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 از غنی میکروبی ضد پپتیدهای از بزرگ ایخانواده گیاهی، هایدیفنسین

 7 تا 5 مولکولی جرم با هاییمولکول پپتیدها، این هستند. سیستئین

 در که هستند شده محافظت سیستئین آمینه اسید هشت دارای و کیلودالتون

 اعضاء برخی پژوهش این در دارند. نقش سولفیدیدی پیوندهای ایجاد

 و جداسازی عدس گیاه مختلف هایژنوتیپ در دیفنسین ژنی خانواده

 دو گیاهان دیفنسین هایژن یکننده کد هایتوالی تمام ابتدا، شدند. بررسی

 در شده، دریافت یکننده کد هایتوالی شد. دریافت ژن بانک از ایلپه

 سر و مخلوط هم با حاصل نتایج و همردیف عدس گیاه EST کتابخانه

 استفاده با بندیسرهم از حاصل هایسینگلتون و هاکانتیگ شدند. بندیهم

 و هاکانتیگ  از شدند. همردیف nr داده پایگاه علیه ،BLASTn ابزار از

 طراحی برای دیفنسین کامل باز خوانش چارچوب دارای هایسینگلتون

 محلی، گچساران، هایژنوتیپ از بعدی، یمرحله در شد. استفاده آغازگرها

Filip2003-2L، Filip2003-9L، Filip2005-2L و Filip2006-

10L استخراج عدس گیاه DNA ژنومی توالی نهایت، در گرفت. صورت 

 در سازیهمسانه از پس و شد تکثیر PCR واکنش از استفاده با هادیفنسین

 در را کامل شباهت نتایج، گرفت. قرار یابیتوالی مورد pTZ57R/T ناقل

 هایژن داد. نشان بررسی مورد هایژنوتیپ از شده جداسازی هایدیفنسین

 ساختاری که بودند متغیر طول با هاییاینترون دارای همچنین شده شناسایی

 و عوامل به پاسخ برای تنظیمی عناصر حاوی و داشتند شده محافظت

 ژن سه ژنومی توالی بار، اولین برای پژوهش این در بودند. مختلف شرایط

 و جداسازی عدس گیاه مختلف هایژنوتیپ از دیفنسین خانواده هایژن از

   شد. مشخص هاآن هایویژگی و ساختار

 

 ،میکروبی ضد پپتیدهای ها،دیفنسین اینترون، کلیدی: هایواژه

 عدس. ژن، جداسازی

 

 

Plant defensins are a large family of cysteine-rich 

antimicrobial peptides. These peptides are small 

molecules with molecular mass between 5 and 7kD and 

eight conserved cysteines that are involved in disulfide 

bond formation. In the present study, some members of 

defensin gene family were isolated and characterized 

from lentil genotypes. All coding sequences of the 

defensin genes of dicotyledon plants were retrieved 

from GenBank. The retrieved coding sequences were 

aligned against lentil EST library and the resulted 

sequences were pooled and assembled. The resulted 

contigs and singletons were aligned against GenBank 

nr database using BLASTn tool. The contigs and 

singletons with the full open reading frame were used 

to primer design. In the next step, DNA extraction was 

performed from Gachsaran, Mahali, Filip2003-2L, 

Filip2003-9L, Filip2005-2L and Filip2006-10L 

genotypes. Finally, by using PCR, genomic sequence of 

defensins were amplified, cloned into pTZ57R/T 

plasmid and sequenced. The results showed complete 

identity among the isolated defensins from all 

genotypes. The identified genes also contain conserved 

introns with variable length that comprised of 

regulatory elements for response to different factors 

and conditions. For first time in this study, genomic 

sequences of three members of defensin gene family 

were isolated from lentil genotypes and structures and 

features of them were determined.   

 
Keywords: Antimicrobial peptides, defensins, gene 

isolation, intron, lentil. 
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 مقدمه
 دیپلوئید گیاهی (.Lens culinaris L) عدس

(2n=2x=14) تیره از خودگشن (Fabacea) از یکی و 
 دارا بـا عدس است. جهان زراعی گیاهان ترینمهم
 و ترینمهم از یکی پروتئین، درصد 25 حدود بودن

 عدس گردد.می محسوب بشر غذایی منابع ترینقدیمی
 و پروتئین مقدار بیشترین سویا از بعد حبوبات میان در

 ترینهضم قابل از یکی و داشته را روغن میزان کمترین
 به آن انسانی مصارف لذا بوده گیاهی هایپروتئین
 عدس گیاه بقایای طرفی از است. یافته افزایش سرعت
 دارای آن غلاف پوسته و کلش و کاه ساقه، شامل
 اهلی هایدام مصرف برای و بوده بالایی غذایی ارزش

 معدنی، مواد بالا، پروتئین وجود علت به است. مناسب
 انسان برای مهمی غذایی منبع هاکربوهیدارت و فیبر
 تغذیه سوء و تغدیه عدم جبران در را حیاتی نقش و بوده

