plants are 
14-3-3 and jermin like protein. 
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  چكيده

ها پس از اي از رشد است كه گياهان مدتسويا نوع ويژهبندي عارضه ناهنجاري يا سندروم غلاف
هاي ها و دمبرگبرخي اوقات برگهاي سبز و حتي مانند. ساقهسبز باقي ميهمچنان ها، غلافرسيدگي 
متعددي در زمان برداشت ايجاد كنند و منجر به كاهش عملكرد شوند. به منظور  شكلاتتواند مسبز مي
هاي پروفايل بيان پروتئينمقايسه  ،سويا در رقم كتولبندي سندروم غلاف سازوكار مولكوليبررسي 

به روش  R6 در مرحله رويشي سوياهاي برگ نمونهگرفت. براي اين منظور  انجام لاگياهان سالم و مبت
. الكتروفورز دو نداستخراج شدبافر فسفات  آنها به روش بافت ريشه و پروتئين از مزارع برداشتپيمايشي 

 SDS-PAGEدر بعد اول به روش متمركزسازي بر اساس نقطه ايزوالتريك و در بعد دوم به روش  بعدي
لكه پروتئيني  34پذير شد. فاكتور القا منجر به تشخيص تعداد  پروتئيني تكرارلكه  124منجر به مشاهده 

لكه پروتئيني از نظر آماري تغيير بيان  11، تعداد tبا تغييرات بيان قابل ملاحظه گرديد و با انجام آزمون 
لق به گروه پروتئين هاي دخيل در ناهنجاري غلاف بندي از نظر كاركرد بيولوژيكي متعمعني دار داشتند. 

، مهار انتقال سيگنال ،سازي پروتئينتوليد انرژي، تقسيط و ذخيرهو در متابوليسم  ي دخيلهاپروتئين
در پاسخ به سندروم غلاف بندي، پروتئين هاي گلوتامات  .بودند گونه هاي فعال اكسيژن وسم زدايي

 like-3-3-14اي،ساقه يلو دالتونيك 31گليكوپروتئين متيونين سنتتاز، ت دهيدروژناز، مالا دهيدروژناز،

protein پروتئين شبه جرمين، تيوردوكسين و يك پروتئين ناشناخته  به روش طيف سنجي جرمي ،
بيان  كاهشدهد كه نتايج نشان ميشناسايي و همه آنها كاهش تغييرات بيان نشان دادند. 

يدي به شمار مي هاي كل كننده يماز تنظپروتئين شبه جرمين كه و   like protein-3-3-14هاي پروتئين
   بندي سويا دارند.سندروم غلافدر تظاهر  اساسي رانقش مبتلا  گياهان ريشهدر  روند
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   مقدمه
مـيلادي بـه حـدود هشـت      2025جمعيت جهان تا سـال  

از مرز نه ميليـارد نفـر خواهـد     2050ميليارد نفر و در سال 
اي از ايـن افـزايش جمعيـت در    گذشت كه بخـش عمـده  

بينـي  پيش افتد.كشورهاي فقير و در حال توسعه اتفاق مي
شود سطوح قابل كشـت بـراي محصـولات كشـاورزي     مي

بـه مسـاحت    1960هكتـار در سـال    45/0دنيا از متوسط 
 ـ  2050هكتار براي هر نفر در سال  18/0  دكاهش پيـدا كن

)Alexandratos and Brainsma, 2012( ،ــران . در اي
هاي گياهي با توجه به افزايش جمعيت و نيز مصرف روغن
غذايي مردم در حال افزايش است. همچنـين،  تغيير الگوي 

هـاي حيـواني انتظـار    دليل پرهزينه بودن توليد پـروتئين به
هـاي گيـاهي   رود كمبودها از طريق استفاده از پروتئينمي

تامين شود و با توجه به جايگـاه ارزشـمند سـويا، اهميـت     
تحقيقات روي عوامل موثر بر افزايش توليد سويا در سطح 

  ). 1378مي دهد (احمدي،  كشور را نشان
از  يـك سـاله   دولپه، گياهي ).Glycine max Lسويا (

باشد. جايگاه  روغني مي هاي جزو دانه آسانان پروانه خانواده
ارزشمند اين محصول به دليل روغن زياد و پروتئين فراوان 

درصـد از وزن دانـه را    40و  20ترتيب دانه آن است كه به
غـلاف  د از جملـه سـندروم   گردد. عوامـل متعـد  شامل مي

گردنـد. ايـن   منجر به كـاهش عملكـرد سـويا مـي     1بندي
سندروم با ظهور حـالات مختلفـي از جملـه رشـد علفـي،      

ها، تشكيل و تجمـع  ها و غلافكوتولگي، ريزش شديد گل
هـاي غيـر طبيعـي، كوتـاه شـدن فاصـله       ها و غـلاف گل

ه ها، عدم تشكيل دانه در غلاف و نظـاير آن همـرا  ميانگره
هـاي متفـاوتي از جملـه    فرضيه ).Messina, 2010است (
)؛ Leonard et al., 2011(هــاي آگرونــوميكي فرضــيه
)؛ زيسـتي ماننـد آفـات و    Richard et al., 2004اقليمي (
ــاري ــا (بيم ــوژيكي Giesler et al., 2002ه )؛ فيزيول

)Morrison and Bartlet, 2009; Holshouser, 

) در رابطـه بـا   Leonard et al., 2011) و ژنتيكي (2009
سندروم تظاهر اين سندرم پيشنهاد شده است. به هر حال، 

