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های تجاری باشد که اکثر واريتههای ويرانگر میيکی از بيماریبيماری شانکر باکتريايی مرکبات 

تغييرات پروتئوم آپوپلاستی تحت تاثير  در مطالعه حاضر. دهدمرکبات را تحت تأثير قرار می

به . آلودگی پاتوژن برای تعيين پاسخ مولکولی گياه ليمو ترش تحت بررسی دقيق قرار گرفت

منظور بررسی پروتئوم خارج سلولی از تکنيک پروتئوميکس برای بررسی تغييرات پروتئين 

 Xanthomonas citri subsp.citri يمو ترش با باکتریگياه ل. آپوپلاست در طی آلودگی استفاده شد

 سهدر  روز پس از آلودگی 7 و 1،9های آلوده شده سپس از گياهان آلوده شده و سالم در زمان

های ها با استفاده از ژل دو بعدی جدا شده و لکهپروتئين. برداری شدنمونه تکرار بيولوژيکی

های الکتروفورز در بررسی ژل. تری جرمی شناسايی شدندوسيله اسپکترومدارای ميزان افتراقی به

روز پس  7و  1، 9داری از نظر فراوانی در تيمارهای لکه پروتئين تغييرات معنی 63دوبعدی تعداد 

لکه  31دار لکه پروتئينی معنی 63از ميان . از آلودگی در مقايسه با گياهان شاهد نشان دادند

ها در اين پروتئين. شناسايی شدند NCBInrای در پايگاه دادهوسيله اسپکترومتری پروتئينی به

رسد پاتوژن با نظر میبه. سيستم دفاعی، فتوسنتز، متابوليسم و ساير فرايندهای سلولی دخالت دارند

 .دهدايجاد تغييراتی در هموستازی ميزبان به تکثير و توسعه بيماری ادامه می

 های کلیدیواژه
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ها از گیاهان در اکوسیستم طبیعی در بر همکنش با میکروارگانیزم

ها و های باکتریبرهمکنش. کنندها زندگی میجمله باکتری

 و همکاری 2، بیماریزایی1ی همزیستیگیاهان به سه دسته
قسیم ت3

 «پاتوژن-رابطه متقابل گیاه»بررسی  .(Ryan et al. 2011) دشومی

توجهات بسیاری را از سوی دانشمندان و محافل علمی جهان به 

این توجهات، ناشی از پررنگ شدن . خود معطوف داشته است

 «حفظ محیط زیست»از یک سو و  «امنیت غذایی جهان»موضوع 

توسعه پایدار »کارگیری راهکارهای بهینه در جهت با به

تولید مرکبات در جهان امروز از  .یگر سوی استاز د «کشاورزی

اهمیت بسزایی برخوردار بوده و یکی از منابع مهم ثروت، 

کشور  125مبادلات تجاری و اشتغال به کار ساکنین حدود 

زای با این حال، عوامل بیماری .رودخیز جهان به شمار میمرکبات

بر تولید  مختلفی، کشت و کار مرکبات را تحت تاثیر قرار داده و

بیماری شانکر  .گذارندمرکبات در سطح ایران و جهان تاثیر می

-می Xantomonas citri subsp. citriآسیایی مرکبات که عامل آن 

 .Gottig et al)باشد های مهم مرکبات میباشد یک از بیماری

باشد که این بیماری در و از نظر اقتصادی زیانبار می (2010

 .(Alizadeh and Rahimian 1990)مرکبات ایران نیز وجود دارد 

-وسیله منافذ طبیعی و یا زخمهپاتوژن عامل ایجاد این بیماری ب

بب به گیاه وارد شده و پس از تکثیر س ،های موجود در سطح گیاه

آلودگی خود را . شودپاره شدن اپیدرم گیاه و خروج از میزبان می

های کننده بر روی برگ، میوه و شاخههای فورانبه صورت زخم

-بیماری در حالت توسعه یافته و شدید می. دهدجوان نشان می

تواند باعث ریزش برگ، ریزش پیش از موعد میوه و در حالت 

د که از این طریق سبب ها شوبسیار شدید سبب مرگ شاخه

کاهش شدید در میزان بازارپسندی محصول، کاهش حجم تولید و 

 .Garavaglia et al)در نتیجه افزایش قیمت محصول شود 

2010a). 

