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ها و جانوران جز گياهان مهم زراعي هستند كه قادرند با  خانواده بقولات از لحاظ تغذيه انسان

. ا همزيستي داشته باشندهاي ميكوريز باكتري تثبيت كننده ازت در خاك و همچنين قارچ

گونه  200باكتري خاكزي است كه از طريق ريشه به بيش از  Ralstonia solanacearumباكتري 

از بقولات حمله كرده و باعث مسدود شدن آوندهاي گياهي از يك  يگياهي از جمله تعداد

 تميسس يقهاي كليدي سلول گياهي از طر ها و آنزيم طرف و از طرف ديگر هضم پروتئين

در . شود كه نتيجه آن پژمردگي و از بين رفتن گياهان است نوع سوم مي يماريزاييب يترشح

مدل جهت مطالعه  ياهبه عنوان گ Medicago truncatula اسمقاوم و حس ياهاناز گ يقتحق ينا

و  يكسمطالعات پروتئوم. يداستفاده گرد R. solanacearum يباكتر يهها بر عل ژن يانب ييرتغ

حساس و مقاوم  ياهانها در هر دو نوع گ دو گروه از ژن ياننشان داد كه ب يپتوميكسترانسكر

با پاتوژن واكنش  يمكه محصول آنها بصورت مستق يي ها گروه اول شامل ژن.  يابد يم يشافزا

كه محصول آنها  ييها و گروه دوم شامل ژن يدازو پراكس PI ،PR يها يندهد مانند پروتئ يم

به عنوان  ياو  يامانتقال پ يرشركت كننده در مس يها ينپروتئ يا يسيرونو ين فاكتورهابعنوا

و  HSP90 يها ينكنند مانند پروتئ يم التدخ يگرد يها ينپروتئ ييشكل فضا يينچپرون در تع

(PPI) peptidyl-prolyl cis-trans isomerase .يانب يشنشان داد كه افزا يپتوميكسمطالعات ترانسكر 

ها  ژن يانكه ب يبترت يناست به ا يدارحساس ناپا ياهاندر گ يول يدارمقاوم پا ياهانها در گ ژن

در  يول يافت يشحساس و مقاوم افزا ياهانگ نوعدر هر دو  يبا باكتر يحروز پس از تلق يكدر 

در  يول يافتهحساس كاهش  ياهانها در گ ژن يانب يبا باكتر يحادامه و سه روز پس از تلق

   .يافت يشافزا يحت يامقاوم ثابت و ياهانگ
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۱۳۸۸ زمستان/۴شماره/دوره چهارم/ژنتيک نوين  ٦  
 

  

ژنوم بزرگ  يونجه داراياهان خانواده لگوم مانند يبسياري از گ

ستم ياد و سيز يتکرار DNA ين محتويد و همچنيپلوئ يوپل

ل استفاده از ين دلايبه ا. هستند) دگرگرده افشان(باز  يگرده افشان

در ). ۱(خانواده لگوم دشوار است  يولوژيح بياهان در تشريگن يا

به عنوان  Medicago truncatulaاه ير، استفاده از گياخ يها دهه

خانواده لگوم مورد توجه قرار  يکيمطالعات ژنت ياه مدل برايگ

اه به عنوان مدل، شامل ژنوم ين گيل انتخاب ايدلا. گرفته است

د نسل يافشان، دوره کوتاه تجد عت خودگردهيد کوچک، طبيپلوئيد

ق کشت بافت است ير آسان از طريد و تکثيت تولين قابليو همچن

اکثر ژنوم  ين توالييو تع يکيعلاوه بر اين، وجود نقشه ژنت). ۳،۲(

 و وجود تعداد فراوان ) اشباع از ژن ينواح ين توالييخصوصا تع(

ESTsعنوان مدل گر انتخاب آن به يل دياه از دلاين گيا يبرا ١

 ).۵،۴(باشد  يخانواده لگوم م يبرا

 Ralstonia يحاصل از پاتوژن خاکز ييايباکتر يپژمردگ يماريب

solanacearum و ديگر  ييمه استواي، نييع در مناطق استوايشا

شامل بسياري از  ياهيگونه گ ۲۰۰ش ازيگرم، کشت ب ينواح

در ). ۶(را محدود و با مشکل مواجه کرده است  ياهان زراعيگ

 ين پاتوژن بصورت چند ژنيه اي، مقاومت بر علياه گوجه فرنگيگ

ک تک ژن يانا يس تاليدوپسياه آرابيو در گ) ۷(گزارش شده است 

 .Mاه يدر گ). ۸(کند  ين پاتوژن را کنترل ميمقاومت به ا

truncatula ٢برد نوتركيبهاي اين ت لاينيجمع ياز مطالعات بررو 

، )F8300.5(و مقاوم ) A17(والد حساس  ن دويب يحاصل از تلاق

 زانيکه به م ۵کروموزوم شماره  يبزرگ اثر بر رو QTLک ي

 R. solanacearumمقاومت به پاتوژن  يپيرات فنوتيياز تغ% ۵/۳۸

کوچک  QTLن دو يهمچن).۹(کرد گزارش شده است  يه ميرا توج

 يبر رو يياين پاتوژن باکترياثر مرتبط با مقاومت به هم

 QTLن يا). ۹(ز گزارش شده است ين ۷و ۳شماره  يها کروموزوم

شناخته نشده  يه باکترينشده و ژن مقاومت بر عل ين توالييها تع

ن دست ژن ييپا يها در مورد ژن ين تاکنون اطلاعاتيهمچن. است

                                                            
1 ‐Express sequence tags 

2 - Recombinant inbred lines 

 .Mاه ين پاتوژن در گيه ايزم مقاومت برعليمقاومت و مکان

truncatula گزارش نشده است .  

کس يکس و پروتئوميپتوميترانسکر يها کيتکن يريرا بکارگياخ

را در  يدفاع يها زمين بتوانند مکانيباعث شده است که محقق

سه يمقا. ندينما ياهان حساس و مقاوم بطور همزمان بررسيگ

زا و يماريب يها هيه سوياه تنباکو برعليپتوم گيترانسکر يالگو

-DDق ياهان کنترل از طريبا گ R. solanacearum يزايماريربيغ

RT-PCR ن يوهمچن يدفاع يها از ژن يان برخينشان داد که ب

ه يبرعل يام بطور اختصاصير انتقال پيوابسته به مس يها ژن

  ).۱۰(افتند ير ييزا تغيماريربيزا و غيماريب يها هيسو

 .Rاهان نسبت به پاتوژن يپاسخ گ يتاکنون دو مطالعه بررو

solanacearum مطالعه . کس انجام شده استيق پروتئومياز طر

انجام گرفته و ) ۲۰۰۹(اول که توسط افروز و همکاران در سال 

ن يو همچن  ٣يچپرون يها نياز پروتئ يان برخينشان دادند که ب

مقاوم به پاتوژن  يفرنگ اه گوجهيگ يدر بافت برگ ٤ييژن غشا يآنت

R. solanacearum ن يکه ا يداشتند درصورت يدار يش معنيافزا

 .Rنسبت به  يفرنگ اه حساس گوجهيها در گ نيپروتئ

solanacearum ياز طرف ).۱۱(نداشتند  يدار يان معنيب رييتغ 

بافت  ينيپروتئ يسه الگويبا مقا) ۲۰۰۹( گر، داهال و همکارانيد

 .Rه يبرعل يفرنگ مقاوم گوجهاهان حساس و يساقه گ

solanacearum اهان يگ يدرهردو يدفاع يها نشان دادند که پاسخ

نسبت به پاتوژن اتفاق  يآوند يها حساس و مقاوم در بافت

زان ياهان حساس ومقاوم در زمان و مين گيافتد و اختلاف ب يم

 ها در نين پروتئيان ايزمان ب يعني. باشد يم يدفاع يها نيان پروتئيب

زان ين ميباشد و همچن ياهان حساس ميعتر از گياهان مقاوم سريگ

  ).۱۲(حساس است  اهانيشتر از گياهان مقاوم بيان آنها در گيب

 ينسبت پاتوژن قارچ M. truncatulaاه يگ يدر مطالعه دوم بررو

Aphanomyces euteiches )ت ين پارازيو همچن) ١٣Orobanche 

crenata )يدفاعن يزان پروتئيم) ١٤ PR10فعال در  يها ني، پروتئ

                                                            
3 ‐ Chaperones 

4   - Membrane antigen 

 مقدمه
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 ...در پاسخ به باكترييونجه يكساله  يها تغيير بيان ژن روند بررسي          ... Laurent Gentzbittelاحد يامچي، سيدرضا زارعي، آقافخر ميرلوحي، 
  

۱۳۸۸ زمستان/۴شماره/چهارمدوره /ژنتيک نوين  ٧  
 

و ترانسفراز  ‐S ‐ونيا مثل گلوتاتيون و احيداسياکس يرهايمس

  . ان داشتنديش بيافزا cyclophilinام مثل يانتقال پ

را  يدفاع يها از پاسخ ياهان حساس قادر هستند برخيبنابراين گ

زا از خود نشان دهند ولي اکثر يماريب يها نسبت به پاتوژن

ها صورت  اهان مقاوم نسبت به پاتوژنيواکنش گ يبر رو مطالعات

اهان يگرفته است و تا کنون پژوهشي در ارتباط با عکس العمل گ

در پژوهش حاضر، .ها گزارش نشده است حساس نسبت به پاتوژن

از  mRNAن و يها در سطح پروتئ ان ژنير بييتغ يجهت بررس

شه يبافت ر کس دريپتوميکس و ترانسکريق مطالعات پروتئوميطر

 يه باکتريبر عل M. truncatulaن حساس ياه مقاوم و همچنيگ

ن يبد. صورت گرفت يشاتيآزما R. solanacearum  يزايماريب

بافت  ياديشد که مقدار ز يطراح يعيط کشت مايمنظور مح

. کرد يد ميپتوم و پروتئوم توليترانسکر يمطالعات بعد يشه براير

اهان حساس و يشه گيدر بافت ر ان متفاومتيبا ب ييها نيپروتئ

ق ياهان کنترل از طرينسبت به گ يح با باکتريمقاوم پس از تلق

 يجرم يف سنجين طيو همچن يدو بعد يها الکتروفورز در ژل

ن يد کننده ايتول يها ان ژنير بييسپس تغ. شدند ييشناسا

ما نشان . قرارگرفتند يمورد بررس mRNAها در سطح  نيپروتئ

ر انتقال يمس يها ن ژنيو همچن يدفاع يها از ژن يتعدادم که يداد

 R. solanacearumپاتوژن  هيبرعل M. truncatulaاه يگ ام دريپ

  .کنند يمداخله م

  
  