سوياي سبز در واكنش گياه نسـبت بـه عوامـل مختلـف و     

                                                                             
1. Green Soybean Syndrome 

يابـد.  هاي متفاوت در گياه تظاهر ميتغييرات بيان پروتئين
بنابراين، تحليل پروتئوميكس از راهكارهـاي تعيـين علـل    

تواند باشد. پروتئـوميكس  موثر در پيدايش اين سندروم مي
هـاي  ابزار قدرتمندي براي مطالعه تغييرات بيـان پـروتئين  

هـاي زيسـتي و غيـر زيسـتي و     مختلف در پاسخ به تـنش 
 Xingهاي فيزيولوژيكي و متابوليكي است (تعريف فرايند

et al., 2002  در اين راستا، هدف از انجام اين پـژوهش .(
ها در بافت ن پروتئينتحليل تغييرات مولكولي در سطح بيا

تـا   باشـد ي سوياي داراي ناهنجاري غلاف بندي ميريشه
به امكان سنجي تعيين پروتئين هاي كانديـداي دخيـل در   

ــا شناســايي  شــكل گيــري ايــن عارضــه پرداختــه شــود. ب
هاي پاسخ دهنده و داراي تغييرات بيـان در نتيجـه    پروتئين

پاسخ با اين  اين عارضه، نقش مولكولي  اين پروتئين ها در
  عارضه ژنتيكي مورد بحث قرار مي گيرد.

  
  ها پژوهش بر مروري

پروژه جامعي به مـدت سـه سـال     1366در ايران در سال 
) به منظور بررسي علل ايجـاد ايـن   1368تا  1366زراعي (

سندروم اجرا شد. بر اساس نتايج، تيمارهاي به كار رفته در 
هاي سـويا  در بوتهپروژه نتوانست شرايط مشابه سندروم را 

ها، از به وجود آورد و فقط در نتايج مربوط به بخش بيماري
هاي آلوده سه ويروس اسـتخراج گرديـد كـه احتمـال     بوته
هاي سويا به اين سندروم باشند رفت عامل آلودگي بوتهمي

). تحقيقات در ساير كشور ها نشـان داده  1367(چراغعلي، 
به بيمـاري مرمـوزي   است كه گياهان مبتلا به اين عرضه 

 Morrison andانـد ( بـا دلايــل ناشــناخته مبــتلا شــده 

Bartlet, 2009  .(  
مطالعات نشان داده است كه واريته هاي مختلف سويا در 
تظاهر سندروم سوياي سبز از همـديگر متفـاوت هسـتند و از    

 Jadhav et دلايل تظاهر اين عارضه منشاء ژنتيكـي اسـت   

al., 2013)؛ Leonard et al., 2011   اصـلاح ژنتيكـي .(
سويا و توليد سوياي مقاوم به اين عارضه يكي از محورهـاي  

نژادي و مهندسي ژنتيـك ايـن گيـاه مـي      اصلي تحقيقات به
باشد. دلايل ايجاد اين سندروم به طور دقيق مشخص نشـده  

بايستي دلايـل ايـن ناهنجـاري را مـورد     است و محققان مي
ــد (  ــرار دهن  ;Jadhav et al., 2013توجــه و بررســي ق
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Maurício et al., 2017; Ghayeb Zamharir et al.,. 
). آنچه كه مسلم است سندروم سوياي سبز، از واكنش  2022

گردد و بـه  گياه نسبت به عوامل ژنتيكي و محيطي ناشي مي
هـاي  رسد كه صرفنظر از دلايـل مختلـف، پـروتئين   نظر مي

بررسـي تجزيـه و   يابنـد. بنـابراين،   مختلف در گياه تغيير مـي 
تحليــل پروتئــوم گيــاه بــا ابــزار هــاي پروتئوميــك يكــي از 

هاي درگير در اين سـندروم در  راهكارهاي تشخيص پروتئين
دهد كه تا كنـون  ها نشان مي باشد. بررسيسطح مولكولي مي

در زمينه سندروم سوياي سبز مطالعـات مچنـداني از طريـق    
رهيافـت بـا    تكنولوژي پروتئوميك صورت نگرفته است. ايـن 

هاي درگير در تظاهر سندروم سوياي سبز شناسايي پروتئين
كند تا ساز و كار تحمل به سندروم سوياي سـبز  كمك مي

در سطح مولكولي مورد بررسي قرار گيرد و درك بهتري از 
پاسخ گياه بـه ايـن سـندروم حاصـل شـود. در پاسـخ بـه        

هـا افـزايش يـا كـاهش     هاي مختلف، بيان برخي ژن تنش
هـاي  ها در گياهان به وسـيله تـنش  يابد. تغيير بيان ژنمي

هاي خاص ساختاري، آنزيمـي  مختلف، باعث تغيير پروتئين
و يا ميزان فعاليـت آنهـا در مسـيرهاي متـابوليكي خـاص      

  ).Seki et al., 2003گردد ( مي
) Toorchi et al., 2009تــورچي و همكــاران ( 

با پلي اتـيلن   مكانيسم پاسخ سويا به تنش اسمزي در تيمار
هــاي گليكـول را مـورد بررسـي قـرار دادنـد. تجزيـه لكـه       

 37پروتئينــي ريشــه بــا الكتروفــورز دو بعــدي نشــان داد، 
پروتئين شناسايي شده كه بـا روش تـوالي    415پروتئين از 

يابند، اي پپتيدي تغيير مييابي ادمن و انگشت نگاري توده
ي/دفـاع بودنـد.   هاي مرتبط با بيمارمتعلق به گروه پروتئين