لازمه دستیابی به افزایش عملکرد محصولات کشاورزی در واحد 

سطح در راستای توسعه پایدار کشاورزی، عوامل و عناصری 

                                                           
1
 Symbiosis 

2
 pathogenic 

3
 mutualism 

آفات و کنترل و مدیریت »توان به هستند که از آن جمله می

تحقق . (Graham et al. 2004)اشاره نمود  «های گیاهیبیماری

هد یافت که درک درستی موضوع اخیر نیز زمانی وقوع عینی خوا

درک چگونگی . دست آمده باشدبه «پاتوژن-رابطه متقابل گیاه»از 

رابطه »شناخت میزبان و پاتوژن از یکدیگر و تمایز میان یک 

، از شود، در مواردی که رابطه منجر به بروز بیماری می«سازگار

، در مواردی که رابطه منجر به بروز مقاومت «رابطه ناسازگار»یک 

د، نقش اساسی در مطالعه و بررسی شوپاسخ فوق حساسیت می یا

 Mehta and Rosato 2003)دارد  «پاتوژن-رابطه متقابل گیاه»

Cheng et al. 2008; ).  تا به امروز مطالعات مختلفی در زمینۀ

زای گیاهی، با هدف های گیاهان با عوامل بیماریبرهمکنش

ها صورت گرفته شناسایی عوامل اصلی درگیر در این برهمکنش

های اخیر با افزایش در سال. (Tyers and Mann 2003)است 

های بیشتری ها و دستاوردمطالعات ژنومی و پساژنومی، پیشرفت

-های درگیر در برهمکنشایجاد درک بیشتر از مکانیسم هدر زمین

که در حال حاضر به آنچه. استپاتوژن حاصل شده-های گیاه

مطالعات پساژنومی مطرح بوده و  هعنوان چالش اصلی در زمین

-ها میهای درگیر در این برهمکنشت کامل مکانیسممانع شناخ

-ها و پروتئینشود، خلا ناشی از فقدان مطالعات عملکردی در ژن

در این راستا مطالعات ژنومیکس . های مورد بررسی است

کاربردی شامل علومی چون پروتئومیکس و ترانسکریپتومیکس به 

درگیر در های ها و فعالیت پروتئینمنظور شناسایی عملکرد ژن

-ها مورد تاکید ویژه قرار گرفته و در شناسایی ژناین برهمکنش

های درگیر در ها و پروتئینزایی و یا ژنهای درگیر در بیماری

 اندمورد استفاده قرار گرفته پاتوژن-های گیاهدفاع در سیستم

(Edreva 2005). 

ه تغییرات فراوانی پروتئومیکس ابزار قدرتمندی برای مطالع

-در فرایند هایی که مستقیماًهاست و در شناخت پروتئینپروتئین

کنند از اهمیت بالایی های حیاتی موجودات زنده نقش ایفا می

های بیوشیمیایی این روش، برای مطالعه فرایند .برخوردار است

 .استزا استفاده شدهگیاه میزبان در زمان مواجهه با عوامل بیماری

-که درک درست از چگونگی پاسخ گیاه به عامل پاتوژن می چرا

های جدید مقاومت و روشن ساختن تواند در شناخت ژن

 (Cantú et al. 2008) های دفاعی گیاهان موثر واقع شودمکانیسم

  مقدمه
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در این میان، مطالعات صورت گرفته در خصوص فرایندهای 