 دارد توسعه حال در و فقیر کشورهای در
(Muehlbauer et al., 2006; Yadav et al., 

2007; Srivastava and Vasishtha, 2012).  
 جرم با پپتیدهایی میکروبی،پپتیدهای ضد 

 هایگانیسمار تمامی در که هستند پایین مولکولی
 یافت جانوران و گیاهان ها،قارچ ها،باکتری مانند زنده
 آمینه اسید 100 از کمتر طولی پپتیدها این شوند.می

 بالایی بسیار عملکردی و ساختاری تنوع از و داشته
 ضد پپتید نوع هزار چندین حال به تا هستند. برخوردار
 و شده شناسایی مختلف موجودات از طبیعی میکروبی

 طور به هاآن اساس بر پپتیدی آنالوگ مورد هزاران
 .(Laverty et al., 2011) است شده ساخته مصنوعی
 به هاپاتوژن به پاسخ در میکروبی ضد پپتیدهای

 بخشی عنوان به میکروبی ضد ترکیبات سایر همراه
 شوندمی عمل وارد عمومی دفاع مکانیسم از
(Holaskova et al., 2015). همچنین پپتیدها، این 

 برای و شوندمی نامیده نیز بیوتیکآنتی پپتیدهای
 هایبیماری درمان همچنین و گیاهان از محافظت

 ,.Holaskova et al) اندشده مطرح انسان عفونی

2015; Elsbach, 2003; Hoskin and 

Ramamoorthy, 2008). هایروش تاکنون 
 میکروبی ضد پپتیدهای عمل ینحوه برای مختلفی
 به توانمی جمله آن از که است شده پیشنهاد

 القاء ها،آن تخریب و میکروبی غشاهای با برهمکنش
 قطبیت زدن همبه سلول، سیتوپلاسم محتویات نشت
 کرد اشاره سلولی درون هایپروسه به آسیب و غشاء

(Cools et al., 2017).  
 ساختار اساس بر گیاهی، میکروبی ضد پپتیدهای

 ها،نوتین ها،تیونین شامل متنوعی هایگروه به خود
 هادیفنسین و هااسنیکین ها،هوئین سیکلوتیدها،

 این از گروهی هادیفنسین شوند.می بندیتقسیم
 جرم با کاتیونی پپتیدهایی که، هستند پپتیدها

 آمینه اسید 54 تا 45 بین طولی با و پایین مولکولی
 شده حفاظت سیستئین آمینه اسید 8 تا 6 تعداد و بوده
 کنند.می ایجاد را سولفیدیدی پیوند 4 تا 3 که دارند

 ساختاری و عملکردی لحاظ از گیاهی هایدیفنسین
 حشرات و پستانداران میکروبی ضد پپتیدهای مشابه
 شده ثابت میزبان ایمنی در هاآن نقش و هستند

 گیاهی دفاعی سیستم از بخشی هادیفنسین .است
 و شده القاء گیاه به هاپاتوژن حمله زمان در و بوده

 پپتیدهای این شوند.می گیاه مقاومت افزایش باعث
 تنوع از و داشته وجود گیاهان  تمام در میکروبی ضد

 از بار اولین برای هادیفنسین هستند. برخوردار بالایی
 هاییاندام در آن از بعد و شدند جداسازی گیاهان بذور
 ضد پپتیدهای شدند. شناسایی نیز هاگل و برگ مانند

 ایذخیره هایاندام در دائم طور به دیفنسین میکروبی
 غیر و زیستی هایتنش به پاسخ در و شده بیان

 اسید جاسمونات، متیل مانند موادی و زیستی
 پپتیدها این شوند.می تولید و القاء اتیلن و سالسیلیک

 و گندم گیاهان بذور آندوسپرم از 1990 سال در ابتدا
 گیاهان از آن از پس و شدند جداسازی و شناسایی جو

 خرما، شنبلیله، عدس، یونجه، تربچه، مانند مختلفی
 جداسازی گندم و لوبیا نخود، آرابیدوپسیس، انگور،
 Thomma et al., 2002; Janssen et) اندشده

al., 2003).  
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 باز جفت میلیارد 4 حدود در ایاندازه عدس ژنوم
 منجر که است انجام حال در آن ژنوم یابیتوالی و دارد

 این حال، این با است. شده اولیه توالی یک ایجاد به
 دارد. محدودی دسترسی و ژنی مستندسازی اولیه توالی

 بهبود اولیه توالی تا است جریان در دیگری آنالیزهای
 Kumar et) شود ایجاد عدس مرجع ژنوم و کرده پیدا

al., 2015). و ژنومیک مختلف اطلاعات بالای حجم 
 در امروزه که مختلف موجودات ترانسکریپتومیک

 به آسان دسترسی همراه به است محققین دسترس
 شناسایی، بیوانفورماتیکی، و محاسباتی مختلف ابزارهای
 در را مختلف هایژن ویژگی بررسی و جداسازی

 کرده پذیرامکان سادگی به و ممکن زمان ترینکوتاه
 از قبل توانمی مختلف امکانات این از استفاده با است.
 را نظر مورد هایژن یا ژن آزمایشگاهی، فعالیت شروع

 هایفعالیت و هاویژگی و شناسایی in silico صورت به
 ,Periwal and Scaria) کرد سازی شبیه را هاآن