 :ط رشديو شرا ياهيمواد گ ‐

ن يب يحاصل از تلاقF9) نسل ( RILsت يشامل جمع ياهيمواد گ

 .R( ييزايماريب يباکتر به عنوان والد حساس به( A17والد 

solanacearum ( و والدF83005.5 ) به عنوان والد مقاوم به

 ياهيت گين جمعيا. بود) R. solanacearum ييزايماريب يباکتر

واقع در  INP-ENSATو دانشگاه  INRA يقاتيدر موسسه تحق

ت يجمع F9نه نسل يل ۱۳۰از حدود ). ۹(ه شده است يفرانسه ته

RILs ۱۰نه مقاوم و يل ۱۰نه شامل يل ۲۰، يبا باکترح يپس از تلق 

ک يشات مورفولوژيزا براساس آزمايماريب ينه حساس به باکتريل

لو و يتوسط وا يماريم بيعلا. انتخاب شدند) يعلائم ظاهر(

در اين ). ۹(شدند  يشماره گذار ۴تا  ۱از ) ۲۰۰۷(همکاران 

، سپس )۱شاخص (چند يپ يها به دورخودشان م فرايند، ابتدا برگ

، در ادامه توسعه )۲شاخص (شوند  ين خم مييها به پا دمبرگ

اه از يت کل گيو در نها) ۳شاخص (شوند  يها زرد م برگ يماريب

 ۴۸بذر شامل  ۹۶۰درکل ). ۴شاخص (شود  ين رفته و خشک ميب

حساس و  يها نهيل يبذر برا ۴۸۰جه ينه و در نتيهر ل يبذر برا

شکستن خواب  يبرا. مقاوم استفاده گرديد يها نهيل يبذر برا ۴۸۰

مار گرديد و در يبذرها سطح آنها با استفاده از کاغذ سمباده ت

قه ضد يدق ۵/۱درصد به مدت  ۱۲م يت سديپوکلريمحلول ه

ک ساعت يبذرها به مدت  ييشو بار آب ۷پس از . عفوني شدند

سپس بذرها را در سطح آگار . ور شدند ل غوطهيدر آب استر

)w/v(۰.۸ به  يجوانه زن يدرصد ظروف پيتري پخش کرده و برا

درجه  ۱۴روز در  ۲گراد و سپس  يدرجه سانت ۴روز در  ۳مدت 

جوانه زده  يبذرها. ک قرار داده شدنديط تاريگراد در مح يسانت

به ) ۱۵(ع فارائوس يط کشت مايآگاردار به مح ياز ظروف پتر

 ۸درجه و  ۲۳در  ييساعت روشنا ۱۶ط يروز در شرا ۱۰مدت

 µ mol m-2گراد و شدت نور  يدرجه سانت ۲۰در  يکيساعت تار

s-1  ۱۷۰ منتقل شدند.  

  

  :زايماريب ياهان با باکتريح گيمراحل تلق
) ۲۰۰۷(لو و همکاران يوا روش بر اساس اهانيح گيمراحل تلق

هاي هر دو گروه حساس و مقاوم پس از  اهچهيگ). ۹(انجام شد 

 ييع فارائوس از قسمت انتهايماط کشت يروز رشد در مح ۱۰

نژاد  R. solanacearum يزايماريب يشه زخم و با باکترير

GMI1000  تر آب يل يليک ميدر  يباکتر يکلون ۱۰۸با غلظت

ط ياهان از محيسپس گ. ح شدنديقه تلقيدق ۳۰ل به مدت ياستر

ل منتقل و به دنبال آن مجددا يقه به آب استريدق ۱۰ح به مدت يتلق

و  ييساعت روشنا ۱۲ط يع فارائوس در شرايکشت ماط يبه مح

 µگراد با شدت نور  يدرجه سانت ۲۸و دماي  يکيساعت تار ۱۲

mol m-2 s-1 ۱۰۰ اهان بالا ياهان کنترل همانند گيگ. منتقل شدند

از  يبردار نمونه. مار شدندياز مايع تلقيح ت يبا حذف باکتر يول

جهت . ديانجام گرد حيک و سه روز پس از تلقياهان در يشه گير

، RILsت ياهان حاصل از جمعيگ يکينه ژنتيحذف اختلافات زم

 ها مواد و روش
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 ... Laurent Gentzbittelآقافخر ميرلوحي،احد يامچي، سيدرضا زارعي،            ...در پاسخ به باكترييونجه يكساله  يها تغيير بيان ژن روند بررسي   

  

۱۳۸۸ زمستان/۴شماره/دوره چهارم/ژنتيک نوين  ٨  
 

و به طور (نه حساس با هم يل ۱۰نه مقاوم با هم و يل ۱۰ يها بافت

اهان در ياز گ يبردار نمونه. مخلوط شدند) جداگانه براي هر گروه

  . ديک انجام گرديولوژيتکرار ب ۳

  

  :ت آنين کميين و تعياستخراج پروتئ
ها بر اساس روش دامروال وهمکاران  ن از نمونهياستخراج پروتئ

گرم از  يليم ۲۰۰بر اين اساس حدود ). ۱۶(انجام شد ) ۱۹۸۶(

پودر شد و به  ينيع در هاون چيتروژن مايشه به کمک نيبافت ر

 ۷/۰و  TCA% ۱۰ يتر محلول استن سرد حاويل يليک ميآن 

گراد به  يدرجه سانت ‐۰۲د و در يدرصد مرکاپتواتانل اضافه گرد

به  g۲۰۰۰۰× ها در  سپس نمونه. ک شبانه روز قرار گرفتنديمدت 

. فوژ شدنديگراد سانتر يدرجه سانت ۴قه و در يدق ۲۰مدت 

 يله استن سرد حاويت حاصل بوسيها حذف و پل روشناور نمونه

. شستشو شدند PMSFمولار  يليک ميدرصد مرکاپتواتانل و  ۷/۰

شات يآزما يگراد برا يدرجه سانت ‐۸۰زر يدر فر ييهاي نها تيپل

  .شدند ينگهدار يبعد

آن  يگرم برداشته و به رو يليم ۱۰در مرحله بعد از هر نمونه 

 SDS, 30 mM Tris-Cl pH %2(تر محلول يکروليم ۳۵۰‐۳۰۰

8.5, 60 Mm DTT ( ۱۰۰قه در يدق ۱۰اضافه کرده و به مدت 

محلول حاصل . ت حل شوديگراد حرارت داده تا پل يدرجه سانت

تر يکروليم ۲۰۰فوژ شده و يقه سانتريدق ۵به مدت  g ۱۲۰۰۰×در 

. تر تازه منتقل شديل يليم ۵/۱وب ين به تيپروتئ ياز روشناور حاو

 2D cleanتين از کيمانده در محلول پروتئيباق SDSحذف  يبرا

up (Amersham Bioscience)  ن موجود در ياستفاده شد و پروتئ

 ييت نهايپل. ت رسوب داده شديبراساس دستورالعمل کمحلول 

 7M)زکننده يتر بافر ليکروليم ۳۳۰ن خالص شده در يپروتئ يحاو

urea, 2M thio urea, 4%(w/v) CHAPS, 0.7% ASB14, 1% 
(v/v) carrier ampholytes pH 3-10, 65mM DTT, a trace of 

bromophenol blue) افر ت در بيحل کردن پل يبرا. حل شد

گراد در  يدرجه سانت ۳۰قه در يدق ۳۰ها به مدت  زکننده، نمونهيل

 g ۲۰۰۰۰×ها در  سپس نمونه. قه تکان داده شدنديدور در دق ۱۵۰

تر از روشناور يکروليم ۳۰۰فوژ شدند و يقه سانتريدق ۱۵به مدت 

درجه  ‐۲۰ال تازه منتقل شده و در ين محلول به ويپروتئ يحاو

ت ين از کيسنجش مقدار پروتئ يبرا. ديردگ يگراد نگهدار يسانت

2-D Quant kit (Amersham Bioscience)  براساس دستورالعمل

  .ديت استفاده گرديک

  

  :ژل يزيو رنگ آم يالکتروفورز دوبعد
 ,IPG )18 cm 3-10 NL, Immobline dry stripخشک  ينوارها

Bio-Rad ( گرم  يليک مي يزکننده، حاويتر بافر ليکروليم ۳۰۰در

 ۲۰در  IPGphor (Amersham Bioscience)ن در دستگاه يپروتئ

به ) passive form( يکيان الکتريگراد بدون جر يدرجه سانت

 active(سپس دستگاه فعال شده . ساعت قرار گرفتند ۲مدت 

form ( ساعت  ۱۲گراد به مدت  يدرجه سانت ۲۰ولت در  ۵۰و با

 يها ت لکهيتثب يبراسپس . دا کرديادامه پ rehydrationعمل 

استفاده  IPGphorر در دستگاه ياز برنامه ز) focusing(ن يپروتئ

ساعت،  ۲ولت به مدت  ۵۰۰ساعت،  ۲ولت به مدت  ۳۰۰: شد

 ۸۰۰۰ولتاژ تا  يجيش تدريساعت و افزا ۲ولت به مدت  ۱۰۰۰

 ۶۰۰۰۰ولت به مدت  ۸۰۰۰تا در يساعت و نها ۵ولت در عرض 

پس از الکتروفورز بعد اول  IPG يهانوار. م شديولت ساعت تنظ

 6M urea, 50 mM Tris-Cl pHقه در بافر اشباع يدق ۱۵به مدت 

8.8,) 30% (v/v) glycerol, 2% (w.v) SDS, 1% DTT, a trace 
of bromophenol blue ( قه يدق ۱۵قرار گرفته و سپس به مدت

درصد  iodoacetamide  ۲.۵ينيگزيبا جا يگر در همان بافر وليد

ژل  يبه بالا IPG يپس از آن نوارها. قرار گرفتند DTT يبه جا

SDS-PAGE  د منتقل شده و در يل آميدرصد اکر ۱۲.۵با غلظت

 يليم ۴۰قه و سپس يدق ۳۰آمپر به مدت  يليم ۱۵ان ثابت يجر

درجه  ۲۰در  SDS-PAGEدو ژل  يساعت برا ۵آمپر به مدت 

-SDS يها رحله بعد ژلدر م. گراد الکتروفورز شدند يسانت

PAGE يحاو يزيآم در محلول رنگ colloidal CBB G-250 

 %40(ت يها ابتدا در محلول تثب نکار ژليا يبرا). ۱۷(رنگ شدند 

methanol, 10% acetic acid ( ک ساعت قرار گرفتند و يبه مدت

ر شده و سپس به يقه با آب دوبار تقطيدق ۳۰پس از آن به مدت 

 phosphoric acid, 10% %10(محلول رنگ ساعت در  ۳۰مدت 

(w/v) ammonium sulfate, 20% methanol, 0.12% (w/v) 
CBB G-250 (توسط يزيآم ها پس از رنگ ژل. قرار گرفتند ،