های محیطی از جمله زیستی ناشی از مواجهه گیاهان با تنش

زا بخش قابل توجهی از مطالعات هجوم عوامل بیماری

نیز مطالعات  پروتئومیکس را به خود اختصاص داده که عموماً

س و برنج بوده است انجام یافته، معطوف به دو گیاه آرابیدوپسی

(Jorrin-Novo 2014). های زیستی، پروتئومیکس در حوزه تنش

بسیار موثر  زاییهای مرتبط با بیماریدر تشخیص برخی پروتئین

العه پس از تلقیح گیاهان فلفل است چرا که در یک مطواقع شده

و ( PMMoV-I)های ویرولانس با سویه L3 دریافت کننده ژن

و مقایسه نقشه  PMMoVویروس ( PMMoV-S)آویرولانس 

را  PRهای پروتئینی گیاهان مزبور، توانستند گروهی از پروتئین

 Pepperشناسایی نمایند که در مقاومت گیاه به بیماری ویروسی 

mild motle (PMMo)  نقش دارند(Elvira et al. 2008).  باکتری

Xanthomonas citri subsp.citri  عامل بیماری شانکر مرکبات که

باشد و این پروتئین که می PNP-like proteinدارای پروتئین 

طور هها وجود ندارد، بخارج سلولی بوده و در سایر باکتری

های مهم گیاه مانند تواند پاسخباشد و میسیستماتیکی متحرک می

است که قبلا مشاهده شده. تحریک کندهوموستازی و رشد را 

های نکروتیک در مقایسه با نوع وحشی زخم XacPNPموتانت 

دهنده بسیاری را در برگ مرگبات ایجاد کرده است و این نشان

ای در مطالعه. در تنظیم هوموستازی میزبان است XacPNPنقش 

در برهمکنش ( Citrus Sinensis) تغییرات پروتئوم برگ مرکبات

 بررسیمورد ( Xac)باکتری زانتوموناس نوع وحشی و موتانت با 

قرار گرفت که هر دو این باکتری باعث کاهش میزان آنزیم های 

چون ریبوزومال پروتئین کلروپلاستی و افزایش فتوسنتزی هم

هر چند که . های مربوط به به مکانیسم دفاعی شدمیزان آنزیم

های فتوسنتزی شد اما باکتری موتانت باعث کاهش بیشتر پروتئین

های سیستم دفاعی در مقایسه با نوع وحشی کاهشی در پروتئین

کارایی فتوسنتز  XacPNPداد که این مطلب نشان می. نداشت

آنالیز پروتئومیکس به . کندمیزبان را در زمان بیماری حفظ می

های ترنسکریپتوم نشان از القای میزان پروتئین همراه داده

NADH-dehydrogenase ،ATP-Syntase رابیسکو اکتیواز و ،

S6PDH گیری شد که داشت در نهایت چنین نتیجهXac-PNP  با

بهتری را در بافت آلوده برای  کاهش فتوسنتز مقابله کرده و شرایط

 .Garavaglia et al)کند زنده مانی طولانی مدت باکتری تامین می

2010b) . از این روی با توجه به نقش پروتئومیکس در مطالعه

بررسی اثر پاتوژن  منظوراین تحقیق به ،پاتوژن-برهمکنش گیاه

-شانکر باکتریایی مرکبات بر الگوی پروتئوم گیاه لیمو ترش و هم

چنین با توجه به آلودگی باغات لیموترش کشور به این بیماری و 

های درگیر در ایجاد حساسیت به در راستای شناسایی پروتئین

های درگیر در چنین الگوی میزان پروتئینهم .بیماری انجام شد

های متفاوت آلودگی باکتریایی مورد اعی میزبان در زمانسیستم دف

 .بررسی قرار گرفت

 

از مناطق جنوب کشور ( Citrus aurantifolia) نهال لیمو ترش

درجه  33و دمای ( 1:16)تاریکی : تهیه و تحت سیکل روشنایی

زمانی در مرحله منظور ایجاد همبه. گراد نگهداری شدندسانتی

ی، تمام گیاهان یک بار هرس شده و حدود یک ماه و نیم رشد

های همسن و منظور فراهم نمودن برگزنی نیز بهقبل از انجام مایه

زنی، هرس مجدد دارای مرحله رشدی مناسب جهت انجام مایه

های لطیفی که حدوداً در زنی، برگجهت انجام مایه. انجام شد

ورد انتخاب قرار رشد بودند م( 3/2)مرحلۀ رشدی دو سوم 

زای فرم عنوان سویه بیماریبه NIGEB-88سویه ایرانی . گرفتند

A
باکتری زانتوموناس از کلکسیون پژوهشگاه ملی مهندسی  *

برای تهیه مایه تلقیح سویه مورد . ژنتیک و زیست فناوری تهیه شد

 81به مدت  C°21در دمای  YPGAنظر در محیط کشت جامد 

از کشت جامد پس یک کلونی منفرد س .شدندساعت رشد داده 

رشد داده شده و زمانی کشت  YPاین سویه در محیط کشت 

139( cfu/ml)سلولی به 
OD600=  رسید برداشت شده و رقیق

 Mehta and)برسد  131×5( cfu/ml)شده تا تعداد کلونی به میزان 

Rosato 2003). زنی تعدادی نهال مورد انتخاب جهت انجام مایه

روز پس از  7، و8، 1برداری شامل قرار گرفته و سه زمان نمونه

تکرار در آزمایش  سههای اصلی با عنوان تیمارزنی، بهانجام مایه

عنوان مایه تلقیح در گیاهان شاهد مقطر بهاز آب .انتخاب شدند

ی تلقیح شده گیاهان آلوده هاپس از تلقیح از برگ. استفاده شد

 .برداری شدندشده و شاهد نمونه
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 .MALDI-TOF/TOFهای شناسایی شده با نیپروتئ -1 جدول