2014; Bao et al., 2014; Gill and Sanseau. 
 اولیه توالی به دسترسی محدودیت به توجه با .(2000

 شناسایی برای آن، کامل مستندسازی و عدس ژنوم
 هایداده از باید گیاه این در جدید هایژن

 نسل یابیتوالی و EST هایپایگاه مانند ترانسکریپتومی
 توانمی ها،داده این از استفاده با گرفت. کمک بعدی

 برای و کرد جداسازی و شناسایی را نظر مورد هایژن
 نباتات اصلاح طریق  از عدس اصلاحی اهداف

   برد. کارهب بیوتکنولوژی نوین هایروش یا کلاسیک
 هایروش از استفاده با حاضر، پژوهش در

 اعضاء برخی کامل کدکننده توالی بیوانفورماتیکی
 گیاه EST هایکتابخانه از دیفنسین، ژنی خانواده
 هایروش از استفاده با سپس شد. شناسایی عدس

 ساختار همچنین و هاژن این وجود آزمایشگاهی،
  شد. مشخص گیاه این ارقام برخی در هاآن

 

 هاروش و مواد
 بیوانفورماتیکی شناسایی

 به مربوط های EST تمام تحقیق، این اول یمرحله در

 NCBI پایگاه از (EST مورد 9539) عدس گیاه
  افزارنرم درس عد گیاه هایEST از شد. دریافت

CLC Genomics Workbench 9.0 پایگاه یک 
 هایتوالی تمام بعد، یدرمرحله شد. تولید داده

 583) ایلپه دو گیاهان دیفنسین هایژن نوکلئوتیدی
 سپس، شد. دریافت NCBI پایگاه ژن بانک از توالی(
 در شده ایجاد داده پایگاه علیه دیفنسین ژنی توالی 583
 مورد ،CLC Genomics Workbench 9.0 افزار نرم

 از حاصل EST هایتوالی گرفتند. قرار همردیفی
 دو از استفاده با شدند. ذخیره و مخلوط هم با همردیفی

 و CLC Genomics Workbench 9.0 افزار نرم
Vector NTI 11.0، هایتوالی EST شده ذخیره 

 ایجاد معین طول با هاییکانتیگ و شدند بندیسرهم
 پارامترهای با EST هایتوالی بندیسرهم کردند.

 جفت 200 از بیشتر طول و درصد 98 از بیشتر شباهت
 در (ORF) باز خوانش هایچارچوب شد. انجام باز

 و ORF Finder ابزارهای از استفاده با هاکانتیگ
CDD پایگاه در موجود NCBI هایافزارنرم و CLC 

Genomics Workbench 9.0 و Vector NTI 

 ,.Marchler-Bauer et al) شدند بینیپیش 11.0

 در باز خوانش صحیح قاب تعیین از پس .(2010
 Vector NTI 10.3 افزار نرم از استفاده با ها،کانتیگ

 باز خوانش چارچوب در هاآن نوکلئوتیدی هایتوالی
 استفاده با سپس شد. ترجمه پروتئین به خود اختصاصی

 ،NCBI پایگاه در موجود CDD ابزارهای از
Interproscan و Pfam موجود عملکردی هایدمین 

 Marchler-Bauer et) شد مشخص هاتوالی این در

al., 2014; Jones et al., 2014; Finn et al.,. 
 سه یوسیلههب شده تأیید عملکردی هایدمین .(2016

 انتخاب اصلی هایدمین بعنوان مذکور محاساباتی ابزار
 و SignalP، Phobius ابزارهای از استفاده با شدند.

CELLO در پپتید سیگنال وجود عدم یا وجود 
 مشخص هاپروتئین تجمع محل همچنین و هاپروتئین

  .(Yu et al., 2014; Nielsen 2017) شد

 کامل، باز خوانش هایچارچوب با هایکانتیگ از
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 با آغازگرها شد. استفاده آغازگرها طراحی برای
 و Vector NTI 11.0 افزارنرم دو از استفاده

Allele ID 7.0 خصوصیات و توالی شدند. طراحی 
 است. شده ارائه 1 جدول در شده طراحی آغازگرهای

 
   DNAکشت گیاهان، نمونه برداری و استخراج

های های گچساران، رقم محلی و لاینبذور ژنوتیپ
، Filip2003-2L ،Filip2003-9Lامید بخش 

Filip2005-2L  وFilip2006-10Lعدس  ، گیاه
(L. culinaris از مرکز تحقیقات کشاورزی و منابع )

هایی با ترکیب رس و لرستان تهیه و در گلدان طبیعی
های ( کشت شدند. گلدان1: 1کود حیوانی )نسبت 

کشت شده به مدت سه هفته در شرایط مناسب 
 از گذشت سه هفته، ای نگهداری شدند. بعدگلخانه

های کشت شده در نیتروژن مایع قرار های گیاهچهبافت
مورد استفاده قرار  DNAگرفته و برای استخراج 

ها، با استفاده از کل از بافت DNAگرفتند. استخراج 
 و . کیفیت(Doyle, 1987)انجام شد  Doyleروش 

 آگاروز ژل از استفاده با استخراج شده DNAکمیت 
استخراج  DNAتعیین و  نانودراپ دستگاه و درصد یک

سازی برای کاربردهای بعدی در دمای شده پس از رقیق
 مناسب نگهداری شد. 