اسکن شده و از  Epson, Japan (epson perfection 4990(اسکنر 

 Image master 2D platenium ver.6 (Amershamنرم افزار 
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۱۳۸۸ زمستان/۴شماره/چهارمدوره /ژنتيک نوين  ٩  
 

Bioscience) نسبت . دير استفاده گرديل تصاويه و تحليتجز يبرا

ها براساس درصد حجم به کمک نرم افزار  ن ژليها در ب اندازه لکه

در سه تکرار  يشات الکتروفورز دوبعديآزما. ديمحاسبه گرد

  .ک انجام شدنديولوژيب

  

 يجرم يف سنجيق طين از طريپروتئ يها لکه ييشناسا
MALDI-MS  وESI-MS/MS:  

 يمرتبط با مقاومت به باکتر يها نيپروتئ يژل حاو يها لکه

ده شدند و رنگ يها بر ژل يها از رو سه ژليزا پس از مقايماريب

 يليم ۲۵ل و يتريها با محلول استون مار لکهيله تيبوس يکوماس

حذف  ۱:۱(v/v) يمساو يها وم به نسبتيکربنات آمون يمولار ب

از  يگرديد تا رنگ کوماسض ين محلول تعويقه ايدق ۳۰شد و هر 

فوژ تحت يژل با سانتر يها سپس لکه. ژل حذف شود يها لکه

تر يکروليم ۲۰خشک شده  يها به لکه. ط خلا خشک شدنديشرا

ن يمولار اضافه گرديد و در پي آن به ا يليم ۲۵وم يکربنات آمون يب

 ,Sequencing grade modified trypsin(ن يپسيم تريمحلول آنز

Promega (تر واکنش اضافه يکرولينانوگرم در هر م ۱۰غلظت  با

. گراد انکوبه شدند يدرجه سانت ۳۷ساعت در  ۲۴شد و به مدت 

 %10(تر محلول يکروليم ۸۰، يميجهت خاتمه واکنش هضم آنز

formic acid, 62.5% acetoniteile, 27.5% H2O  ( ۲۰به 

ن يئپروت يروشناور حاو. دياضافه گرد يميتر واکنش آنزيکروليم

به دو  يدرصد ۸۰و  ۲۰ت جدا و به دو سهم يهضم شده از پل

ط يفوژ تحت شرايم شدند و سپس توسط سانتريال جداگانه تقسيو

ن يپروتئ ييشناسا يبرا يدرصد ۲۰ال سهم يو. خلا خشک شدند

 Applied(از نوع  يجرم يف سنجيق طيهضم شده از طر

Biosystem(MALDI-MS  يبرا يدرصد ۸۰ال سهم يو و 

 Applied(از نوع  يجرم يف سنجيق طين از طريپروتئ ييشناسا

Biosystem (ESI-MS/MS استفاده شدند.  

ع يما يک کروماتوگرافياز  ESI-MS/MS يجرم يف سنجيدر ط

)LC ( يجرم يف سنجيک دستگاه طيکه به Q-Trap  جفت شده

ج ينتا. دين هضم شده استفاده گرديپروتئ ين توالييتع ياست، برا

به کمک نرم افزار  ESI-MS/MS يجرم يف سنجيز طحاصل ا

MASCOT يها موجود در بانک يها نيبا پروتئ )Viridiplantae (

sport-trembl،  sport-trembl (All species) وM. truncatula 

Gene Index (MtGI) ن يپروتئ ييشناسا يسه شدند و برايمقا

نرم افزار  يمورد استفاده برا يپارامترها. دياستفاده گرد

MASCOT شامل :carbamidomethyl (C) ر ثابت ييبه عنوان تغ

رات ييبه عنوان تغ oxidation (M)و deamidated (NQ)ن و يپروتئ

  .شدند ير به نرم افزار معرفيمتغ

  

  :آغازگر يطراح
 ي، آغازگرهاMtGIها در بانک  ژن ‐نيپروتئ ييبعد از شناسا

مرتبط در  يها ژن cDNAا ي mRNA يبراساس توال ياختصاص

به کمک ) شود يکه ترجمه نم mRNAاز  ينواح( UTR ’3ه يناح

 يطراح  Applied Biosystem(primer express v.2(نرم افزار 

-q-RT يات لازم برايبه خصوص آغازگرها يد که در طراحيگرد

PCR real time بر  آغازگرها ين تواليهمچن. مد نظر قرار گرفت

بودن آنها نسبت به  يشد تا از اختصاص blast يژن يها ه بانکيعل

  .نان حاصل شوديهدف اطم يها ژن

  

  :real time q-RT-PCR و  RNAاستخراج 

و بر اساس  Trizol (Invitrogen)له محلول يبه وس RNAاستخراج 

گرم از بافت  يليم ۲۰۰حدود . ت انجام گرفتيدستورالعمل ک

پودر شده و سپس  ينيع در هاون چياه به کمک ازت مايشه گير

پس . به آنها اضافه شد Trizol (Invitrogen)تر محلول يل يليک مي

 ۱۵گراد به مدت يدرجه سانت ۳۷ها در  ه ورتکس نمونهيثان ۱۵از 

ها  تر کلروفورم به نمونهيکروليم ۲۰۰سپس . قه انکوبه شدنديدق

به  g ۱۲۰۰۰×گر ورتکس شدند ودر يه ديثان ۱۵اضافه گرديد و 

 يفاز آب. فوژ شدنديگراد سانتر يدرجه سانت ۴قه در يدق ۱۵مدت 

زوپروپانل اضافه گرديد و به يال تازه منتقل و هم حجم آن ايبه و

به مدت  g ۸۰۰۰×ها در نمونه. خ قرار گرفتنديقه در يدق ۱۵مدت 

روشناور . فوژ شدنديگراد سانتر يدرجه سانت ۴قه در يدق ۲۰

تر يل يليک ميبود با  RNA يت آنها که حاويها حذف و پل نمونه

 ۱۰قه مجددأ به مدت يدق ۵شستشو شد و پس از % ۷۰الکل اتانل 

. فوژ شدنديگراد سانتر يدرجه سانت ۴و در  g ۸۰۰۰× قه دريدق

 ۵۰شگاه خشک گرديد و سپس يآزما يت حاصله در دمايپل
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 ... Laurent Gentzbittelآقافخر ميرلوحي،احد يامچي، سيدرضا زارعي،            ...در پاسخ به باكترييونجه يكساله  يها تغيير بيان ژن روند بررسي   

  

۱۳۸۸ زمستان/۴شماره/دوره چهارم/ژنتيک نوين  ١٠  
 

ک ي. آنها اضافه شد يبررو RNaseاز  يل عاريتر آب استريکروليم

ن ييجهت تع DNAآلوده به  RNA يمحلول حاوتر از يکروليم

ک ي. استفاده شد Germany (Nanodrap(غلظت به کمک دستگاه 

. استفاده شد DNase (Promega)مار با يجهت ت RNAکروگرم يم

 Agilent RNAت ياستخراج شده از ک RNAت يفين کييجهت تع

600 Nano Kit ق دستگاه ياز طرAgilent 2100 Bioanalyzer 

(Agilent technologies, Massy, France) سپس . استفاده شد

 nanodrapاز دستگاه  DNAاز  يعار RNAت ين کمييتع يبرا

واکنش  يبرا DNAاز  يعار RNAکروگرم يک مي. دياستفاده گرد

RT (Promega) يمر پليبه کمک پرا T )Oligo(dt)15 ( براساس

  .ت استفاده شديدستورالعمل ک

نانوگرم  ۵ يتر حاويکروليم ۱۰در حجم  q-RT-PCRواکنش 

cDNA ،۶/۰ ۵جلورونده و پس رونده و  يکرومولار آغازگرهايم 

 SYBER green PCR master mix (Appliedتر يکروليم

Biosystem) کلر در سه مرحله به يبرنامه ترموسا. ديانجام گرد

 يدرجه سانت ۵۰کل شامل يک سيمرحله اول در : ر بوديشرح ز

قه، يدق ۱۰گراد به مدت  يدرجه سانت ۹۵قه و يدق ۲دت گراد به م

 ۱۵گراد به مدت  يدرجه سانت ۹۵کل، يس ۴۰مرحله دوم شامل 

قه و مرحله سوم يک دقيگراد به مدت  يدرجه سانت ۶۰ه، يثان

)dissociation step ( ۱۵گراد به مدت  يدرجه سانت ۹۵شامل 

 يدرجه سانت ۹۵ه و يثان ۱۵گراد به مدت  يدرجه سانت ۶۰ه، يثان

خانه در  ۳۸۴ت يها در پل ر نمونهيتکث. هيثان ۱۵گراد به مدت 

انجام  Applied Biosystem (ABI 7900(کلر يدستگاه ترموسا

) Applied Biosystem(ق نرم افزار ياز طر PCR يها د و دادهيگرد

SDS 2.2 ها از  نرمال کردن داده يبرا. ل شدنديه و تحليتجز

 elongation facctorمرتبط با ژن  cDNAاستاندارد که  يآغازگرها

1α يمحاسبه بازده. کنند، استفاده شد ير ميرا تکث PCR  از سه

در سه  يمارها مخلوطيتمام ت cDNAاز  ‐۱: ق انجام شديطر

 q-RT-PCRنانوگرم درسه تکرار جهت انجام  ۱۰و  ۵ک، يغلظت 

 يبرا SDS 2.2به کمک نرم افزار  PCR يه شد و سپس بازدهيته

 ‐ ۲. ديمحاسبه گرد) slop ۱)=E +۱هر آغازگر براساس فرمول 

ق يمستقل از طر cDNAهر  يهر آغازگر و برا يبراPCR  يبازده

فرض برابر بودن  ‐ ۳. ديمحاسبه گرد LinReg v.4نرم افزار 

 يهدف و آغازگرها يها ژن يآغازگرها يبرا PCR يبازده

 Applied Biosystems User)قرار گرفت  يابياستاندارد مورد ارز

)http://docs.appliedbiosystems.com/searchBulletin #2,  .