Spot No Accession number Protein name Theoretical Mr/pI Protein 

score 

Peptide 

match 

 Fold change  

1dpi 4dpi 7dpi 

Plant defense and stress related protein 

19 Cs3g12000.1 Copper/zinc superoxide dismutase 15.1/5.4 319 4 + + + 

3 Cs3g12000.1 copper/zinc superoxide dismutase  15.2/5.4 124 3 + + + 

47 Cs8g01810.1 Endochitinase A 28.4/4.9 138  3 + + - 

56 Cs2g27730.1 Glutaredoxin-C6 11.2/6.1 224  4 2.87 3.4 0.65 

23 Cs7g28340.1 Glutathione S-transferase DHAR2 23/6.2 677.2  13 1.6 1.8 0.54 

54 Cs2g16220.1 Isoflavone reductase-like NAD(P)H-dependent oxidoreductas 34.2/6.5 656.9  14 3.4773 6.32 0.96 

33 Cs5g16850.1 Kunitz-type protease inhibitor KPI-D2.2 24.1/5.5 340.2  7 1.2 6.5 2.4 

29 Cs8g17370.1 L-ascorbate peroxidase 1 27.6/5.5 896.4  18 2.7 1.65 0.34 

26 Cs5g16780.1 Latex serine proteinase inhibitor 25.8/9.2 434.2  8 3.16 3.61 0.54 

24 Cs9g03630.1 Major allergen Pru ar 1 17.6/5.4 705.8  12 + - - 

18 Cs5g16780.1 Latex serine proteinase inhibitor 25.2/9.2 214.9  4 + + - 

13 Cs1g20230.2 Peroxidase 4 29.8/7.8 574.3  10 1.01 2.3 2.1 

50 Cs7g08640.2 Quinone oxidoreductase-like protein  41.9/9.3 1388.6  24 + + - 

32 Cs3g20630.1 Thioredoxin M-type 19.9/9.8 545.1  10 4.1 1.8 0.24 

49 Cs2g05870.1 Pathogenesis-related leaf protein  16.9/4.9 146.1  3 - + - 

Protein metabolism 

15 Cs2g27790.1 Xylem cysteine proteinase 1 38.4/5.3 349.8  7 3.6 5.5 5.4 

22 Cs4g07030.2 20 kDa chaperonin 26.6/9.4 909.7  14 1.8 2.2 1.8 

28 Cs4g07410.1 Thiol protease aleurain 38.6/6.5 293.2  5 1.45 2.24 1.56 

52 orange1.1t01 Chaperonin CPN60-1 61.7/5.8 1957.1  38 4.6 3.6 1.2 

21 Cs1g16180.1 Aspartic proteinase nepenthesin-1 45.6/7.8 355.5  4 0.83 0.61 0.6 

12 Cs8g18260.1 Heat shock 70 kDa protein 70.9/5 1726.8  30 - + - 

14 Cs6g16290.1 Nascent polypeptide-associated complex subunit alpha-like protein 22.3/4.2 259.2  4 1.65 - - 

57 Cs1g03040.1 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase CYP20-3 28.8/6.7 94.3  2 2.3 1.8 1.23 

Metabolic process 

60 Cs1g18190.1  Beta-galactosidase 47.8/6.3 406 9 2.23 5.06 4.6 

27 Cs1g23450.1 Oxygen-evolving enhancer protein 1 35.4/5.7 83 17 2.5 1.2 - 

34 Cs7g22860.2 Glycine cleavage system H protein 47.3/4.8 324 5 1.1 1.23 2.46 

38 Cs6g15540.1 Enolase 47.8/5.5 153 25 0.6 0.8 0.54 

40 Cs6g15540.1 Triose phosphate isomerase 47.8/5.5 143 27 2.67 1.34 0.34 

41 Cs6g10600.1 2,3-bisphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase 61/5.6 145 27 1.1 1.3 - 

45 Cs9g01670.1 Dihydrolipoyl dehydrogenase 1 53.8/7.2 73 9 1.03 2.35 1.7 

59 Cs7g31800.1 Ribulose bisphosphate carboxylase/ oxygenase activase 50.2/5.2 69 20 2.3 1.8 1.1 

Amino acid biosynthesis 

61 Cs9g05680.1 Glutamine synthetase 47.8/6.3 65 13 1.12 1.34 2.2 

Unclassified 

30 orange1. 2-acetamido-2-deoxy-D-galactose-binding seed lectin  29.1/5 207 3 + + - 