بر اساس نتايج آنها در شرايط تنش اسمزي در مراحل اوليه 
متيل ترانسفراز كه در چـوبي  -او-كوا-رشد ميزان كافنوئيل

شدن نقش دارد به عنوان يك پاسخ سازگاري كاهش ولي 
اس كه در كـاهش   20از آلفا پروتئازوم  Aميزان زير واحد 

افـزايش   هاي ناشي از تـنش اكسايشـي نقـش دارد،   آسيب
 ,.Mohammadi et alيابـد. محمـدي و همكـاران (   مي

هاي سه روزه سويا را تحـت تيمـار تـنش    ) گياهچه2012
درصـد و تركيبـي از آن دو    10خشكي، پلي اتيلن گليكول 

هاي بافـت برگـي،   قرار دادند. پس از اعمال تيمار، پروتئين
هـاي دو  هيپوكوتيل و ريشه استخراج شـد و سـپس در ژل  

لكتروفورز شدند. آنهـا گـزارش كردنـد كـه ريشـه      بعدي، ا
ترين اندام در پاسخ به تنش خشكي است به طوري حساس

درصـد و   10كه در تيمار تنش خشكي، پلي اتيلن گليكول 
نوع پـروتئين بـه    12و  13، 32تركيبي از آن دو به ترتيب 

ــنتز      ــايش س ــن آزم ــدند. در اي ــان ش ــايزي بي ــور متم ط
بوليسـم گيـاه افـزايش يافـت و     هاي مرتبط بـا متا  پروتئين
هـاي  هاي مرتبط با توليـد انـرژي و نيـز پـروتئين    پروتئين

 ,.Alam et alسنتزي كـاهش يافـت. آلـم و همكـاران (    

) تغييرات پروتئوم ريشه سويا كه تحت تنش خشكي 2010
كوتاه مدت قرار داشت را با استفاده از رهيافت پروتئوميـك  

 45دنـد كـه تعـداد    مورد بررسي قرار دادنـد و گـزارش كر  
داري تغيير بيان داشتند. از بـين ايـن   پروتئين به طور معني

پـروتئين بـا اسـتفاده از طيـف      28هـا مشخصـات   پروتئين
 28سنجي جرمي تعيين گرديد به طوري كـه از بـين ايـن    

لكـه   21لكـه پروتئينـي افـزايش و بيـان      5پروتئين، بيان 
ان لكـه  لكـه پروتئينـي نيـز بـه عنـو      2پروتئيني كاهش و 

ــاران    ــدند. كوماتســو و همك ــناخته ش ــد ش ــي جدي پروتئين
)Komatsu et al., 2013  اثر آبسيزيك اسيد در سـوياي (

تحت تنش غرقابي را با رهيافت پروتئوميك مورد تجزيه و 
تحليل قرار دادند. هنگـامي كـه گياهـان سـوياي دو روزه     
غرقاب شدند، محتوي آبسـيزيك اسـيد در ريشـه گياهـان     

يافت. هنگامي كه آبسيزيك اسـيد در مـدت    شاهد كاهش
تيمار غرقاب به گياه اضافه شد نسبت بقـاء در مقايسـه بـا    
سوياهاي غرقاب شده بدون تيمار آبسـيزيك اسـيد بهبـود    

اي از پروتئين هسـته  34يافت. نتايج نشان داد كه فراواني 
اي قبيــل هيســتون داســتيلاز و ريبونوكلئــوپروتئين هســته

غرقابي همـراه بـا كـاربرد آبسـيزيك      در تيمار U2كوچك 
اي پروتئين هسته 35اسيد افزايش يافت. همچنين فراواني 

از جمله ايمپـورتين آلفـا، فـاكتور تغييـر حالـت كرومـاتين،       
ــروتئين ــروتئين  5هــاي انگشــت روي، ترانســداكتين و پ پ

  تقسيم سلولي كاهش يافت.
) تغييـرات  Salavati et al., 2012صلواتي و همكاران (

هاي سوياي بازيابي شده پس از پروتئوميك در ريشه گياهچه
تنش غرقابي را مـورد تجزيـه و تحليـل قـرار دادنـد. تجزيـه       

هاي الكتروفورز دو بعدي تيمار شـاهد و ريشـه   اي ژلمقايسه
هاي سوياي بازيابي شـده پـس از سـه روز غرقـابي،     گياهچه
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پـروتئين   80لكه پروتئيني با بيان متفاوت را از كـل   70تعداد 
هاي بازيـابي  شناسايي شده نشان داد. تعدادي از اين پروتئين

هـا  شده در فرآيندهاي متـابوليكي و ذخيره/تقسـيط پـروتئين   
پروتئين با  70درگير هستند. تجزيه كلاستر مبتني بر پروفايل 

بيان متمايز نشان داد كه سه روز غرقاب و حتي در مدت سـه  
هـا  داري در بيـان پـروتئين   روز پس از غرقابي تغييرات معني

هـاي دو روزه سـويا   دارد. از طرفي، سه روز غرقـاب گياهچـه  
هاي مرتبط با انتقال يون منجر به تنظيم پايين دست پروتئين

هاي درگير در سـازماندهي مجـدد   و تنظيم بالادست پروتئين
ريزي شده سلولي اسكلت سلولي، توسعه سلولي و مرگ برنامه

لكه پروتئيني درگير در تغييـر   7اين، تعداد گردد. علاوه بر مي
ــنتز    ــلولي و س ــواره س ــه   - Sدي ــونين در ريش ــوزين متي آدن

هاي سـوياي بازيـابي شـده پـس از مـدت يـك روز        گياهچه
  غرقاب رديابي شد.