ک و سه تکرار يولوژيدر سه تکرار ب q-RT-PCRشات يآزما

-q-RT يها داده يبرا ANOVAجدول . ديانجام گرد يکيتکن

PCR ه و يه و تجزيته يل کاملأ تصادفيفاکتورش يدر قالب آزما

  . ل شدنديتحل

  

 
 .Mاهان حساس و مقاوم يدر گ ييزايمارين شاخص بييتع

truncatula   
حاصل از  RILsت يجمع ۹Fک نسل ياز دو دامنه مقاوم و حساس 

پس ) مراجعه به مواد و روش ها(دو والد حساس و مقاوم  يتلاق

 .R يزايماريب يه باکترياهان بر عليگ يپيفنوت يابياز ارز

solanacearumم يعلا. نه مقاوم و حساس انتخاب شدندي، ده ل

). ۱شکل (روز سوم ظاهر شدند  اهان حساس ازيدر گ يماريب

) ۲۰۰۷(لو و همکاران يوا روش بر اساس ۴تا  ۱از  يماريم بيعلا

روز پس از  ۴۱تا  ۳ن يم در بين علايو ا) ۹(شدند  يشماره گذار

). ۱شکل (بودند  يياهان حساس قابل شناسايدر گ يح با باکتريتلق

اه حساس قادر يزا در گيماريب يدهد که باکتر يک نشان ميشکل 

اه يا مرگ کامل گي ۴تا شاخص  يماريشرفته بيم پيد علايبه تول

ک را از خود ياهان مقاوم حداکثر تا علامت شماره يگ ياست ول

  . دهند ينشان م

  

يشات الکتروفورز دوبعديج آزماينتا  
مرتبط با مقاومت به  يها نيان پروتئيتفاوت ب ييشناسا يبرا 

ح شده با ياه حساس و مقاوم تلقيگ ۱۰شه ي، رييايپاتوژن باکتر

در ) لياهان در آب استريمار گيت(اهان کنترل يبه همراه گ يباکتر

و بطور  يريگ ح نمونهياول و سوم پس از تلق يدو مرحله روزها

مقدار . اهان حساس و مقاوم با هم مخلوط شدنديگ يجداگانه برا

. ن استفاده شدياستخراج پروتئ يها، برا گرم از بافت يليم ۲۰۰

ط ياهان حساس و مقاوم در دو شرايگ (2D-PAGE)نقشه پروتئوم 

. سه شدنديبا هم مقا يريگ ح و کنترل و دو مرحله نمونهيتلق

 نتايج
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 ...در پاسخ به باكترييونجه يكساله  يها تغيير بيان ژن روند بررسي          ... Laurent Gentzbittelاحد يامچي، سيدرضا زارعي، آقافخر ميرلوحي، 
  

۱۳۸۸ زمستان/۴شماره/چهارمدوره /ژنتيک نوين  ١١  
 

لکه  ۱۰۰۰حدود (پروتئوم هر گروه ر نقشه يتکرارپذ يها لکه

ک با استفاده از نرم افزار يولوژيدر سه تکرار ب) واضح در هر ژل

Image master 2D platenium ver.6 يدر دو بعد برا 

از محدوده  يو وزن مولکول ۱۰تا  ۳از محدوده  pIات يخصوص

ن يها در ب سه لکهيمقا. لودالتون قابل مشاهده هستنديک ۱۰۰تا  ۱۰

به کمک همين نرم افزار به دو صورت  يساز ها پس از نرمال ژل

 :انجام گرفت

اهان يح شده با گياهان تلقيگ يها ن ژليها در ب سه لکهيمقا ‐۱

اهان ينشان داد که در هر دو گروه گ )۷تا  ۲ يها شکل(کنترل 

ح و در بافت يروز اول پس از تلق يريگ حساس و مقاوم در نمونه

افته است يش يافزا ۱۱و  ۸، ۷، ۶شماره  يها نيان پروتئيشه، بير

اه يدر گ ۸و  ۷شماره  يها نيان پروتئيش بيکه افزا) ۳و  ۲شکل (

اه يدر گ ۱۱و  ۶شماره  يها نيشتر از حساس و پروتئيمقاوم ب

روز سوم  يريگ در نمونه). ۱جدول (شتر از مقاوم بود يحساس ب

در هر دو  ۹ن شماره يان پروتئيشه بيح، در بافت ريپس از تلق

-mock)اهان شاهد ياهان حساس و مقاوم نسبت به گيگ

inoculation) ان لکه يش بيافزا). ۶و  ۵ يها شکل(افت يش يافزا

). ۱جدول (اهان حساس بود يشتر از گياهان مقاوم بيدر گ ۹شماره 

ح ياهان مقاوم پس از تلقيدر گ ۱۰ن شماره يان پروتئين بيهمچن

، )۱، جدول ۷و  ۵شکل (افت ي شياهان شاهد افزاينسبت به گ

ح نسبت به ياهان حساس، پس از تلقين در گين پروتئيان ايب يول

  ).۱، جدول ۶شکل (دا نکرد ير پيياهان شاهد تغيگ

اهان حساس و يگ يها ن ژليها در ب سه لکهيگر مقاياز طرف د ‐۲

روز اول و در  يريگ ح نشان داد که در نمونهيمقاوم پس از تلق

اهان مقاوم يفقط در گ ۵و  ۴، ۳، ۲شماره  يها نيپروتئشه يبافت ر

شوند  يده نميها د نين پروتئياهان حساس ايوجود دارند و در گ

) .۱، جدول ۴شکل (  

لکه بصورت  ۶ش ين آزمايلکه مورد مطالعه در ا ۱۱در مجموع از 

ر کردند كه شامل ييح وکنترل تغيط تلقين دو شرايدر ب يکم

جدول (بود  ۷تا  ۲ يها در شکل ۱۱و  ۱۰، ۹، ۸، ۷، ۶ يها لکه

 peptidyl-prolylن يکه هر سه پروتئ ۳و ۲، ۱شماره  يها لکه .)۱

cis-trans isomerase 8.5ک با يشماره  هستند که لکه pI  و وزن

در نقشه پروتئوم  يکسانيت يدر موقعلو دالتون يک ٣/١٧ يمولکول

فقط  ۳و ۲دو لکه  يدارد ولاهان مقاوم و حساس قرار يهر دو گ

 positionبصورت  ٥/٧و  ٨ب يبه ترت يها pIاه مقاوم با يدر گ

shift  ک به طرف ينسبت به لکه شمارهpH ر مکان ييتغ يدياس

 inhibitor ST1-like ن يهر دو پروتئ ۵و  ۴ يها لکه. اند کرده

(Proteinase inhibitor 20) kunitz   باpI ٥/٧و  ٨ب يبه ترت يها 

  ).۱و جدول  ۴شکل (موجود هستند  اه مقاوميفقط درگ

  

يجرم يف سنجيج حاصل از طينتا  
اهان يسه نقشه پروتئوم گيان متفاوت از مقايلکه با ب ۲۴تعداد 

 يح و کنترل و روزهايط تلقيمقاوم و حساس در دو شرا

 MALDI-TOFق ياول و سوم انتخاب و ابتدا از طر يريگ نمونه

ق يکه از طر ييها نيها شد و پروتئ نيپروتئ يياقدام به شناسا

 ييقابل شناسا (Mass finger printing) يجرم ينگار انگشت

. گرديد ين تواليياز آنها تع يبخش ESI-MS/MSق ينبودند از طر

شده توسط  ييشناسا يها ئنيپروت يرياطمينان از تکرارپذ يبرا

مشابه در دو تکرار  يها لکه يشات برروي، آزمايجرم يف سنجيط

ف يج طيک انجام شد كه در هر دو تکرار نتايولوژيتکرار ب ۳از 

 يجرم يف سنجيج طينتا. کاملأ مشابه هم بودند يجرم يسنج

 .Mاه يگ يها نيها مرتبط با پروتئ لكه ۲۴لکه از  ۱۱نشان داد که 

truncatula ،۶ يباکتر يها نين مرتبط با پروتئيپروتئ R. 

solanacearum، ۲ ن بصورت يپروتئ ۵ن و ين به عنوان کراتيپروتئ

ج يسه نتاين با مقايهمچن). ۲و  ۱ يها جدول(ماندند  يناشناخته باق

ESI-MS/MS اه يگ يه بانک اطلاعاتيبرعلM. truncatula (MtGI) 

آنها  يو محل کروموزوم ييها شناسا نين پروتئيمرتبط با ا يها ژن

 يبرا يکه مشخصات ييها لکه يبرا). ۱جدول (دند يمشخص گرد

 يها وجود نداشت ژن M. truncatula  يآنها در بانک اطلاعات

در بانک  ياهيگر گيد يها از گونه) ها نيپروتئ(ها  ن لکهيمرتبط به ا

 .Mاه يآنها در گ يمحل کروموزوم يول ييشناسا NCBI ياطلاعات

truncatula ۱جدول (د يمشخص نگرد.(  

  

 Real time q-RT-PCR ج ينتا  

 يمرهايله پرايبوس q-RT-PCRش يآزما cDNAه يپس از ته

شده از  ييشناسا يها ژن يبر اساس توال) ۳جدول (شده  يطراح
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 ... Laurent Gentzbittelآقافخر ميرلوحي،احد يامچي، سيدرضا زارعي،            ...در پاسخ به باكترييونجه يكساله  يها تغيير بيان ژن روند بررسي   

  