 
 ها سازی ژنتکثیر و همسانه

ژنومی استخراج شده از ارقام مختلف گیاه  DNAاز 
استفاده شد.  PCRعدس، به عنوان الگو در واکنش 

 مرازپلی Taqبا استفاده از آنزیم  PCRواکنش 
شرکت سیناژن انجام شد. اجزا و مقادیر واکنش 

PCR  و همچنین شرایط دمایی آن به ترتیب در
ارائه شده است. پس از انجام  3و جدول  2جدول 

درصد  1، محصولات در ژل آگاروز PCRواکنش 
و  یجنتا یاز بررس پس .بارگذاری و تأیید اندازه شدند

 طعاتق آگاروز، ژل قطعات تکثیری روی اندازه تأیید
استخراج از ژل شرکت  مورد نظر با استفاده از کیت

Thermo Fisher Scientific دستورالعمل طبق 
 .سازی شدندخالص سازنده، شرکت

 
 استفاده مورد آغازگرهای. 1 جدول

 (گراد سانتی درجه) اتصال دمای آغازگر توالی آغازگر نام
Defensin 1-F 5´-AGAAATCAGTAGGTGTCTTGTC-3´ 9/52 
Defensin 1-R 5´-TATATTATGCGTCTTGTATTGGAG-3´ 
Defensin 3-F 5´-TGGATTATGGGGAGGAAAAC-3´ 3/54 
Defensin 3-R 5´-GCATGTCCATTGTTGAACTAAC-3´ 
Defensin 6-F 5´-TGGCTCGTTCAATTCCTATG-3´ 5/53 
Defensin 6-R 5´-ATTAACAATGTGTAGTACAGAAAC-3ꞌ 

 

 PCR. اجزا و مقادیر واکنش 2جدول 
 مقادیر اجزا

Buffer (10X) 2.5 µl 
dNTPs (10 mM) 0.5 µl 
Forward Primer (10 µM) 1 µl 
Reverse Primer (10 µM) 1 µl 
Taq (2.5 u/μl) 0.5 µl 
Template 1 µl 
DDW-Water to 25 µl 

 
 PCR واکنش دمایی شرایط. 3 جدول

 مدت گراد(سانتی )درجه دما واکنش مرحله
 دقیقه 10 94 اولیه سازیواسرشته

 
 چرخه 35

 ثانیه 30 94 سازیواسرشته
 ثانیه 30 (1 )جدول آغازگر جفت هر اتصال دمای اتصال

 ثانیه 50 72 گسترش
 دقیقه 30 72   نهایی گسترش  
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 یسازخالص قطعات سازی،خالص و تکثیر از پس
 پلاسمید همراه به ژن، هر به مربوط شده

pTZ57R/T شرکت Thermo Fisher 

Scientific استفاده با و وارد اتصال هایواکنش در 
 Thermo Fisher Scientific شرکت T4 یمآنز از
 pTZ57R/T پلاسمیدهای شدند. متصل هم به

 سازی همسانه کیت از استفاده با حاصل، نوترکیب
  سویه به Thermo Fisher Scientific شرکت

DH5α باکتری از E. coli از پس کردند. پیدا انتقال 
 روی سفید هایکلنی روز، شبانه یک مدت گذشت
 با سیلین آمپی بیوتیک آنتی حاوی جامد LB محیط
 برای و شدند انتخاب لیتر در گرممیلی 100 غلظت
 گرفتند. قرار استفاده مورد PCR کلنی واکنش
 یآغازگرها از استفاده با ،PCR یکلن واکنش

 تأیید برای (،1 )جدول ژن هر مربوط اختصاصی
 حاوی مثبت هاییکلن از شد. انجام سازیهمسانه

 در هاییکشت ،pTZ57R/T نوترکیب پلاسمیدهای
 از پلاسمید استخراج شد. داده مایع LB محیط
 استخراج کیت از استفاده با باکتریایی هایکشت

 Thermo Fisher Scientific شرکت پلاسمید
 pTZ57R/T نوترکیب پلاسمیدهای شد. انجام
 شرکت به یابی توالی برای نظر، مورد قطعات حاوی

Bioneer از استفاده با یابیتوالی و شدند ارسال 
  گرفت. انجام M13 عمومی آغازگرهای

 
 یابیتوالی نتایج تحلیل و تجزیه

 از استفاده با اولیه، ویرایش از پس یابیتوالی نتایج
 CLC Genomics Workbench افزارهاینرم

9.0، Vector NTI 10.3 شدند. بندیسرهم 
 nBLAST ابزار از استفاده با شده، ایجاد هایکانتیگ
 قرار ردیفیهم مورد ژن بانک علیه NCBI در موجود

 هایژن جداسازی اولیه صحت مرحله این در گرفتند.
 اینترونی نواحی بررسی منظوربه شد. بررسی موردنظر

 شد استفاده FGENESH ابزار از اگزونی، و
(Solovyev et al., 2006).  