6 Cs3g13820.2 hypothetical protein CICLE_v10009624mg 12.8/5.5 84 3 + + + 

9 Cs2g10930.1 hypothetical protein CICLE_v10017265mg [Citrus clementina] 55/6.2 54 4 + + + 

Fold change* :ها در مقایسه با شاهد،ننسبت میزان پروتئیdpi  :،عدم حضور پروتئین،: - القای پروتئین،+:  روز پس از آلودگیprotein score  :،امتیاز محاسبه شده پروتئین بر مبنای مشابهت جرم پروتئینpeptide match  : تعداد

 .ایه دادهپپتیدهای جور شده از پروتئین مورد نظر با توالی موجود در پایگا

http://citrus.hzau.edu.cn/cgi-bin/orange/gene/Cs1g18190.1
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های در ازت مایع فریز شده و سپس برای استفاده ها سریعاًنمونه

طور خلاصه برای استخراج هب .نگهداری شد -13بعدی در فریزر 

های آلوده از گیاه تحت تیمار آلودگی عصاره آپوپلاستی ابتدا برگ

-و با آب هآوری شدباکتریایی و شاهد از روی گیاهان سالم جمع

سپس در بافر استخراج سرد غوطه ور . و داده شدمقطر شستش

پس از . پمپ خلا اینفیلتراسیون انجام شد کرده و با استفاده از

ها در داخل لوله فالکن قرار دقیقه برگ پنجبه مدت  ایجاد خلا

عصاره جمع شده در  .شودمیسانتریفیوژ  g 953و در دور  گرفته

تمامی . ن خواهد بودانتهای لوله عصاره آپوپلاستی حاوی پروتئی

استخراج . گراد انجام شددرجه سانتی چهارمراحل در دمای 

پروتئین به روش دامروال با اندکی تغییرات انجام گرفت 

(Damerval et al. 1986) .ها با استفاده از برادفورد غلظت پروتئین

 .گیری شداندازه

 IPG)منظور انجام الکتروفورز دوبعدی از ژل نواری خطی به

Strip,18cm,PH4-7 ) ساخت شرکتBio-RAD  برای بعد اول

 ProteinIIبرای انجام بعد دوم از دستگاه الکتروفورز . استفاده شد

XI Cell  ساخت شرکت Bio-RAD آمیزی برای رنگ. شداستفاده

 Blum, Beier and Gross) ها از نیترات نقره استفاده شدژل

 dpiبا وضوح  دنسیتومتر توسط آمیزی شدهی رنگهاژل .(1987

جهت شناسایی و همیابی نقاط متناظر  .برداری شدندعکس 633

. استفاده شد Melanie6.0افزار های مختلف، از نرمبر روی ژل

ها در یک برای این منظور پس از باز کردن تصاویر تمام ژل

میزان تقابل رنگی افزار، تنظیمات اولیه از جمله کاری نرم هصفح

نقاط شناسایی شده انجام شد  هتصویر و تنظیمات مرتبط با محدود

افزار انتخاب و پس از آن نقاط پروتئینی شناسایی شده توسط نرم

ها به صورت سازی میزان پروتئینکمی. گذاری شدندو برچسب

 .ها صورت گرفتنسبت به کل لکهگزارش درصد حجمی هر لکه 

های مختلف دار در بین تیمارود تغییرات معنیوجود و یا عدم وج

های کاندید جهت و لکه مورد تجزیه آماری قرار داده شدند

شناسایی با اسپکترومتری جرمی انتخاب شدند و از روی ژل جدا 

 Faraunhofer, Germanyیابی به موسسه شدند و برای توالی

 .ارسال شدند

یدی، شناسایی دست آوردن جرم پپتیابی و بهپس از توالی

 Mascotو با استفاده از  Matrix scienceها در پایگاه داده پروتئین

Server دست آوردن اطلاعات برای به. انجام شد GO از پایگاه

 .استفاده شد Gene ontology ایداده

 