) با استفاده از Nanjo et al., 2013نانجو و همكاران (
هاي مرتبط با تحمل بـه تـنش   روش پروتئوميك، پروتئين

هاي سويا را مطالعه كردند. بـراي ايـن   در گياهچهغرقابي 
هاي سويا طي سه روز تحت تيمار غرقـابي  منظور، گياهچه

قرار گرفتند و سپس از گياهان نمونـه بـرداري و اسـتخراج    
هـاي  ها به گروهپروتئين انجام شد. در اين مطالعه پروتئين

هـاي شـبه   درگير در تغيير ديـواره سـلولي ماننـد پـروتئين    
بسط ديـواره   B1رنده پلي گالاكتوروناز و پروتئين شبه بازدا

سلولي طبقه بندي شدند كه احتمالا در سيستم دفاعي گياه 
هـا نيـز   درگير باشند. همچنين تغييرات پروتئيني در ريشـه 

هاي شـبه زيـر واحـد    مشاهده شد كه از جمله آن پروتئين
2A هاي پروتئين فسفاتاز بودند كه احتمالا در مرگ سلول
وك ريشــه درگيــر هســتند. از طرفــي تجزيــه و تحليــل نــ

هـاي درگيـر در   ها نشان داد كه فراوانـي پـروتئين  پروتئين
سنتز ديواره سلولي از جمله سيناميل الكـل دهيـدروژناز در   

  طي سه روز بعد از غرقاب كاهش يافته است.
  

  مواد و روش ها
  نمونه برداري

اسـتان گلسـتان   گيري مزارع تحت كشت سويا در براي نمونه
مورد بازديد قرار گرفت و از ريشه گياهان سالم و بوتـه هـاي   

بنـدي سـوياي سـبز رقـم كتـول      مبتلا به ناهنجاري غـلاف 

ها سعي بصورت تصادفي نمونه گيري گرديد. در انتخاب نمونه
هاي مـوردنظر تـا حـد امكـان از فاصـله دور از      شد كه نمونه

ونه هـاي متعـددي از   يكديگر قرار نگرفته باشند. همچنين نم
مزارع انتخاب شدند كه براي انجام الكتروفورز دو بعدي نمونه 
تصادفي كافي جهت تكرار دار بـودن آزمـايش وجـود داشـته     

هـاي ريشـه در فلاسـك حـاوي ازت مـايع بـه       باشد. نمونـه 
درجه سـانتيگراد تـا زمـان     - 80آزمايشگاه منتقل و در فريزر 

  استخراج پروتئين نگهداري شدند.
  

  استخراج و تعيين غلظت پروتئين
 بـافر فسـفات   بافت ريشـه از روش  از استخراج پروتئين براي

به اين ترتيـب كـه    ).Komatsu et al., 2007استفاده شد (
ليتر بافر فسفات خنك گرم از بافت ريشه همراه با دو ميلييك

 2هـاي  در هاون خرد گرديد و پس از انتقال نمونه بـه تيـوب  
 4در  دور در دقيقـه 15000دقيقـه بـا    10ليتري به مدت ميلي

جديد منتقل  گراد سانتريفوژ شد. روشناور به تيوبدرجه سانتي
و دوباره عمل سانتريفوژ بـا همـان تنظيمـات قبلـي تكـرار و      

درصـد   10روشناور به تيوب جديد انتقال يافت. در اين مرحله 
يقـه در  دق 30خالص اضـافه گرديـد و    تري كلرواستيك اسيد

يخچال قرار داده شد. پس از آن ورتكس انجام و با تنظيمات 
قبلي سانتريفوژ انجام شد. اين بار روشناور دور ريخته شـده و  

شـو  ميكروليتر الكل اتانول خنك شست 200رسوب حاصله با 
دور در دقيقـه در   15000دقيقـه بـا   2داده و سپس به مـدت  

رسوب پروتئينـي در  گراد سانتريفوژ شد. درجه سانتي 4دماي 
ميكروليتـر  230گرم از نمونه بـا   012/0هاون چيني خشك و 

% 2مـولار اوره،   7بـافر ليـز شـامل    بافر ليز محلـول گرديـد.   
CHAPS  ميلي مولار  60وDDT  3- 10% آمفوليت با 1و 

pH:  .ها از روش برادفورد  گيري غلظت پروتئين براي اندازهبود
  .)Bradford, 1976(استفاده شد 

  
  الكتروفورز دو بعدي

درصـد،   30 براي تهيه ژل بعد اول از اوره، پلي آكريلاميـد 
APS، با هاي آمفولين  pH و 8-5و  10-3 هايNP-40   

سه  طيمقادير مشخص استفاده شد. الكتروفورز بعد اول  اب
 400ولت به مـدت نـيم سـاعت،     200 با ولتاژهاي مرحله

ولت به مدت يك سـاعت   600ساعت و  16ولت به مدت 
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با  SDS-PAGEبه روش الكتروفورز بعد دوم  .اجرا گرديد
و  )%15( استفاده از يك ژل دوقسمتي شامل ژل جداكننده

 قبـل از اجـراي بعـد دوم   ) انجام شد. %5تعيين مسير (ژل 
بـه  هاي بعد اول طي دو مرحله و هر بـار   ، ژل الكتروفورز

و سپس  شدند متعادل سازي  SDS بافر دقيقه در 15مدت 
. به ازاي هـر ژل،  گرفتندقرار  بعد دوم آميد روي ژل آكريل