 هااینترون تنظیمی نواحی بینیپیش

 با ها،اینترون در موجود احتمالی تنظیمی نواحی
 PlantPAN و PlantCARE ابزارهای از استفاده

 ایمجموعه ابزارها این در گرفت. قرار بینیپیش مورد
 هاآن به یشونده متصل عناصر و تنظیمی نواحی از

 و ژنی دست پایین و بالادست هایتوالی دارند. وجود
 تنظیمی نواحی با هاژن اینترونی هایتوالی همچنین

 هایالگوریتم از استفاده با و ابزارها این در موجود
 اطمینان با تنظیمی نواحی و شده مقایسه خاص،
 نواحی تنها شوند.می شناسایی هاآن در موجود بالای

 ابزارها این توسط ژنی تنظیمی نواحی عنوان به
 کافی اطمینان حدود از که شوندمی بینیپیش

 Lescot et al., 2002; Chang et) باشند برخوردار

al., 2008).  
 

 بحث و نتایج
 قطعاتی وجود PCR واکنش از استفاده با تکثیر نتایج

 برای ترتیب به را باز جفت 705 و 315 ،347 طول به
 Defensin و Defensin 1، Defensin 3 هایژن

 گچساران، بررسی مورد هایژنوتیپ تمامی در 6
 ،Filip2003-2L، Filip2003-9L محلی،

Filip2005-2L و Filip2006-10L داد نشان 
 صحت یابیتوالی نتایج تحلیل و تجزیه (.3-1 )شکل

 و Defensin 1، Defensin 3 هایژن جداسازی
Defensin 6 بررسی مورد هایژنوتیپ تمام در را 

 ،Filip2003-2L، Filip2003-9L محلی، اران،گچس
Filip2005-2L و Filip2006-10L داد. نشان 

 گچساران، هایژنوتیپ از شده جداسازی هایدیفنسین
 ،Filip2003-2L، Filip2003-9L ،محلی

Filip2005-2L و Filip2006-10L دارای 
 225 تا 222 یمحدوده در بازی خوانش هایچارچوب

 هایدیفنسین که شدمی تصور ابتدا بودند. باز جفت
 و دارند گیاهان ژنوم در محدودی هایژن تعداد گیاهی
 در هستند. کوچک ژنی چند خانواده یک به متعلق

 گیاهی هایدیفنسین که شد مشخص بعدی تحقیقات
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 خانواده یک واقع در و بوده بیشتری اعضای دارای
 حداقل وجود بیشتر، تحقیقات هستند. ژنی چند بزرگ

 در دیفنسین ژن 300 و یونجه گیاه در دیفنسین ژن 16
 Silverstein et) کرد مشخص را آرابیدوپسیس گیاه

al., 2005; Hanks et al., 2005). 
 

 
ژن  PCR. تصویر الکتروفورزی محصولات 1شکل 

Defensin 1 های مختلف. در ژنوتیپM-  نشانگر مولکولی
1Kb ،C--  ،محلی،  -2گچساران،  -1کنترل منفی 
3- Filip2003-2L ،4- Filip2003-9L ، 
5- Filip2005-2L  6و- Filip2006-10L. 

 

 
ژن  PCR. تصویر الکتروفورزی محصولات 2شکل 

Defensin 3 های مختلف. در ژنوتیپM-  نشانگر مولکولی
1Kb ،C--  ،محلی،  -2گچساران،  -1کنترل منفی 
3- Filip2003-2L ،4- Filip2003-9L ، 
5- Filip2005-2L  6و- Filip2006-10L. 

 

 
ژن  PCR. تصویر الکتروفورزی محصولات 3شکل 

Defensin 6 های مختلف. در ژنوتیپM-  نشانگر مولکولی
100 bp ،C--  ،محلی،  -2گچساران،  -1کنترل منفی 
3- Filip2003-2L ،4- Filip2003-9L ، 
5- Filip2005-2L  6و- Filip2006-10L. 

 
 دمین وجود عملکردی، هایدمین جستجوی

 هاGamma-thionin خانواده از Knot1 عملکردی
 پپتیدهای تمام ساختار در بالا اطمینان میزان با را

 نوعی Knot1 دمین کرد. مشخص شده، شناسایی
 خانواده از سیتئین از غنی پایدار تاخوردگی

Gamma-thioninهایدیفنسین در که است ها 
 شودمی یافت بندپایان هایدیفنسین و گیاهی

(Pelegrini and Franco 2005).  
 ژن درصدی 100 شباهت همردیفی، نتایج

Defensin 1 بررسی مورد هایژنوتیپ تمام بین را 
 ،Filip2003-2L، Filip2003-9L محلی، گچساران،

Filip2005-2L و Filip2006-10L نتایج داد. نشان 
 ابزار در Defensin 1 ژن تحلیل و تجزیه

FGENESH خود ساختار در ژن این که کرد مشخص 
 است باز جفت 87 طول به اینترون یک تنها حاوی
 100 شباهت همردیفی، نتایج (.5 و 4 های)شکل

 هایژنوتیپ تمام بین را Defensin 3 ژن درصدی
 ،Filip2003-2L محلی، گچساران، بررسی مورد