۱۳۸۸ زمستان/۴شماره/دوره چهارم/ژنتيک نوين  ١٢  
 

دار بودن  يمعن يبررس يبرا. شات پروتئوم انجام گرفتيق آزمايطر

انس يه واريجدول تجز mRNAها در سطح  ان ژنياختلاف ب

. ه شديته q-RT-PCRج يحاصل از نتا يها ن دادهيانگيم يبررو

 mRNAها در سطح  ان ژنير بيينشان داد که تغ q-RT-PCRج ينتا

در گروه اول . کرد يبند پنج گروه طبقه توان به يم يرا بطورکل

 Kunitz trypsinو  peptidyl-prolyl cis-trans isomerase يها ژن

protease inhibitor اهان يها در گ ن ژنيان ايزان بيقرار دارند که م

اهان شاهد ينسبت به گ يح با باکتريحساس و مقاوم پس از تلق

در گروه دوم، ژن ). ۴جدول (نشان نداند  يدار يان معنير بييتغ

peroxidase اهان يح در هر دو گروه گيقراردارد که پس از تلق

ن يافت و ايش ين ژن افزايان ايب dpi٥مقاوم و حساس و در هر دو 

 dpiن دو يحساس و مقاوم و در باهان ين گيان در بيش بيافزا

 يها در گروه سوم، ژن). ۴جدول (نداشتند  يدار ياختلاف معن

PR5 ،cold stress response  وProteinase inhibitor 20  قرار

اهان مقاوم و حساس و در يها در هر دو گروه گ ان آنيدارند که ب

                                                            
5   - days post inoculation 

 يبه طور. افته استيش يافزا يح با باکتريپس از تلق dpiهر دو 

اهان يدرگ PR5 ،cold stress response يها ان ژنيش بيکه افزا

ر يياهان حساس تغيدر گ يبود ول dpi1شتر از يب dpi3مقاوم در 

 Proteinaseان ژن يش بيگر افزاياز طرف د. دار نداشت يمعن

inhibitor 20 ن دوياهان مقاوم بيدرگ dpiنداشت  يدار ير معنييتغ

 dpi1کمتر از  dpi3ن ژن در يان ايبش يحساس افزا اهانيدر گ يول

قرار دارد که پس از  PR10در گروه چهارم، ژن ). ۴جدول (بود 

اهان ين ژن در هر دو گيان ايب dpi1در  ياهان با باکتريح گيتلق

اهان مقاوم يان در گيش بين افزايافت و ايش يحساس و مقاوم افزا

اهان يدر گ يشد ول dpi1شتر از يب يدار يبه طور معن dpi3در 

دا کرد ياهان شاهد تنزل پين ژن به اندازه گيان ايحساس مقدار ب

ح يقرار دارد که پس از تلق pprg2ژن در گروه پنجم، ). ۴جدول (

ش ياهان حساس افزاين ژن در گيان ايب dpi1در  ياهان با باکتريگ

اهان ين ژن نسبت به گيان ايب dpi3در  يداشت ول يدار يمعن

اهان مقاوم بر عکس، در يدر گ. نداشت يدار ير معنييشاهد تغ

dpi1 ينداشت ول يريياهان شاهد تغين ژن نسبت به گيان ايب 

  ). ۴جدول (دا کرد يپ يدار يمعن شين ژن افزايان ايب dpi3در

  

  

  
  

 بر ۴ تا کي نيب ميعلا. M. truncatula مقاوم و حساس اهانيگ در R. solanacearum ييايباکتر يماريب ميعلا ظهور و توسعه ‐ ۱ شکل

 شاخص تا حداکثر مقاوم اهانيگ يول است ييشناسا قابل حساس اهانيگ در يباکتر با حيتلق از پس روز ۴۱ تا ۳ نيب يماريب شدت حسب

 سه شامل شيآزما. ندادند نشان خود از يميعلا چيه اند نشده آلوده يباکتر با که شاهد مقاوم و حساس اهانيگ. دادند نشان خود از را کي

  .بود اريمع انحراف محاسبه همراه به تکرار

  

0
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روزهای پس از تلقيح با باکتری
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  ير

 اهيگ

  ير

 اهيگ

..سخ به باكتري

۱۳١٣ 

باکتر با حيتلق ز

گ در آنها انيب ه

باکتر با حيتلق ز

گ در آنها انيب 

ه يكساله در پاس

۳۸۸ زمستان/۴

  

از پس روز کي

که هستند ينها

  
ا پس روز کي 

که هستند ينها

ن ژنهاي يونجه

۴شماره/ چهارم

  
ي شه،ير نيروتئ

نيپروتئ شده ير

شه،ير نيپروتئ

نيپروتئ شده ير

ي روند تغيير بيا

دوره/يک نوين

پر از حاصل ي

گذار نام يها که

پ از حاصل يد

گذار نام يها که

1

8

7

6

بررسي          .

 ژنتي

M .يبعد دو ژل

لک). راست مت

M. .بعد دو ژل

لکه). راست مت

  .ست

6

١١  

1 

Laurent Gent ...

M. truncatula م

سم( شاهد اهيگ

truncatula  س

سم( شاهد اهيگ

اس افتهي شيافزا

tzbittelميرلوحي،

مقاوم اهيگ شهي

گبا سهيمقا در 

 .است افتهي ش

حساس اهيگ شهي

گ با سهيمقا در 

يباکتر با حيتلق

 زارعي، آقافخر م

ير بافت روتئوم

R )چپ سمت(

شيافزا يباکتر با 

ير بافت روتئوم

)چپ سمت( 

ت از پس مقاوم 

 يامچي، سيدرضا

پر يالگو –۲ ل

R. solanacear

حيتلق از پس م

پر يالگو –۳ ل

R. solanacear

اهيگ همانند س

احد 
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مقاوم
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 ... Laurent Gentzbittelاحد يامچي، سيدرضا زارعي، آقافخر ميرلوحي،          ... بررسي روند تغيير بيان ژنهاي يونجه يكساله در پاسخ به باكتري   

 

۱۳۸۸ زمستان/۴شماره/دوره چهارم/ژنتيک نوين  ١٤  
 

  
 با حيتلق از پس روز کي M. truncatula) راست سمت( حساس و) چپ سمت( مقاوم اهانيگ در شهير بافت پروتئوم يالگو سهيمقا –۴ شکل

 ۸.۵ با ۱ شماره لکه که هستند peptidyl-prolyl cis-trans isomerase نيپروتئ سه هر که ۳و ۲ ،۱ شماره يها لکه. R. solanacearum يباکتر

pI در فقط ۳و ۲ لکه دو يول دارد قرار حساس و مقاوم اهانيگ دو هر پروتئوم نقشه در يکساني تيموقع در دالتون لويک ۲۰ يمولکول وزن و 

 يها لکه. اند کرده مکان رييتغ يدياس pH طرف به کي شماره لکه به نسبت position shift بصورت ۵/۷ و ۸ بيترت به يها pI با مقاوم اهانيگ

 بصورت مقاوم اهانيدرگ فقط ۵/۷ و ۸ بيترت به يها pI با inhibitor ST1-like (Proteinase inhibitor 20) kunitz نيپروتئ دو هر ۵ و ۴

position shift اند کرده رييتغ.  

  

  
  يباکتر با حيتلق از پس روز سه شه،ير نيپروتئ از حاصل يبعد دو ژل. M. truncatula مقاوم اهانيگ شهير بافت پروتئوم يالگو –۵ شکل

 R. solanacearum )اهانيگ در آنها انيب که هستند يها نيپروتئ شده يگذار نام يها لکه). راست سمت( شاهد اهيگ با سهيمقا در) چپ سمت 

 يباکتر با شده حيتلق اهانيگ در فقط که است R. solanacearum ييايباکتر نيپروتئ R3 لکه. است افتهي شيافزا يباکتر با حيتلق از پس مقاوم

  .شود يم دهيد

9

R3

10

1

4

2
3 

5 

1
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 ...بررسي روند تغيير بيان ژنهاي يونجه يكساله در پاسخ به باكتري          ... Laurent Gentzbittelاحد يامچي، سيدرضا زارعي، آقافخر ميرلوحي، 
 

۱۳۸۸ زمستان/۴شماره/دوره چهارم/ژنتيک نوين  ١٥  
 

  

  
 يباکتر با حيتلق از پس روز سه شه،ير نيپروتئ از حاصل يبعد دو ژل. M. truncatula حساس اهانيگ شهير بافت پروتئوم يالگو –۶ شکل

R. solanacearum )شکل چپ سمت A (شاهد اهيگ با سهيمقا در )شکل راست سمت A(، نيپروتئ يها لکه R1 تا R6 اهانيگ در فقط که 

 انيب. شدند ييشناسا R. solanacearum ييايباکتر يها نيپروتئ عنوان به يجرم يسنج فيط از پس هستند يابيرد قابل يباکتر با شده حيتلق

 چپ سمت( است افتهي شيافزا يباکتر با حيتلق از پس) ۵ شکل( مقاوم اهانيگ همانند حساس اهانيگ در) Peroxidase( ۹ شماره نيپروتئ

 نداشت انيب رييتغ يباکتر با حيتلق از پس حساس اهانيگ در) ۵ شکل( مقاوم اهانيگ خلاف بر) PR-5( ۱۰ شماره نيپروتئ يول) B شکل

  ).C شکل چپ سمت( شود يم دهيد يباکتر با شده حيتلق اهانيگ در فقط که است R. solanacearum ييايباکتر نيپروتئ R3 لکه). C شکل(

  

  

  
 با حيتلق از پس روز سه M. truncatula) راست سمت( حساس و) چپ سمت( مقاوم اهانيگ در شهير بافت پروتئوم يالگو سهيمقا –۷ شکل

 حساس اهانيگ به نسبت مقاوم اهانيگ در) PR-5( ۱۰ شماره نيپروتئ انيب ،يباکتر با حيتلق از پس روز سه. R. solanacearum يباکتر

 از پس مقاوم اهانيگ به نسبت حساس اهانيگ در آنها انيب و است R. solanacearum ييايباکتر نيپروتئ R3 لکه. دارد يمحسوس اختلاف

  .                                                                            .است شترشدهيب يباکتر با حيتلق

R3
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Spota  Best matching 
gene productb 

Chromosomec MW 
(KD)Theoretical 

pI 
Theoretical 

MW(KD) 
on gel 

pI on 
gel 

Inductions ratios postinoculationd M. truncatula(Accession 
Number) 

Identified peptide sequencese Protein 
Score 

(MASCOT)   
LC‐MS/MSf 

% Coverageg 

Susceptible Plant Resistant  Plant

   Day 1          Day 3    Day1             Day 3

1  Peptidyl‐prolyl cis‐
trans isomerase 

? 18.١  8.3 ١٧.٣ 8.5 ‐ ‐ ‐ ‐ TC127550 FDMSVGGNPAGR-GGESIYGSKFADENFIK-KHTGP
GILSMANAGPGTNGSQFFICTAKTEWLDGKHVVFGQ

335  41 

2  Peptidyl‐prolyl cis‐
trans isomerase 

? 18.1  8.3 ١٧.٣ 8 Absent Absent Present Present TC127550 FADENFIK-VVEGLDIVKEIEKVGSGSGKTSKPVV 
IAD 

191  22 

3  Peptidyl‐prolyl cis‐
trans isomerase 

? 18.1  8.3 ١٧.٣ 7.5 Absent Absent Present Present TC127550 IIFELFADVTPRTAENFRALCTGEKGVGRSGKPL-F
ADENFIK 

260  25 

4  Proteinase 
inhibitor 20 

6 23.4  7.6 ١٩.٨ 8 Absent Absent Present Present AC122730_2 CPVTVLQDR  
 

40  4 

5  Proteinase 
inhibitor 20 

6 23.4  ٧.٦ ١٩.٨ 7.5 Absent Absent Present Present AC122730_2 CPVTVLQDR 40  4 

6  Kunitz trypsin 
protease inhibitor 

3 ٢٣  5.1 ٢٠.٧ 4.8 4.21±0.18 ‐ 2.01±0.15 ‐ CU019604_15
 

TCPLDVIR-NPDAIGTPVYFSASGLDYIPTLTDLT 
IEIPILGSPCNEPK-LAGEHAYEIYSFK-FCPSVP 
GVLCAPVGTFVDTDGTK-VMAVGDGIEEPYYVR 

155  46 

7  PR10 protein  ? ١٦.٦  4.5 ١٤.٣ 4.3 1.42±0.09 ‐ 2.39±0.17 ‐ gi|1616609 GVFNFEDETTSIVAPAR-ALVTDSDNLIPK-VIDAI
QSIEIVEGNGGAGTIK-TFVEGGETK-LSAGPDGG 
SIAK-GDAAPSEEEIK-ALEGYVLANPDY 

523  60 

8  Pprg2 protein  
 
 
Cold responsive 
protein                   
 

?
 