 افزوده رانش ميكروليتر نشانگر آبي بروموفنول به بافر 200
آمپـر   ميلـي  35. سپس عمليات رانش با جريـان ثابـت   شد

سـاعت تـا رسـيدن     3 حـدود  براي هر ژل و مـدت زمـان  
پـس از   .نشانگر آبي به انتهاي ژل جداكننده برقرار گرديـد 

هــا توســط محلــول اتمــام الكتروفــورز رنــگ آميــزي ژل
رنـگ بـري طـي دو    آميزي آبي كوماسي انجام شـد.   رنگ

ول شـب و در مرحلـه دوم بـه    مرحله در مرحله اول در ط ـ
مدت حداكثر نيم ساعت انجام گرديد تا لكه هاي پروتئيني 

 آشكار شده و براي تصويربرداري آماده شوند. 

  
  ها  شناسايي پروتئين

سـاخت   GS800 دانسـيومتر تصويربرداري از ژل هـا توسـط   
آميـزي آبـي   شركت بيوراد و با انتخاب نوع ژل و روش رنـگ 

افزار انجام شد. توسط نرم Quantity oneافزار كوماسي و نرم
PDQuest همـراه تكرارهـاي آنهـا     هـا بـه  كليه تصاوير ژل

هاي مشترك بين تكرارها برچسب زده فراخوانده شدند و لكه
يابي درصد حجمي نقاط براي تكرارهاي شد. پس از پايان لكه

براي درصد حجمي هر لكـه   tمختلف به دست آمد و آزمون 
هـاي  تيمارها انجام شد. بدين ترتيـب كـه لكـه    پروتئيني بين

دار مشخص شدند و رونـد  پروتئيني داراي تغييرات بيان معني
افزايشي و كاهشي بيان آنها  در اثر سندرم غـلاف بنـدي بـر    

 IF) مشخص شدند. نقاطي كه داراي IF1اساس فاكتور القاء (
طي هاي پروتئيني با افزايش بيـان و نقـا   بودند لكه 2بالاتر از 

هـاي پروتئينـي بـا    داشتند به عنوان لكـه  5/0كمتر از  IFكه 
 .)Hajheidari et al., 2005(كـاهش بيـان معرفـي شـدند     

ــايي  ــروتئين شناس ــا پ ــه روش ه ــان ب ــرات بي  ي داراي تغيي
انسـتيتو  در  MALDI-TOF  ينگـاري جـرم پپتيـد    انگشت

 .صورت گرفت تحقيقات علوم گياهان زراعي ژاپن

                                                                             
1. Induction Factor 

 نتايج و بحث

اي در بعـد اول و رنـگ   اي لولـه ه ـالكتروفورز دوبعدي با ژل
لكـه   124آميزي به روش آبـي كوماسـي منجـر بـه ظهـور      

پروتئيني تكرارپذير شد. تجزيه و تحليل نتايج نشان داد كه از 
داراي  IF لكه بر اساس شاخص 34اين  لكه تكرارپذير، 124

، tباشد كه با انجام آزمـون  تغييرات بيان قابل ملاحظه اي مي
تمـامي   از نظـر آمـاري معنـي دار گرديـد.    لكه پروتئينـي   11
هاي پروتئيني معني دار، كاهش بيان نشان دادند كه ايـن   لكه

هــاي و اطلاعــات لكــه 1كــاهش تغييــرات بيــان در شــكل 
  ارائه شده است. 1پروتئيني مورد شناسايي در جدول 

  

  
هاي پروتئيني داراي نسبي و برچسب لكه موقعيت. 1شكل 

از  DE-2شناسايي شده با استفاده از ر تغييرات بيان معني دا
  : شاهدB: بيمار و Aريشه سويا در شرايط 

Figure 1. The relative positions and tags of 
proteins spots with significant expression changes 
identified using two-dimensional electrophoresis 

from soybean root under A: infected and B: control 

  
لكه پروتئيني داراي تغييـرات بيـان معنـي دار،     11از بين 

در متابوليسم و توليـد   3401و  4801، 8501هاي شماره لكه
در تقسـيط و ذخيـره    6402و  9301هاي شـماره  انرژي، لكه

در انتقــال ســيگنال،   2301ســازي پروتئينــي، لكــه شــماره 
ــه ــماره  لكـ ــاي شـ ــزء  1201و  2203، 3101، 5101هـ جـ
و سم زدايي طبقه بندي شده و  ROSكننده هاي مهار پروتئين

هــاي ناشــناخته جــزء پــروتئين 8302بــالاخره لكــه شــماره 
  محسوب مي شود.
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هاي بندي سويا در تطبيق با پروتئين سندرم غلافپروتئيني داراي تغييرات بيان معني دار در پاسخ به  هاي مشخصات لكه. 1جدول 
  NCBIاي پايگاه داده

Table 1. The charachteristics of proteins spots with significant expression changes in response to pod 
distortion syndrome matching with NCBI protein databank 

 پروتئين همولوگ شماره دسترسي جرم مولكولي (تئوري) - pI جرم مولكولي (آزمايشي) - pI  شماره لكه