Filip2003-9L، Filip2005-2L و Filip2006-

10L ژن تحلیل و تجزیه نتایج داد. نشان Defensin 3 
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 در ژن این که کرد مشخص FGENESH ابزار در
 جفت 67 طول به اینترون یک تنها حاوی خود ساختار

 شباهت همردیفی، نتایج (.7 و 6 های)شکل است باز
 تمام بین را Defensin 6 ژن درصدی 100

 محلی، گچساران، بررسی مورد هایژنوتیپ
Filip2003-2L، Filip2003-9L، Filip2005-2L 

 تحلیل و تجزیه نتایج داد. نشان Filip2006-10L و
 کرد مشخص FGENESH ابزار در Defensin 6 ژن
 به اینترون یک تنها حاوی خود ساختار در ژن این که

 نظر از (.9 و 8 های)شکل است باز جفت 480 طول
 شباهت ایلپه تک گیاهان هایدیفنسین ژنی، ساختار
 هایدیفنسین طرفی از و داده نشان هم به بالایی
 در دارند. هم با بالایی شباهت نیز ایلپه دو گیاهان
 تک و ایلپه دو گیاهان هایدیفنسین پروتئینی، سطح

 هستند توجهی قابل شباهت میزان دارای ایلپه
(Cools et al., 2017). 

 دیفنسین، هایژن در موجود هایاینترون طول
 در یا گونه یک در مختلف هایژن بین است ممکن

 De Beer and) باشد متفاوت مختلف هایگونه

Vivier, 2008). شده شناسایی هایاینترون تمامی 
 Defensin و Defensin 1، Defensin 3 هایژن

 گچساران، بررسی مورد هایژنوتیپ تمام در 6
 ،Filip2003-2L، Filip2003-9L محلی،

Filip2005-2L و Filip2006-10L نوع از  
GT-AG صورت به مختلف هایژنوتیپ در و بوده 

 هایاینترون بودند. گرفته قرار شده محافظت کاملاً
 شروع GT نوکلئوتید دی با ابتدا در شده شناسایی

 شود.می ختم AG نوکلئوتید دی به پایان در و شده
 و Defensin 1، Defensin 3 هایژن رسدمی بنظر

Defensin 6 انجام قابلیت اینترون یک وجود با 
 محصول یک تنها و نداشته را متناوب پیرایش

 هایژن در معمولاً مورد این کند.می تولید پروتئینی
 تنها متناوب پیرایش زیرا افتدمی اتفاق اینترونی تک
 هایاگزون و گیردمی صورت داخلی هایاگزون در

 درگیر متناوب پیرایش فرایند در ژن آخر و اول
 .(Matlin et al., 2005; Ast, 2004) شوندنمی

 و اگزون دو از معمول طور به هادیفنسین ژنی ساختار
 دو با استثناهایی البته است. شده تشکیل اینترون یک

 اول اگزون است. شده گزارش نیز اینترون
 کد را پپتید سیگنال کامل طور به تقریباً  ها،دیفنسین

  کندمی کد را اصلی پپتید دوم، اگزون کند.می
(De Beer and Vivier, 2008).  

 

 
های ، توالیTSSکه در آن جایگاه شروع نسخه برداری  FGENESHتوسط ابزار  Defensin 1بینی ژن نتایج پیش .4 شکل

 اند.مشخص شده Aو نشانه دم پلی  CDSIو  CDSfاگزونی 

 

 
 .است شده رنگ پر آن در موجود اینترون که Defensin 1 ژن کامل کننده کد توالی .5 شکل
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های ، توالیTSSکه در آن جایگاه شروع نسخه برداری  FGENESHتوسط ابزار  Defensin 3بینی ژن نتایج پیش .6 شکل

 اند.مشخص شده Aو نشانه دم پلی  CDSIو  CDSfاگزونی 
 

 
 .است شده رنگ پر آن در موجود اینترون که Defensin 3 ژن کامل کننده کد توالی .7 شکل

 

 
، TSSکه در آن جایگاه شروع نسخه برداری  FGENESHتوسط ابزار  Defensin 6نتایج پیش بینی ژن  .8 شکل

 اند.مشخص شده Aو نشانه دم پلی  CDSIو  CDSfهای اگزونی توالی

 

 
 .است شده رنگ پر آن در موجود اینترون که Defensin 6 ژن کامل کننده کد توالی .9 شکل

 
 هایژن پروتئینی هایتوالی آنالیز نتایج

Defensin 1، Defensin 3 و Defensin 6 در 
 ابزارهای از استفاده با بررسی مورد هایژنوتیپ تمام

SignalP و CELLO، به پپتیدهایی سیگنال وجود 
 این ساختار در را آمینه اسید 27 و 24 ،27 طول

 که شد مشخص همچنین .کرد مشخص هاپروتئین

 سلول از خارج در خانواده این هایپروتئین تمام
 و زیستی هایتنش به پاسخ در و کرده پیدا تجمع

 هایدیفنسین تجمع محل .دارند نقش زیستی غیر
 این .دارد مستقیمی رابطه هاآن دفاعی نقش با گیاهی