 
? 

١٦.٥ 
 
 

١٦.٥ 

5.٨
 
 

5.٨ 

١٤.٨
 
 

١٤.٨ 

4.8
 
 

4.8 

1.68±0.13
 
 

1.68±0.13
 

-
 
 
- 

2.78±0.16
 
 

2.78±0.16
 
 

-
 
 
- 

gi|22266001M. sativa
 

gi|37542526 T. repens 
 

GVFTFNDEHVSTVAPAK-VISAAQSVEIVEGNGGP 
GTIK-TNFVLHK 
 
 
DADEIVPK-LTVVEDGK 

219 
 
 

102 

28 
 
 
10 

9  Peroxidase ? ٣٨.٢  5.8 ٣٦.٩ 5.8 - 2.25±0.19 - 3.52±0.20  gi|537317
M. sativa 

DTCPNVHSIVR-GLDVVNQIK-VLTGSQGEIR 195  8 

10  Thaumatin‐like 
protein PR‐5 

5 ٢٦.٢  5.8 ٢١.٩ 6 ‐ 1.02±0.09 - 3.25±0.12  CU326391_11 GQTWNLWVNPGTAMAR-TGCNFDGSGR-ISCTADI 
NGQCPNELR-TQGGCNNPCTVFK-CHDSYSYPQDD 
PTSTFTCPAGSNYK 

487  40 

11  Molecular 
chaperone Hsp90 

5 80.5  4.9 ٨٤.٣ 4.7 8.72±0.34 ‐ 4.5±0.28 ‐ CT573078_38 ELISNASDALDK-FEGLTDK-LDSQPELFIHIIPD 
K-TNNTLTIIDSGIGMTK-ADLVNNLGTIAR-DTTG
EALGR-EDQLEYLEER-EVSNEWSLVNK-SLTNDWE 
EHLAVK-APFDLFDTK-VFIMDNCEELMPEYLSFV 
K-GIVDSEDLPLNISR-FYEAFSK-LGIHEDSQNK 
-EGQNDIYYITGESK-AVENSPFLEK-LGLSIDED 
AAEADADMPPLEEADADAEGSK 

450  31 
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a‐ يباکتر با شده حيتلق و) يباکتر با نشده حيتلق مقاوم و حساس اهانيگ( شاهد مقاوم و حساس اهانيگ يبعد دو يها ژل يرو بر شده يگذار شماره ينيپروتئ يها لکه R. solanacearum . 

b ‐ يجرم يسنج فيط قيطر از شده ييشناسا نيپروتئ نام (ESI-MS/MS) اهيگ ژنوم ياطلاعات بانک کمک به M. truncatula (MtGI) ياطلاعات بانک و NCBI. 

c‐ اهيگ ژنوم ياطلاعات بانک کمک به شده ييشناسا يها نيپروتئ با مرتبط يکروموزوم محل M. truncatula (MtGI). 

d ‐ ان،يب رييتغ عدم دهنده نشان=  ‐: اريمع انحراف محاسبه همراه به تکرار سه در شاهد اهانيگ به نسبت يباکتر با حيتلق از پس مقاوم و حساس اهانيگ در نيپروتئ انيب شيافزا شاخص محاسبه 

present  و absent است يبعد دو يها ژل در نيپروتئ وجود عدم و وجود دهنده نشان بيترت به. 

e‐ يجرم يسنج فيط قيطر از شده ييشناسا يديپپت يتوال (ESI-MS/MS). 

f ‐ يجرم يسنج فيط قيطر از شده ييشناسا يها نيپروتئ به شده داده ازيامت (ESI-MS/MS) افزار نرم کمک به MASCOT اهيگ ژنوم ياطلاعات بانک در M. truncatula (MtGI) ياطلاعات بانک و 

NCBI. 
g ‐ شده ييشناسا نيپروتئ درصد. 
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 .حيتلق از پس روز نيسوم در مقاوم و حساس اهانيگ از شده ييشناسا R. solanacearum يباکتر به متعلق ينيپروتئ يها لکه: ۲ جدول

Spot a  Best matching gene product b 
Susceptible Plantc Resistant  Plantc

R. solanacearum 
Accession Number Identified peptide sequencesed 

Protein Score 
MASCOT LC‐
MS/MSf e 

% 
Coveragef Pre‐ Inoculation d Post‐ Inoculationd Pre‐ Inoculationd Post‐ Inoculationd

R1  Putative uncharacterized protein  Absent  ++  Absent  +  gi|17544951  DTLDVLAK ‐ LINSIVGLYDGVSQQDK‐ YLVLSSLIR – FELCFP 
ELAYETV  311  42 

R2  Putative uncharacterized protein  Absent  ++  Absent  +  gi|17544951 
SVFLAEQTSFDSAAAVGDFLGK‐ GEAIYSDPR DTLDVLAK‐ YV 
EEIDNTP FFHLLTHDGNER‐LINSIVGLYDGVSQQ DK‐YLVLSS 

LIR‐QTIIGWTK‐FELCFPE L AYETV 
423  44 

R3  Putative uncharacterized protein  Absent  ++  Absent  +  gi|17546446  WHAVEHAVMTVEQR‐ALASLAEKQLADAPQIK  79  16 

R4  Alkyl hydroperoxide reductase 
(Subunit c) oxidoreductase protein  Absent  ++  Absent  +  gi|17548466  FVEVTEQNLK‐AGAEVYIVTTDTHFSHK‐GTFVINPEGVVKTSE

VHDNAIAR‐AAQYVASNPGQVCPAK  199  35 

R5  Polyhydroxybutyrate granule‐
associated protein (Phasin) phap1  Absent  ++  Absent  +  gi|17546324 

MLTQEQIAAAQKANLETFFGLTNK‐DA QELLAVHTA AVQP 
LAEK‐HLYEIFS DTQTEFGKVAETQIAEGSR‐NAPAGSESAVA 

LVKSALSAANNAYDSVQK 
118  51 

R6  Polyhydroxybutyrate granule‐
associated protein (Phasin) phap1  Absent  ++  Absent  +  gi|17546324 

MLTQEQIAAAQKANLETFFGLTNK‐DAQELLAVHTAAV QPL 
AEKVLAYNRHLYEIFSDTQTEFGKVAETQIAEGSR‐SALSA AN 

NAYDSVQK‐QAVELAESNFHAAANAASK 
451  56 

  

a‐ يباکتر با شده حيتلق مقاوم و حساس اهانيگ يبعد دو يها ژل يرو بر شده يگذار شماره ينيپروتئ يها لکه R. solanacearum. 

b ‐ يجرم يسنج فيط قيطر از شده ييشناسا نيپروتئ نام (ESI-MS/MS) ياطلاعات بانک کمک به NCBI. 

c‐ حيتلق از پس روز نيسوم در مقاوم و حساس اهانيگ در ييايباکتر يها نيپروتئ انيب زانيم شاخص: Absent = انيب++ =  ،ييايباکتر نيپروتئ کم انيب+ =  ،ييايباکتر نيپروتئ لکه وجود عدم 

 .ييايباکتر نيپروتئ يبالا

d ‐ يجرم يسنج فيط قيطر از شده ييشناسا يديپپت يتوال (ESI-MS/MS). 

e‐ يجرم يسنج فيط قيطر از شده ييشناسا يها نيپروتئ به شده داده ازيامت (ESI-MS/MS) افزار نرم کمک به MASCOT ياطلاعات بانک در NCBI. 

f ‐ شده ييشناسا نيپروتئ درصد. 
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 .NCBI ياطلاعات بانک و M. truncatula (MtGI) اهيگ ژنوم ياطلاعات بانک کمک به شده ييشناسا يها نيپروتئ با مرتبط يژنها از شده يطراح يآغازگرها: ۳ جدول

 
a‐ ژن از شده يطراح يآغازگرها Elongation factor 1α در يداخل استاندارد عنوان به آن از استفاده جهت real time q-RT- PCR.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Name  Accession no.  Forward primers  Reverse primers 

Thaumatin‐like protein PR‐5  CU326391_11  TCAATGGTGTGTTCTTTCAATAAGTTG  CACACAATACACACAGCAAAATACAGTAA 

Kunitz trypsin protease inhibitor  CU019604_15  GCCCAAATCAGACGAGGTATGT  GAGACTTCCTGCATGAGACACAA 

Proteinase inhibitor 20  AC122730_2  TGCTGCATCAACAAAATGGTTAA  TTTTCAGGACCACCAATACCAAT 

Peptidyl‐prolyl cis‐trans isomerase  TC127550  TCTTCCTTCCACCGTGTGATC  ATTCCAGGACCGGTGTGCTT 
Pprg2 protein  gi|22266001  CACACCAAAGGTGATGCAGCTC  ATGGCCTTGATAAGTCCAGTTCC 

Cold responsive protein  gi|37542526  GGAACAGGGTTGGATGAAAGTTT  CACTGAAATCTTAACAATGGATCCA 
Molecular chaperone Hsp90  CT573078_38  TATTAGATGCAATTTTCTTGACCAGTGT  CGAACCAACAACAGTCAACAAATAA 

PR10 protein  gi|1616609  CACAGTGGAGAAGATCTCCTTTGA  ACAGTAAGCTTTGCAATGGATCCT 
Peroxidase  TC114533  TAGAGGTCAATGCAGATTCTTCGTT  GTTGAGAGTTGGATCGGGATTTC 

Elonga on factor 1αa  gi|217072267  GAGGTTGGTTCGTGAAATTGC  CAGCATGGCTCTGGAAACG 
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 ... Laurent Gentzbittelميرلوحي،احد يامچي، سيدرضا زارعي، آقافخر           ... بررسي روند تغيير بيان ژنهاي يونجه يكساله در پاسخ به باكتري   

 

۱۳۸۸زمستان /۴شماره/دوره چهارم/ژنتيک نوين  ٢٠  

 

 با حيتلق از پس M. truncatula مقاوم و حساس اهانيگ شهير بافت در mRNA سطح در ها ژن انيب شيافزا زانيم سهيمقا جدول ‐ ۴جدول