8501  6.91 - 43.93  6.47-44.5  Q5F2M9  glutamate dehydrogenase  
8302 6.96 - 30.74 6.8 - 36.1 I1MQN7 uncharacterized protein 
6402 6.48 - 32.53 6.7 - 29.3 p10743 steam 31 KDa glycoprotein 
9301  7.11 - 29.35  6.7 - 29.3  p10743  steam 31 KDa glycoprotein  
3101 5.75 - 21.01 6.01 - 22 BAA74702 germing- Like protein 
1201  5.42-22.69  6.01 - 22  BAA74702  germing- Like protein  
3401 5.79 - 35.28 6.4 - 35.5 O48905 malate dehydrogenase 
2301 5.65 - 30.21 4.75 - 29.1 A0A0B2QJ68 14- 3- 3- Like protein 
4801 6 - 84.92 5.9 - 84.4 AAQ08403 methionine synthase 
5101 6.17-18.72 6.1-17.4 AF442385 thioredoxin 
2201  5.68 - 26.27  6.01 - 22  BAA74702  germing- Like protein  

  
هاي دخيل در متابوليسم و توليد انرژي، لكه از پروتئين

ــزيم  8501شــماره  ــه آن ــوط ب ــدروژناز مرب ــات دهي گلوتام
-اكسـوگلوتارات و ال  2باشد. اين آنزيم واكنش تبديل  مي

كند و بـه عنـوان گيرنـده و دهنـده     گلوتامات را كاتاليز مي
در  ينقـش مهم ـ  يمآنـز  يـن اكند. نيتروژن ايفاي نقش مي

 يزيولوژيكيف يداشته و عملكردها دهي يگنالس يندهايفرآ
 Fontaine etدارد ( يتروژنكربن و ن يسمدر متابول يمهم

al., 2012.(  اين آنزيم تقريبا در تمام موجودات زنده وجود
) زيــرا در ســنتز اوره و  Dubois et al., 2003دارد (

هـا  اي اسـيدهاي آمينـه و كربوهيـدرات   متابوليسم واسـطه 
 Liu et al., 2008; Forde andكنـد (  ايفاي نقـش مـي  

Lea, 2007    كـاهش  ). كاهش بيان اين آنـزيم منجـر بـه
گردد و از اين طريق منجر بـه  تركيبات اسمزي در گياه مي

نقـش  ). Xu and Zhou, 2006گـردد ( حـس تـنش مـي   
سـوگلوتارات  كا -2 يندر تام اين آنزيم ياصل يزيولوژيكيف
 يمآنـز  ينا يانكاهش ب ين،چرخه كربس است. بنابرا يبرا

منجـر بـه    ياسـو  بنـدي غلاف سـندرم مبتلا بـه   ياهاندر گ
و چرخـه كـربس    يسوگلوتارات براكا -2 كاهش محصول

لكه  ).Robinson et al. 1992خواهد شد (كاهش انرژي 
مبـتلا بـه    ياهـان آن در گ يـان كه ب 4801پروتئيني شماره 

 يافـت كـاهش   دار يبه طور معن ـ ياسو بندي غلاف سندرم
مربوط بـه متيـونين سـنتتاز اسـت كـه در سـوخت و سـاز        

نقش دارد و بـراي رشـد و سـلامتي گيـاه      اسيدهاي آمينه
 معمـولا  هـا  پاتوژن). Zhang et al. 2011ضروري است (

ــدهاي ــوژيكيف فرآين ــاث يزيول ــرار  يرمختلــف را تحــت ت ق
 باشـد  يم ـ يسـم متابول فرآينـد  هـا آن ينكه مهمتـر  دهند يم
)Zhang et al., 2011يونينمت ينكاهش پروتئ ين). بنابرا 

ــه  ياهــانســنتتاز در گ  يغــلاف بنــد يناهنجــارمبــتلا ب
ن ياهــاگ يــنا يســماخــتلال در متابول ايجــاد دهنــده نشــان

در پاسـخ بـه    ينپـروتئ  يـن گندم كاهش ا ياه. در گباشد يم
 .)Huang et al., 2006(گزارش شده است  يتنش غرقاب

كه به عنـوان آنـزيم مـالات     3401ميزان بيان لكه شماره 
دهيدروژناز شناسايي شد در گياهان داراي سـندرم غـلاف   

هـاي  بندي سويا كاهش يافت. ايـن آنـزيم يكـي از آنـزيم    
هـاي  باشـد و مـالات يكـي از فـراورده    چرخه كـربس مـي  

گليكوليز است. در گليگوليز، آگزوالوسـتات توسـط مـالات    
از  ينـد فرآ يـن كـه در ا شـود  مالات احيا مي دهيدروژناز به

NADH  و بـه   شـود  يبه عنوان منبع الكترون اسـتفاده م ـ
	NADାتواند در واكوئل مالات حاصل مي .گردد يم يلتبد

ذخيره شود و يا وارد چرخه كربس در ميتوكندري شود و به 
 Wang etوسيله مالات دهيدروژناز به آگزوالواستات شود (

al., 2012 .(واكنش  ينر اكه دNADH گـردد  يم ـ يدتول 
 گيـرد  يمـورد اسـتفاده قـرار م ـ    يتـرات ن يـاي اح يكه بـرا 

)Scheibe, 2004يحاك يدروژنازمالات ده يان). كاهش ب 
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مالات به اگزالواسـتات و بـالعكس اسـت.     يلاز كاهش تبد
ــابرا ــاد ين،بن ــاهاگســوگلوتارات در گ -2 يرمق ــه  ي ــتلا ب مب
 ير. مقـاد يافـت خواهـد   هشكا ياسو بندي غلاف يناهنجار

چرخـه   يـان جر يـزان اگسوگلوتارات و مـالات م  -2  يينپا
عـدم   يـل بـه دل  يجـه، كربس را محدود خواهد كرد و در نت