 بذرها و بذر غلاف ها،گل ها،غده ها،برگ در هاژن
 در بذرهای از محافظت در مهمی نقش و شده یافت



 67 ... نیفنسید یکروبیضدم یهاژن یکیوانفورماتیب لیو تحل ییشناساو همکاران:  میر دریکوند 

 

 بازی توسعه حال در هایگیاهچه و زنیجوانه حال
 هایسلول و هاروزنه آوندها، این، بر علاوه .کندمی

 هایبافت سایر و پارانشیمی هایسلول روزنه،
  .(Lacerda et al., 2014) اندشده یافت سطحی

 از شده جداسازی دیفنسین پپتیدهای تمامی
 ترشحی پپتید سیگنال دارای مختلف، هایژنوتیپ
 هایتنش به پاسخ در و بوده سلولی خارج تجمع

 محل داشتند. نقش زیستی غیر و زیستی محیطی
 هاآن دفاعی نقش با گیاهی هایدیفنسین تجمع
 از ایعمده بخش و هادیفنسین دارد. مستقیمی ارتباط

 ضد فعالیت انجام برای میکروبی ضد پپتیدهای
 مکانیسم از یاستفاده با عمدتاً  که خود میکروبی

 باید گیرد،می صورت میکروبی غشاهای با برهمکنش
 هاسلول بین فضای و سلولی خارج محیط به سلول از

 در هادیفنسین دفاعی هاینقش علت به شوند. منتقل

 و تولید از پس پپتیدها این زا،بیماری عوامل مقابل
 ترشح سلول از خارج به ثانویه ساختارهای ایجاد

 با مبارزه به سلول اولیه دفاعی خطوط در تا شوندمی
 بپردازند. ویروسی و قارچی باکتریایی، هایپاتوژن
 به را هادیفنسین که ترشحی پپتید سیگنال وجود
 ساختار در کند، هدایت مبارزه محل و سلول از خارج

 پپتید سیگنال نوع این وجود و بوده ضروری هاآن
 سایر و حاضر یمطالعه در هادیفنسین در ترشحی
 ,.Sagaram et al) است شده مشخص مطالعات

2012). 
 هایژن ساختار در موجود هایاینترون بررسی

Defensin 1، Defensin 3 و Defensin 6 با 
 ،PlantPAN و PlantCARE ابزارهای از استفاده

 هاآن ساختار در را مختلفی تنظیمی عناصر وجود
  (.4 )جدول داد نشان

 
 هااینترون ساختار در موجود تنظیمی عناصر .4 جدول

 Defensin 1 Defensin 3 Defensin 6 توافق مورد توالی بردارینسخه فاکتور نام

AT-Hook aAATTAattc    
ARR-B tctTATCTtt    

MYB-related caaATATCtc  - - 
Myb/SANT, G2-like aGAATAtagg    

Dof gtgCTTTAgtc    
MADS box, MIKC tagtCCATAgatagtagc  - - 

bZIP, HD-ZIP aaatggaATGATaaatagt    
AP2, B3, RAV aCAACAaa  - - 

ARF ttTGTCGct  - - 
C2H2 aACACTt  - - 
CSD aATAAAaa  - - 

TCR,CPP aTTTAAat  -  
Homeodomain aaaaaTATTAttt    

NAC, NAM aaGTCAAta  -  
Sox, YABBY tatTAATTaa  -  

TBP aaTATAT  - - 
WRKY aaGTCAAt  - - 
ZF-HD ATTAA    

GATA, tify ATATC    
ERF ATCAA    
B3 TCATG    

NF-YB, NF-YA, NF-YC ATAGG    
TCP GGAGC  - - 

Trihelix GAAAC    
bHLH cAAATG  - - 



 (70-59) 1397 بهار، ویکمبیستشماره  ،هفتم سال، فناوری گیاهان زراعیعلمی ـ پژوهشی زیست مجله 68

 

 

 از هااینترون  ساختار در موجود تنظیمی عناصر
 بردارینسخه فاکتورهای و بوده متفاوتی هایگروه

 متصل هاآن به مختلف هایخانواده از مختلفی
 شده شناسایی تنظیمی عناصر (.4 )جدول شوندمی

 کننده، تشدید عناصر نور، به پاسخ عناصر شامل
 به پاسخ عناصر محیطی، هایتنش به پاسخ عناصر

 نمو و رشد به پاسخ عناصر گیاهی، هایهورمون
 نشان مختلف هایاینترون ساختاری بررسی بودند.