 .شاهد اهانيگ به نسبت R. solanacearum يباکتر
Spota  Best matching gene product q‐RT‐PCRb

1,2,3  Peptidyl‐prolyl cis‐trans isomerase

4,5  Proteinase inhibitor 20 

6  Kunitz trypsin protease inhibitor

 

7  PR10 protein 
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 ...بررسي روند تغيير بيان ژنهاي يونجه يكساله در پاسخ به باكتري          ... Laurent Gentzbittelاحد يامچي، سيدرضا زارعي، آقافخر ميرلوحي، 
 

۱۳۸۸ زمستان/۴شماره/دوره چهارم/ژنتيک نوين  ٢١  
 

8  Pprg2 protein  
 
 
 
 
 
 
 
 
Cold responsive protein 
 

9  Peroxidase 

10  Thaumatin‐like protein PR‐5

a‐ با نشده حيتلق مقاوم و حساس اهانيگ( شاهد مقاوم و حساس اهانيگ يبعد دو يها ژل يرو بر شده يگذار شماره ينيپروتئ يها لکه 

 .R. solanacearum يباکتر با شده حيتلق و) يباکتر

b ‐ سطح در ژنها انيب شيافزا زانيم شاخص mRNA  مقاوم و حساس اهانيگ از شده ييشاسا مقاومت يها نيپروتئ با مرتبط  

 M. truncatula يباکتر با حيتلق از پس سوم و اول يروزها در R. solanacearum شيآزما در شاهد، اهانيگ به نسبت real time q-RT- PCR 

 حساس اهانيگ نيب در ديکاند ژن mRNA انيب زانيدرم >p) ۰.۵( دار يمعن اختلاف دهنده نشان متفاوت حروف با شده مشخص يها نيانگيم .

 .است اريمع انحراف معرف ستوگراميه يرو بر خطا لهيم. باشد يم يکيولوژيب تکرار سه در مقاوم و
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اه روش يشه گين از بافت رياستخراج پروتئ يدر اين پژوهش برا

ت يکه حلالياز آنجائ ياستفاده شد ول) ۱۶(دامروال و همکارانش 

و  ييدروفوب غشايه يها نيها شامل پروتئ نياز پروتئ يبعض

 يبرا مرسوم ديگر يها در اين روش و روش يباز يها ئنيپروت

ش يافزا يلذا برا). ۱۹،۱۸(ن است يپائ 2D-PAGEش يآزما

درصد و  ۲با غلظت  SDSها از دترجنت  نين پروتئيت چنيحلال

در صد استفاده  ۷/۰با غلظت  ASB14ن يدترجنت سولفوبتائ

ت يبا استفاده از ک(ن ياز محلول پروتئ SDSپس از حذف . گرديد

2D clean up( تواند در بعد اول  يم يل بار منفيکه به دل

 pHمهم با  يها نيم پروتئيجاد اختلال کند توانستيالکتروفورز ا

را با وضوح بالا که  ۵و ۴، ۳، ۲، ۱ يها ن لکهيمانند پروتئ ۸ يباز

م يکن ييدخالت دارند شناسا ييايدر مقاومت نسبت به پاتوژن باکتر

 ين به علت عدم آگاهيهمچن). ۵ و ۴، ۳، ۲، ۱ يها لکه ۲شکل (

 ييايه پاتوژن باکتريد عليکاند ياهيگ يها نيپروتئ يکياز بار الکتر

بعد اول الکتروفورز استفاده  يبرا pI 3-10 NLبا  يژل ياز نوارها

  .شد

ابتدا در  R. solanacearum يدر منابع گزارش شده است که باکتر

ن يب يدر فضاهاشه يق ريح از طريک روز پس از تلقيمدت 

کند و پس از  يحمله م يچوب ير شده و به آوندهايتکث يسلول

د در يساکار يد اگزوپليح توليروز از شروع تلق ۵تا  ۳گذشت 

ن يکرده که باعث مسدود شدن آوندها و در ا ياهيگ يآوندها

). ۹ ،۱۰(شود  يظاهر م يماريم بين علاياول) روز ۵تا  ۳(زمان 

روز اول و سوم که مطابق با  يريگ نمونه ق،ين تحقين در ايبنابرا

 يد اگزوپليشه و توليبافت ر ين سلوليب يدر فضاها ير باکتريتکث

ها در دو سطح  ان ژنير بييتغ يد در آوندها است برايساکار

  .انتخاب شدند mRNAن و يپروتئ

اهان مقاوم و حساس يگ يها ن ژليب R6تا  R1 يها سه لکهيدر مقا

) ۶شکل (روز سوم  يريگ شه و در نمونهير ح در بافتيپس از تلق

ن يا ٦ن شدت تراکميمشخص گرديد که درصد حجم و همچن

قابل ذکر است . اه مقاوم استيشتر از گياه حساس بيها در گ لکه

                                                            
6   - intensity 

 يابيها قابل رد ن لکهيح ايروز اول پس از تلق يريگ که در نمونه

 يجرم يف سنجيق طيها از طر ن لکهيا ييپس از شناسا. نبودند

 .R يها متعلق به باکتر ن لکهيمشخص شد که ا) ۳جدول (

solanacearum اهان يها در گ ن لکهيش حجم ايهستند و افزا

تواند نشانگر  ح ميياهان مقاوم پس از تلقيحساس نسبت به گ

ها در  ان بيشتر اين ژنيا بيپاتوژن و  ير بيشتر باکتريزان تکثيم

ها  ن لکهيحتمالا ااهان حساس باشد و ايموجود در گ يباکتر

را، ياخ. پاتوژن است ياز باکتر ييزايماريب يمرتبط با فاکتورها

بخاطر اثر متقابل در اند که در  نشان داده) ۲۰۰۹(و همکاران  داهال

اهان مقاوم و حساس يو گ R. solanacearum يباکترن يب

ق حاضر در يبدست آمده در تحق R4و  R3، دو لکه يفرنگ گوجه

ان يشتر بياهان مقاوم بينسبت به گ زين يفرنگ گوجهاهان حساس يگ

 يها ها فقط در ژل ن لکهيد خاطرنشان کرد که ايبا). ۱۲(اند  شده

ده شد و در يد يح شده با باکترياهان تلقيمرتبط با گ يدو بعد

  ).۷تا  ۵ يها شکل(ها وجود نداشتند  ن لکهياهان کنترل ايگ

درصد  ۲۵نزديك به  q-RT-PCRج حاصل از يق نتاين تحقيدر ا

جه موافق ين نتيج بررسي پروتئوم داشت که ايبا نتا يهماهنگ

جه گزارش يومخالف با نت) ۲۰) (۱۹۹۹(و همکاران  يقيجه گاينت

  ).۲۱(بود ) ۱۹۹۹(شده توسط فوشر و همکاران 

ن با يو پروتئ mRNAان ين بيب) درصد ۱۰۰(كامل  يعدم هماهنگ

ل متعدد است كه از جمله يداراي دلا يتوجه به گزارشات قبل

ها  نين رفتن متفاوت پروتئيل و از بير و تبدييميتوان به سرعت تغ

از (ها  نيرات پس از ترجمه پروتئيي، تغ)mRNA )۲۲نسبت به 

توانند  يون که ميلاسيکوزيون و گليلاسيون، استيلاسيجمله فسفر

ن ير دهند که در ايين را تغيپروتئ يا وزن مولکولي يکيبار الکتر

ن ظاهر يک پروتئياز  يمتفاوت يها لکه يصورت در ژل دو بعد

، کنترل )۲۳) (هستند mRNAک يشوند که همه آنها مرتبط با  يم

 يدنباله پلو عدم وجود ) ۲۴( ٧يح کدونيترجق يترجمه ژن از طر

A  درmRNA اشاره  يکلروپلاست يها شده از ژن يسيرونو يها

شوند  يل مين تبديها به پروتئ mRNAدر مورد آخر، ). ۲۵(كرد 

ل نشده و لذا قابل يتبد cDNAبه  T يق آغازگر پلياز طر يول

                                                            
7   - codon bias 
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شات يدر آزماعلاوه بر اين . ستندين q-RT-PCRق ياز طر يابيرد