چرخـه كـربن    يـان بـه اگزوالواسـتات، جر   يكـاف  يدسترس
 يـر موضوع نشان دهنـده عملكـرد غ   ينو ا يابد يكاهش م

كـه  بطـوري   كتول استسوياي چرخه در رقم  ينا يعيطب
 يـاي اح يبـرا  و گـردد  يم ـ يدتول NADHواكنش  ينا در
). Scheibe, 2004( گيـرد  يمورد اسـتفاده قـرار م ـ   يتراتن

 يلاز كـاهش تبـد   يحـاك  يـدروژناز مالات ده يانكاهش ب
 -2 يرمقاد ين،مالات به اگزالواستات و بالعكس است. بنابرا

 ياسو بندي غلاف يمبتلا به ناهنجار ياهسوگلوتارات در گكا
سـوگلوتارات و  كا -2  يينپـا  ير. مقـاد يافتخواهد  هشكا

و در  مي كنـد چرخه كربس را محدود  يانجر يزانمالات م
بـه اگزوالواسـتات،    يكـاف  يعـدم دسترس ـ  يلبه دل يجه،نت
موضـوع نشـان    يـن و ا يابد يچرخه كربن كاهش م يانجر

 سـويا  چرخه در رقم كتـول  ينا يعيطب يردهنده عملكرد غ
 هاي دامنه ير) تاثYin et al., 2009و همكاران ( ين است.
) را بر رشـد  گراد يسانت درجه 22و  10، 4مختلف ( يحرارت
قـرار دادنـد و    يمورد بررس ـ يكپروتئوم يافترا با ره ياسو

 هـاي  ينپـروتئ  ييسرما يمارتتاثير گزارش كردند كه تحت 
از جملــه مــالات  يتوكنــدرياييم هــاي يــتدر متابول يــردرگ
  داشتند. نياب كاهش يدروژنازده

هاي دخيل در تقسيط و ذخيره سازي پروتئيني پروتئين
باشـند كـه مربـوط بـه     مي 6402و  9301هاي شماره لكه

ــوپروتئين  ــاقه   31گليگ ــوني س ــو دالت ــياي كيل ــد.  م باش
هـا كـه   اي رويشـي يـا گليگـوپروتئين   هاي ذخيـره  پروتئين

ــو دالتــوني ســاقه 31گليگــوپروتئين  اي يكــي از ايــن كيل
اي هاي ذخيرهها است، اولين بار به عنوان پروتئينپروتئين

زدايي شده مشـاهده شـد و   برگي در گياهان سوياي غلاف
 .Mason et alباشـد ( داراي دو زير واحد آلفـا و بتـا مـي   

اي، هـاي ذخيـره  ). بر اساس الگوي تجمع پـروتئين 1988
هـاي غـلاف   هـا واكوئـل سـلول   مكان تجمع اين پروتئين

هـاي  ها در پاسخ بـه حـذف انـدام   جمع آنآوندي بوده و ت
هاي ها از طريق آوندزايشي ناشي از بلوكه شدن انتقال آن

) Sӧzen, 2004باشد. يافته ها نشان مـي دهـد (  برگ مي
سـازي  ها نه تنها به عنوان مخـزن ذخيـره  كه اين پروتئين

كننـد بلكـه نقـش    موقت كربن و نيتروژن ايفاي نقش مـي 
هـا در مـدت رشـد و    ري به تـنش مهمي در تغذيه و سازگا

توانـد در تـرميم غشـاء    مـي  توسعه گياه دارند. اين پروتئين
هاي مختلف نقش داشته باشد و در ديده در اثر تنشآسيب

توانند بـه طـور مناسـب    نتيجه اين گونه از ارقام سويا نمي
هـاي مختلـف نشـان دهنـد     پاسخ مناسبي در برابـر تـنش  

)Aghaei et al., 2009ز و همكـاران (  ). افروAfroz et 

al., 2010   هـاي  )، وجود اين نـوع گليكـوپروتئين در انـدام
روزه سـويا را   7هـاي  ريشه، هيپوكوتيـل و بـرگ گياهچـه   

گــزارش كردنــد و بيــان كردنــد كــه وجــود و تجمــع ايــن 
ها اي، نشان دهنده مصرف اين پروتئينهاي ذخيرهپروتئين

براي رشد و نمو است. به عنوان منبع غذايي و توليد انرژي 
اي در كيلـو دالتـوني سـاقه    31كاهش بيان گليگـوپروتئين  

 ,.Yin et alهـاي مختلـف در اثـر تـنش شـوري (     بافـت 

) توسط Komatsu et al., 2010) و تنش غرقاب (2014
  محققين گزارش شده است.
 -3 -3 -14مربـوط بـه    2301لكه پروتئينـي شـماره   

Like protein باشـد.  گنال دخيل مياست و در انتقال سي
هاي فيزيولوژيكي و تنظيمي متعدد اين پروتئين در واكنش

 .Hajduch et alو در پر شدن دانه ايفاي نقش مي كنند (

 H-ATPase) و نقش تنظيمـي مهمـي در فعاليـت    2005
). به طوري Shanko et al., 2003غشاء پلاسمايي دارند (

ر سرتاسـر  كه اين آنزيم در ايجاد شيب غلظـت پـروتئين د  
غشاء نقش دارد و به اين وسـيله انـرژي مـورد نيـاز بـراي      

درون سلولي  pHانتقال ثانويه، تنظيم تورژسانس سلولي و 
در مطالعه نـوري و   )Santos et al., 2016( را تامين كند