بررسی الگوی پروتئوم نشان داد که آلودگی پاتوژن به شدت 

طوری که ه را تحت تاثیر قرار داده است بهپروتئوم آپوپلاستی گیا

روز پس از آلودگی افزایش چهار  ویک ها در تیمارهای تعداد لکه

نشان  کاهش، روز پس از آلودگی نسبت به شاهد هفتو در تیمار 

چنین بررسی افزایش و کاهش میزان هم (.الف-1شکل)داده است 

ز پس از رو یکدهد که در تیمار های پروتئینی نشان میلکه

ها نسبت به تیمار شاهد افزایش میزان درصد از لکه 63آلودگی 

های روز پس از آلودگی تعداد لکه چهاردهند و در تیمار نشان می

که در تیمار طوریهکند بکه افزایش میزان داشتند کاهش پیدا می

اند هایی که کاهش میزان داشتهروز پس از آلودگی تعداد لکه هفت

-شکل)گیرد هایی که افزایش میزان داشتند پیشی میهاز تعداد لک

پاتوژن عامل بیماری باکتری زانتوموناس بیوتروف بوده (. الف-2

های شناسایی الگورسد که بعد از مستقر شدن، نظر میو به

تواند سبب گیاهی می هایتوسط گیرنده 1پاتوژنمولکولی همراه با 

 شودمیو توقف آلودگی های دفاعی در گیاه اندازی سیستم راه

(Garavaglia et al. 2010b). است که اتصال مشخص شده

به دیواره سلولی  malvacea pv. X. campestris تنگاتنگ باکتری

این . گیردزنی صورت میساعت پس از انجام مایه 81پنبه، حدود 

 شباهت زیادی با باکتری DNA-DNAباکتری از نظر هیبریداسیون 

X. citri شود که چنین اتفاقی در زمان داشته و احتمال داده می

 X.citriاز طرف دیگر . نیز وقوع یابد X.citriبه در باکتری مشا

-ساعت از انجام مایه 72توانایی تحریک تقسیمات سلولی پس از 

که  PthAاین کار را توسط انتقال مولکول  زنی را دارد که احتمالاً

در انتقال سیگنال تقسیم سلولی نقش دارد و از طریق سیستم 

 Brunings and)دهد انجام می ،شودترشحی نوع سوم منتقل می

Gabriel 2003) .شود استنباط کرد که باکتری از این رو چنین می

هایی را فعال کرده و با روز پس از آلودگی مکانیسم چهاردر زمان 

های گیاه را نویژه پروتئیترشح افکتورهایی، سیستم دفاعی و به

-تولید گونهاز طرف دیگر . کندمورد حمله قرار داده و تخریب می

                                                           
1
 Pathogen-associated molecular pattern 

  نتایج و بحث
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کلیدی و اصلی در ایجاد پاسخ به  ههای فعال اکسیژن، یک مرحل

سلولی، تغییر در میزان  هپاتوژن است که با تاثیر بر ساختار دیوار

های آلوده نشده نقش اساسی در ایجاد ها و انتقال پیام به سلولژن

های فعال اکسیژن گونه. کندزا را ایفا میومت به عامل بیماریمقا

چنین باعث تخریب رسانی، همنقش مثبت در دفاع و پیام علاوه بر

شوند ها میهایی مانند اسید نوکلئیک و پروتئینماکرومولکول

(Chisholm et al. 2006) . 

از لحاظ ( ب -1 شکل)دار داشتند هایی که تغییرات معنیپروتئین

-های در گیر در مکانیسمبندی شدند که پروتئینعملکردی دسته

ها را به خود ترین تعداد پروتئیندرصد، بیش 83های دفاعی با 

ها را در سه پروتئین GOهای داده(. ب -2 شکل)اختصاص دادند 

 3و اجزای سلولی 2ندهای بیولوژیکی، فرای1دسته عملکرد مولکولی

ترین ها بیشاز لحاظ عملکرد پروتئین(. 3 شکل)بندی کرد تقسیم

                                                           
1
 Molecular function 

2
 Biological process 

3
 Cellular component 

 Catalytic activity وHydrolase activity ها در دسته پروتئین

یندهای بیولوژیکی بیشترین آقرار دارند از طرف دیگر از لحاظ فر

سم کربن و پاسخ ها در دسته فرایندهای متابولیکی، متابولیپروتئین

این ارتباط از این نظر قابل توجیه است که . به استرس قرار دارند

های که در فرایندهای متابولیکی نقش دارند دارای پروتئین

. (Bowles 1990)عملکرد مولکولی هیدرولازی و کاتالیکی هستند 

-پروتئین PRها نظیر های پاسخ دهنده به استرسچنین پروتئینهم

 .Delaunois et al)ها، عملکرد مولکولی هیدرولازی دارند 

2013). 