ا يزنده و (که در اثر عامل تنش  ينيلکه پروتئ ييشناسا يدو بعد

ک يش از يها شامل ب از لکه يان داشته، برخير بييتغ) ر زندهيغ

که  ينيپروتئ يدهايي، پپتيجرم يف سنجين هستند و در طيپروتئ

 ييشده و مانع شناسا ييزه شود خود بهتر شناسايونيشتر يب

 ين اصليکه ممکن است پروتئ يشود در حال يگر ميد يها نيپروتئ

 يين شناسايان داشته مرتبط با پروتئير بيير تنش تغيکه تحت تاث

شده  يين شناسايپروتئ يآغازگر برا يلذا با طراح. شده نباشد

 يها جه حاصل از ژليمطابق با نت q-RT-PCRجه يممکن است نت

   .نباشد يدوبعد

مقاومت و  يد برايکاند يها ژن ييق حاضر پس از شناسايدر تحق 

ن يمشخص شد که ا) ۱جدول (آنها  ين محل کروموزومييتع

در همين . اند قرار گرفته ۶و  ۵، ۳ يها کروموزوم يها بر رو ژن

 QTLه نقشه يق تهياز طر) ۹) (۲۰۰۷(لو و همکاران يرابطه وا

 .R يبزرگ اثر براي مقاومت به باکتر QTLک ي يمحل کروموزوم

solanacearum  و چندQTL يکوچک اثر را در رو 

با توجه به تطابق . نمودند يابيرد ۷و  ۵، ۳شماره  يها کروموزوم

دو تحقيق شايد بتوان نتيجه  يابي ژني در اين ج مكانيزياد نتا

 ۵و  ۳هاي  شده  برروي كروموزوم ييشناسا يها گرفت که ژن

لو و يشده توسط وا ييشناسا يها QTLتحقيق حاضر همان 

 يبرا. باشند وسته به آنها مييپ يها ا ژنيو ) ۹) (۲۰۰۷(همکاران 

مذکور و تطابق  يها QTL ين توالياز به تعين مطلب نيد اييتا

  .باشد يق مين تحقيشده در ا ييشناسا يها ژن يبا توالها  يتوال

توان  يم يق نشان داد که به طور کلين تحقيج حاصل از اينتا

ر کرده است را به ييتغ ييايه پاتوژن باکتريان آنها برعليکه ب ييها ژن

 يها نيا پروتئيها  گروه اول شامل ژن .دکر يبند دو گروه طبقه

م با پاتوژن واکنش يمقاومت که محصول آنها بصورت مستق

كه مشخصات آنها  ۱۰و  ۹، ۷، ۶، ۴شماره  يها دهد مانند ژن يم

که  ييها آمده است و گروه دوم شامل ژن ۱در جدول شماره 

شرکت  يها نيا پروتئي ٨يسيرونو يمحصول آنها بعنوان فاکتورها

ن شکل ييچپرون در تع ا به عنوانيام و ير انتقال پيکننده در مس

                                                            
8   - Transcription factor 

 ،۱شماره  يها کنند مانند ژن يگر دخالت ميد يها نيپروتئ ييفضا

  . ۱از جدول ۱۱و  ۳ ،۲

درمقاومت به تنش زنده گزارش  HSP90ن يدر مورد نقش پروتئ

 يحاو (R-genes)مقاومت  يها نيپروتئ ‐ها شده است که اکثر ژن

 ييقادر به شناسا ييبه تنها LRR(leucine rich repeat)ه يناح

 ،۲۹ ،۳۰(ستند يام نير انتقال پيت مسيتور پاتوژن و شروع فعاليسيال

ن وابسته به يپروتئ Rن کار کمپلکس يا يو برا) ۲۶ ،۲۷ ،۲۸

فراورده  Rت يفعال يبررو HSP90نقش . است HSP90مولکول 

 Pseudomonas ييايمقاومت نسبت به پاتوژن باکتر يبرا ptoژن 

syringae  ي، و بررو)۲۹ ،۳۰ ،۳۱(س يدوپسيتوتون و آرابدر R 

 ينيزم بيدرس Xروس يه ويمقاومت برعل يبرا Rxن ژن يپروتئ

ک يروس موزائيه ويبرعل Nن ژن يپروتئ R يو بررو) ۲۷ ،۲۹ ،۳۰(

نقش  ييشناسا يبرا. ثابت شده است) ۲۸ ،۲۹ ،۳۰(توتون 

و ) ۳۱(، سانگستر و همکاران HSP90زم عمل يو مکان يمولکول

را  يس و توتون مدليدوپسيب در آرابيبه ترت) ۲۸(بوتر و همکاران 

تورپاتوژن مولکول يسيط عدم وجود اليارائه کردند که در شرا

RIN4 به کمپلکس  ياهيگR رفعال يده و آن را غين چسبيپروتئ

 Rپاتوژن به کمپلکس  ٩يزايمارير بيبا واکنش فاکتور غ. کند يم

 R. شود ين جدا ميپروتئ Rاز کمپلس  RIN4ن، مولکول يپروتئ

ن حالت دو سرنوشت خواهد داشت به اين صورت ين در ايپروتئ

ن کمپلکس از يا HSP90-SGT1-RAR1كه در حضور کمپلکس 

ن يپروتئ Rاز  LRRه يتواند به ناح يم SGT1ق مولکول يطر

مطلوب خود  يين به شکل فضايپروتئ Rق ين طريبچسبد و به ا

ام را فعال کند و يا در عدم حضور يانتقال پر يده و مسيرس

له ين بوسيپروتئ R، کمپلکس HSP90-SGT1-RAR1کمپلکس 

شود که  يه مياست تجز SGT1از اجزا آن  يکيکه  ين هضميماش

 Rرغم وجود ياه نسبت به پاتوژن عليجه آن حساس شدن گينت

  . باشد ين ميپروتئ

شماره  يها لکه افت کهيتوان در يم ۱و جدول  ۴با توجه به شکل 

اهان يدر گ ياهان مقاوم مشاهده شدند وليفقط در گ ۵و ۴، ۳، ۲

هر دو پس از  ۵و  ۴ يها لکه. ستنديحساس قابل مشاهده ن

                                                            
9   - avirulence factor 
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 kunitzن يبه پروتئ يجرم يف سنجيق طياز طر ييشناسا

inhibitor ST1-like (Proteinase inhibitor20)  تعلق دارند که با

ک يمشخص شد که   signal P3.0 serverاستفاده از نرم افزار

نال يترم Nه يدر ناح signal peptideبه عنوان  bp ۲۵ يتوال

با . است يسلول ين از غشاهاين پروتئين مسئول ترشح ايپروتئ

ن ، شارژ يديستين و هيزينه ليدآميه که شامل دو اسين ناحيحذف ا

دا يپ يديت اسين خاصين کم شده و پروتئين پروتئيبار مثبت ا

ن يا) ۵و  ۴ يها لکه( ۴آن کم شده که در شکل  pIکند و  يم

  .موضوع قابل مشاهده است

هر  ۴ يها متفاوت در شکل يها pIبا  ۳و  ۲، ۱ن سه لکه يهمچن

 peptidyl-prolyl cis-trans isomeraseن يسه مرتبط به پروتئ

 يها س به ترانس گروهيل فرم سيم در تبدين آنزينقش ا. هستند

) ۲۰۰۹(تراپف و همکاران . است يديوند پپتيد حول پيپپت

 A17رقم  M. truncatulaاه ين را در گين پروتئيله شدن ايفسفر

را با استفاده از  Aphanomyces euteichesح با قارچ يدر اثر تلق

ق يما در تحق يول) ۱۳(ن نشان دادند يفسفوسر يآنت يباد يآنت

 يباکترحساس به  RILsاهان يم که در گيحاضر نشان داد

 A17رقم اهان ين گيوالد حساس ا( R. solanacearum يزايماريب

 ين باکتريح با ايپس از تلق) ها است رجوع به بخش مواد و روش

از . شود يده نميد يدياس pIجابجا شده به طرف  ينيلکه پروتئ

 RILsاهان يدر گم که يق نشان دادين تحقيگر ما در ايطرف د

است  F83005.5رقم اهان ين گيوالد مقاوم ا( يمقاوم به باکتر

ح و عدم يط تلقيدر هر دو شرا) ها رجوع به بخش مواد و روش

 pIن به طرف ين پروتئيمربوط به ا ۳و  ۲ يها ، لکهيح با باکتريتلق

 يقابل ذکر است که توال). ۴شکل (اند  تر جابجا شده يدياس

دست آمده در ب peptidyl-prolyl cis-trans isomeraseن يپروتئ

گزارش شده توسط تراپف و همکاران  يق با توالين تحقيا

لو يک ۱/۱۸ يو وزن مولکول pI ،۳/۸کسان و با يکاملا ) ۲۰۰۹(

س گزارش شده است يدوپسياه آرابين در گيهمچن. دالتون بودند

 AvrRpt2 يزايمارير بيم باعث فعال شدن فاکتورغين آنزيکه ا

جه يو در نت ياهيدر داخل سلول گ P. syringae ييايپاتوژن باکتر

ن يا يتوال .)۳۲(شود  يم ين باکترياه به ايش مقاومت گيباعث افزا

احتمال  يبرا  Net phos 2.0 serverن با استفاده از نرم افزاريپروتئ

ن با ينه سريدآمياس ۴قرار گرفت و  يابيله شدن مورد ارزيفسفر

از طرف . شدند ييله شدن شناسايفسفر يبرا درصد ۸۷احتمال 

ن ژن يان ايزان بيج اشاره شد ميگر، همانطور که در قسمت نتايد

ن ياهان حساس و مقاوم و همچنين گيدر ب mRNAدر سطح 

لذا ). ۴جدول (نداشتند  يدار ياهان شاهد اختلاف معنينسبت به گ

اهان حساس و مقاوم ين گين ژن در بير در اييد که تغيتوان فهم يم

ق ير فقط از طريين تغيس از ترجمه است و ارات پييبه صورت تغ

  . باشد يم ييکس قابل شناسايشات پروتئوميآزما

 .Mاه حساس يق نشان داد که گين تحقيج حاصل از اينتا

truncatula ز قادر است نسبت به پاتوژن ينsolanacearum R. 

زان يکه در ارقام مقاوم م ييها از ژن يليواکنش نشان دهد و خ

اهان يشوند در گ يشتر ميب ييايبه پاتوژن باکترانشان نسبت يب

ه ين نوع مقاومت اوليشوند و ا يشتر ميها ب ن ژنيان ايز بيحساس ن

-PAMPز تحت عنوان مقاومت ين ين قبليدر مقالات محقق

triggered immunity (PTI)  ج ينتا). ۲۶،۳۳(گزارش شده است

ام مقاوم ن ارقيب يق نشان داد که تفاوت اساسين تحقيحاصل از ا

را در دو موضوع  ييايح با پاتوژن باکتريو حساس پس از تلق

  :توان خلاصه کرد يم

مرتبط با مقاومت که در ارقام مقاوم  يها ان ژنيش بيزان افزايم ‐۱

 يها ژن(بالاتر از ارقام حساس است  ييها ن ژنيان چنيزان بيم

 يج در کارهاين نتايمشابه ا). ۱از جدول  ۱۰، و ۸، ۴شماره 

  ).۳۴(ز گزارش شده است يگر نين ديمحقق

از  ۸و  ۷، ۴شماره  يها مقاومت مثل ژن يها ان ژنيب يداريپا ‐۲

روز اول  يريگ اهان حساس در نمونهيکه در گ ۱جدول شماره 

روز سوم کاهش  يريگ ان و سپس در نمونهيش بيح افزايپس از تلق

روز  يريگ نمونهاهان مقاوم در يها در گ ن ژنيهم يان داشتند وليب

 يريگ ان در نمونهيش بين افزايان و ايش بيح افزاياول پس از تلق

شتر يروز اول ب يريگ دا کرده و سطح آن از نمونهيروز سوم ادامه پ

ن يا يبه روشن يافته تاکنون در گزارشات قبلين يا. شوند يم

ن موضوع ين مقاله ايسندگان اينو. ق به آن اشاره نشده استيتحق

 .Mاهان حساس يگ) PTI(ه يمرتبط با شکسته شدن مقاومت اولرا 

truncatula از طرف پاتوژن  ١٠زايماريب يد فاکتورهايق تولياز طر
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۱۳۸۸ زمستان/۴شماره/دوره چهارم/ژنتيک نوين  ٢٥  
 

R. solanacearum ن يبه کمک ا ييايدانند که پاتوژن باکتر يم

زم ين مکانيا. اه را خاموش کنديه گيتواند مقاومت اول يفاکتورها م

موفق و  يها ن پاتوژنين در واکنش بيگر محققيله ديز بوسيقبلأ ن

که در  يدرصورت). ۳۳ ،۳۵ ،۳۶(اه حساس گزارش شده است يگ

) ياهيرنده گيگ( R-geneمحصول  M. truncatulaارقام مقاوم 

ه و يو مقاومت ثانو ييپاتوژن را شناسا يزايمارير بيغ يفاکتورها

ان يش بيو افزا يداريجه آن پايشوند که نت يفعال م ١١ياختصاص
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