 تشدید تنظیمی عناصر دارای هاتوالی این که داده
 به پاسخ عناصر و پروموتری هسته ژن، بیان کننده
 این وجود هستند. محیطی هایمحرک و هاتنش

 عناصر دیگر و هااینترون مهم تکاملی نقش عناصر،
 مشخص زنده موجودات ژنوم در را کننده کد غیر
 باعث ژن بیان کننده تشدید تنظیمی عناصر کند.می

 هسته عناصر شوند.می ژن بیان و رونویسی افزایش
 ژن هر بیان برای ضروری تنظیمی عناصر پروموتری،

 هایمحرک و هاتنش به پاسخ عناصر هستند.
 است، مشخص نامشان از که طوریهمان محیطی،

 محیطی هایمحرک و هاتنش به پاسخ برای
 .(Ast, 2004) هستند ضروری موجودات
 ترینمهم از یکی (.Lens culinaris L) عدس

 و ترینمهم از یکی و جهان زراعی گیاهان
 شودمی محسوب بشر غذایی منابع ترینقدیمی

(Muehlbauer et al., 2006; Yadav et al., 

2007; Srivastava and Vasishtha, 2012). با 
 مانند مختلفی قارچی هایبیماری وجود، این

 همراه به هاسفیدک و پوسیدگی آوندی، پژمردگی
 رشد همواره ویروسی و باکتریایی هایبیماری سایر
 کاهش را آن محصول تولید و کرده تهدید را گیاه این
 این به نسبت مقاومت ایجاد هایراه از یکی دهند.می

 بیماری به مقاوم تراریخت گیاهان تولید ها،بیماری
 هایژن باید ابتدا گیاهان، این تولید برای است.

 کرد. شناسایی گیاهان در را مقاومت
 از مختلفی هایدیفنسین کننده کد توالی تاکنون

 جرم اند.شده بررسی و جداسازی مختلف گیاهان

 کوتاه، طول با کننده کد توالی پایین، مولکولی
 سولفیدیدی پیوندهای و سیستئین آمینه اسیدهای
 خارج ترشح پپتید سیگنال وجود شده، محافظت

 خانواده از Knot1 عملکردی دمین وجود و سلولی
Gamma-thioninمشترک هایویژگی از ها 

 .(Cools et al., 2017) است گیاهی هایدیفنسین
 حاضر یمطالعه در شده یاد هایویژگی تمامی
 از شدهجداسازی هایدیفنسین در و بررسی
 ،Filip2003-2L محلی، گچساران، هایژنوتیپ

Filip2003-9L، Filip2005-2L و Filip2006-

10L بر تأییدی خود که شد مشاهده عدس گیاه 
  است. هاژن این جداسازی صحت
 ضد پپتیدهای به توجه اخیر، هایسال در

 جدید محافظتی هایروش به نیاز علت به میکروبی
 در جدید، میکروبی ضد عوامل به نیاز و گیاهان در

 است. کرده پیدا افزایش داریمعنی طور به پزشکی
 عنوان به مصنوعی و طبیعی میکروبی ضد پپتیدهای
 و کشاورزی تقاضای توانندمی احتمالی نامزدهای

 طریق از جدید میکروبی ضد ترکیبات برای را پزشکی
 Flavia) دهند پاسخ بیوتکنولوژی مختلف هایروش

Cancado Viana et al., 2013; Lico et al.,. 
2012; Holaskova et al., 2015). تحقیق نتایج 

 ژنی چند خانواده یک هادیفنسین که داد نشان حاضر،
 پژوهش این در دهند.می تشکیل عدس گیاه در را

 یخانواده از ژن 3 کامل ژنومی توالی بار، اولین برای
 ابزارهای از استفاده با عدس گیاه دیفنسین

 هایژنوتیپ از مختلف، آزمایشگاهی و بیوانفورماتیکی
 ،Filip2003-2L، Filip2003-9L محلی، گچساران،

Filip2005-2L و Filip2006-10L گیاه این 
 بعد، یمرحله در شد. جداسازی و شناسایی

 طول مانند شدهجداسازی هایژن خصوصیات
 و سلولی تجمع محل ها،اینترون طول ها،اگزون
 بررسی هاآن هایاینترون در موجود تنظیمی نواحی

  شد.
 که، داد نشان تحقیق این نتایج مجموع در
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 محافظت عدس، گیاه دیفنسین خانواده هایژن
 هیچ و داشته مختلف هایژنوتیپ بین بالایی شدگی
 نشان همچنین نتایج نشد. مشاهده هاآن بین تفاوتی

 حاوی هاژن این در موجود هایاینترون که داد
 نقش گیاهی هایفرایند در که هستند تنظیمی عناصر
 هاژن این مهم نقش به توجه با کنند.می بازی مهمی

 هایتنش به هاآن پاسخ و گیاهی هایفرایند در
 این انتقال و ژنتیکی دستورزی جداسازی، با محیطی،

 عوامل به گیاهان مقاومت افزایش باعث توانمی هاژن
 هایتنش به گیاهان احتمالی هایپاسخ بهبود و پاتوژن

 این سازیخالص و بیان با دیگر، طرف از شد. محیطی
 و یوکاریوتی بیانی مختلف هایسیستم در پپتیدها

 به دامپزشکی و پزشکی در هاآن از توانمی پروکاریوتی،
 با مقابله در جدید میکروبی ضد عوامل عنوان
     کرد. استفاده دامی و انسانی هایپاتوژن
 

 سپاسگزاری
 که است پژوهشی طرح نتایج از بخشی حاضر مقاله

 آبادخرم واحد اسلامی آزاد دانشگاه طرف از آن بودجه
 گردد.می قدردانی ترتیب بدین که است شده تامین
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