وسیله دار نشان داده بودند بههایی که تغییرات معنیپروتئین

MALDI-TOF بندی شدند شناسایی شده و در جدول دسته

 ها در پاسخ به تنش نقش داشتند کهاکثر پروتئین(. 1 جدول)

  PRهای فعال اکسیژن،زدایی گونههای درگیر در سمیتپروتئین

 . گیرندهای پروتئینازی در این دسته قرار میها و بازدارندهپروتئین
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های فعال اکسیژن دارای نقش دوگانه در گیاهان هستند این گونه

های کم نقش مخربی در گیاه نداشته و منجر ها در غلظتمولکول

و تمایز دیواره سلولی، القای متابولیسم ثانویه و  رسانیبه القای پیام

 Kotchoni)دارند چنین در ایجاد پاسخ فوق حساسیت نقش هم

and Gachomo 2006). های زیاد که ناشی از القای اما در غلظت

باشد گونه فعال اکسیژن برای گیاه مضر بوده لذا گیاه با پاتوژن می

-ها را فعال میدرک این خطر مکانیسم استفاده از آنتی اکسیدانت

های آنتی اکسیدانت در بسیاری از افزایش فعالیت آنزیم. کند

. (Aguero et al. 2008)است گیاهان در مقابل پاتوژن دیده شده

-های فعال اکسیژن برای پاتوژن سمی میپرواضح است که گونه

دلیل وجود پلی ساکاریدهای خارج سلولی ها بهباشد اما پاتوژن

 .Dahal et al)باشند های فعال اکسیژن مقاوم مینسبت به گونه

هایی نظیر از طرفی گیاهان با استفاده از احیا کننده. (2010

های آنتی اکسیدانت باعث از بین رفتن گلوتاتیون ریداکتاز و آنزیم

های فعال اکسیژن شده و محیط را برای رشد باکتری و ایجاد گونه

 .سازندبیماری مساعدتر می

های و بازدارنده (89لکه ) پروتئین  PR،(87لکه )کیتیناز 

ی هستند که در مقاومت یهااز پروتئین( 33 و 81لکه ) ئینازیپروت

روز پس از آلودگی یک کیتیناز در تیمار . به پاتوژن نقش دارند

چنین هم .استافزایش نشان داده و بعد از آن دچار کاهش شده

روز پس از آلودگی  چهارها افزایش جزئی در تیمار بقیه پروتئین

دهند عد از آن کاهش میزان نشان میافزایش میزان نشان دادند و ب

های مرتبط با تحمل بیماری بدیهی است که پروتئین (.1-جدول )