 -14) پروتئين Nouri and Komatsu, 2010كوماتسو (

3- 3- Like protein    تحت تنش اسمزي ايجاد شـده بـه
درصد كاهش بيـان داشـته    10سيله پلي اتيلن گليكول تا و

 Like -3 -3 -14است. در گيـاه ذرت نيـز كـاهش بيـان     

protein   در گياهان تحت تنش شوري گزارش شده اسـت
)Zӧrb et al., 2010   از آنجايي كه اين پـروتئين نقـش .(

ها در مدت پـر شـدن دانـه    تنظيمي مهمي دارد و وجود آن
)، احتمال دارد Hajduch et al., 2005باشد (ضروري مي
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اي منجر به عدم كاهش بيان اين پروتئين به طرز ناشناخته
بندي سويا توسعه دانه در گياهان مبتلا به ناهنجاري غلاف

 -3 -3 -14گردد. به طور كلي در اين مطالعه، تغيير بيـان  

Like protein    ممكن است به طرق مختلـف و ناشـناخته
هـــاي ء پلاســـمايي، محـــركغشـــا ATPaseفعاليـــت 
دهي، رشد سلول و غيره را تحت تاثير قرار دهـد و   سيگنال

از اين طريق منجر به ايجاد عارضه ناهنجاري غلاف بندي 
  سويا گردد.  

مربوط  1201و  2202، 3101هاي پروتئيني شماره لكه
هـاي  باشند كه جزو پـروتئين  ميبه پروتئين مشابه جرمين 

ايي طبقه بندي مي شـوند. ايـن   و سم زد ROSمهاركننده 
هاي جوان گندم زني دانه در گياهچهپروتئين در طي جوانه
هاي بالغ در واكنش بـه حملـه پـاتوژن    و همچنين در برگ

هـاي شـبه جـرمين بـه عنـوان      شـوند. پـروتئين  بيان مـي 
اند. برخي هاي مرتبط با ديواره سلولي توصيف شدهپروتئين

عاليـت شـبيه اگسـالات    از اعضاي خانواده شـبه جـرمين ف  
ــي    ــان م ــموتاز نش ــيد ديس ــوپر اكس ــيداز و س ــد اكس دهن

)Gucciardo et al., 2007توليــد .( HଶOଶ  در نتيجــه
ــن    ــاكي از نقــش اي ــموتازي ح ــيد ديس ــت سوپراكس فعالي

ها در استحكام ديواره سـلولي و مقاومـت در برابـر    پروتئين
 ,Lane( هـاي غيـر زيسـتي اسـت    ها و تنشحمله پاتوژن

ــماره  .)1994 ــه ش ــروتئين   5101لك ــه پ ــالامربوط ب احتم
Thioredoxin ــي ــد. م ــي Thioredoxinباش ــزيم آنت ، آن
باشد كه در بهبـود فرآينـدهاي سـلولي نقـش     اكسيدان مي

باشـد. در فرآينـدهاي   دارد و در گياهان حـائز اهميـت مـي   
متعــدد از جملــه متابوليســم چربــي، حمــل و نقــل غشــاء، 

 Colletنقـش دارد (  ATPها و سـنتز  متابوليسم هورمون

and Messens, 2010    اين آنزيم يـك آنتـي اكسـيدان .(

باشد و در گياهان سوياي مي ROSمهم براي از بين بردن 
تحت تنش اسمزي، افزايش بيان اين پـروتئين بـا تحمـل    

  ).Toorchi et al. 2009بالاي سويا به تنش همراه بود (
متعلق به يك پروتئين ناشناخته بـود   8302لكه شماره 

 Methylecgonone reductaseكه تحت عنوان پروتئين 
شناسايي شد كه تحت شرايط ابتلا به عارضـه ناهنجـاري   

بندي سويا در مطالعات فبلـي كـاهش بيـان داشـته     غلاف
  ).Payghamzadeh at al., 2017است (

وي بافـت  بطور خلاصه تجزيه و تحليـل پروتئـوم ر  
لكـه   124ريشه سوياي رقم كتول منجـر بـه شناسـايي    

پروتئيني تكرارپذير با تكنولوژي الكتروفـورز دوبعـدي و   
رنگ آميزي بـا آبـي كوماسـي شـد. از بـين لكـه هـاي        

آميـد   هـاي پلـي آكريـل    پروتئيني مشاهده شده روي ژل
داري از نظر آماري تغيير پروتئين به طور معني 11تعداد 

ــان داشــتند ــروتئينبي ــن پ ــر اســاس عملكــرد  . اي ــا ب ه
هـاي مـرتبط بـا توليـد     بيولوژيك، در پنج گروه پروتئين

سـازي،  هاي مرتبط بـا تقسـيط و ذخيـره   انرژي، پروتئين
هـاي  هاي مرتبط بـا انتقـال سـيگنال، پـروتئين    پروتئين

و پروتئين ناشـناخته طبقـه بنـدي     ROSمرتبط با مهار 
هــا در ســوياي مبــتلا بــه شــدند. تمــامي ايــن پــروتئين

بـه  ناهنجاري غلاف بندي كاهش بيان را نشان دادنـد.  
 like-3-3-14هايبيان پروتئين كاهشكه  نظر مي رسد

protein  هـاي   كننده يماز تنظپروتئين شبه جرمين كه و
نقـش  مبـتلا   گياهـان  ريشهدر  يدي به شمار مي روندكل

    د.بندي سويا دارنسندروم غلافدر تظاهر  اساسي را
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