ها از باکتری ترشح شدند در پاسخ به پس از اینکه افکتور پروتئین

هایی است که بیان افتراقی کیتیناز از پروتئین .شوندپاتوژن القا می

بسیاری از مطالعات  های زنده و غیر زنده درآن در پاسخ به تنش

 .(Afroz et al. 2011; Cantú et al. 2008) استگزارش شده

-چنین تولید گونهکیتینازها در تخریب دیواره سلولی باکتری و هم

 واسطه تولید اولیگومر کیتین نقش دارندهای فعال اکسیژن به

(Delaunois et al. 2013).  القای کیتیاز در تنباکو بر علیه باکتری

چنین در گیاه کلزا بر ضد پاتوژن قارچی سودوموناس و هم

 .Floerl et al. 2008 Petriccionea et al ;) استگزارش شده

های پروتئازی برعلیه پروتئازهای پاتوژن عمل بازدارنده .(2014

 برندکنند و اغلب پروتئازهای سرینی را از بین میمی

(Laskowski Qasim and Lu 2000). توجه به القای دیر هنگام   با

ها از طرفی، و گسترش بیماری از طرف و ضعیف این پروتئین

رسد که افکتورهای باکتریایی در مقابله با این نظر میدیگر به

ها ها، توانایی زنده مانی باکتری را حفظ کرده و باکتریپروتئین

 .اند در بافت گیاهی تکثیر پیدا کنندتوانسته

ها نقش دارند نیز که در تنظیم و فولدینگ پروتئین هاییپروتئین

، (21 و 22لکه )ها چاپرون(. 1 جدول) انددچار تغییر میزان شده

و ( 57لکه )، پپتدیل ایزومراز (12لکه )های شوک حرارتی پروتئین

ترین از مهم. گیرنددر این دسته قرار می( 21 و 15)پروتئینازها 

ها کلی چاپرون طورهب .ها هستندهای این دسته چاپرونپروتئین

کنند و در های زیستی و غیر زیستی ایفا مینقش حیاتی در تنش

چنین سنتز برخی ها و همسنتز و جابجایی آن ها،فولدینگ پروتئین

در  .(Hartl and Hayer-Hartl 2002) ها نقش دارندماکرومولکول

ها در سیستم ایمنی های اخیر توجه زیادی به نقش چاپرونسال

 Liu and Whitham) استها شدهگیاه در مقابل حمله پاتوژن

در واقع گیاهان از طریق دو سیستم ایمنی فعال شده به  .(2013

ایمنی فعال شده  سیستم و 1پاتوژنوسیله الگوهای مولکولی همراه 

سیستم ایمنی  .دهندبه پاتوژن پاسخ می هاپروتئین 2افکتوراز طریق 

های وسیله پروتئینبه ها،ده از طریق افکتور پروتئینفعال ش

-گزارش شده .دهندها پاسخ میبه پاتوژن( R proteins)مقاومت 

های متصل شونده به دارای دامین HSP90است که پروتئین 

های مقاومت های پروتئینتواند به دامینباشد و مینوکلئوتید می

ت را موجب شود و از های مقاوممتصل شود و پایداری پروتئین

 این طریق به شناسایی افکتورهای بیماریزایی پاتوژن کمک کند

(Kadota and Shirasu 2012). است که چنین گزارش شدههم

HSP90 های تواند به ژنطور مستقیم و فیزیکی میهب RPM1( ژن

-Hartl and Hayer)بچسبد ( مقاومت به باکتری سودوموناس

Hartl 2002). ها با کمک به پایداری رسد این پروتئیننظر میبه

های مقاومت در شناسایی افکتورهای باکتریایی نقش پروتئین

 .کنندها ایفا میثری در ایجاد مقاومت به پاتوژنؤمثبت و م

                                                           
1
 PAMP-triggered immunity 

2
 Effector triggered immunity 
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 هابندی عملکردی پروتئیندسته -ب. ها در تیمارهی مختلف آلودگی نسبت به شاهدنمودار افزایش و کاهش بیان لکه -الف. هاها و پروتئیندرصد فراوانی لکه -2شکل

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
بندی اجزای سلولی و فرآیند بیولوژیکی تقسیمی، ها در سه گروه عملکرد مولکولپروتئین GOهای های شناسایی شده بر اساس دادهنمودار فراوانی پروتئین -3شکل 

 .شدند

 

اند ها که دچار تغییر میزان یا القا شدهدسته دیگری از پروتئین

های نظیر پروتئین(. 1 جدول)باشند مربوط به متابولیسم گیاه می

، (83لکه )، تریوز فسفات ایزومراز (59لکه )رابیسکو اکتیواز 

، انولاز (38لکه )گلایسین دکربوکسیلاز  ،(63لکه )بتاگالاکتوزیداز 

-بندی قرار میدر این دسته( 27لکه )OEE و پروتئین ( 31لکه )

دهد که پاتوژن به دنبال پاتوژن نشان می-بررسی روابط گیاه. گیرند

طرف گیاه هم باشد و از آنغلبه بر سیستم مکانیسم دفاعی گیاه می

باشد که وسعه بیماری میبه دنبال غلبه بر پاتوژن و متوقف کردن ت

این امر را با ایجاد یک ذخیره انرژی و گسیل آن به سمت سیستم 

کند و همین مسئله متابولیسم اولیه گیاه را پذیر میدفاعی امکان

در دسترس بودن مواد  .(Bolton 2009)دهد تحت تاثیر قرار می

تواند نتیجه نشت سلولی مورد نیاز برای متابولیسم پاتوژن می

میزبان و یا دستکاری متابولیسم گیاه به وسیله پاتوژن باشد 

(Walters and Heil 2007).  در واقع کاهش فتوسنتز در بسیاری از

تواند است که البته این فرایند میتقابل گیاه و پاتوژن گزارش شده

های وی کلروفیل و تخریب پروتئیندر نتیجه کاهش نسبی محت

ها و فعالیت اکسیداتیوی مربوطه در اثر فعالیت پروتئازی پاتوژن

هر چند که تمایل خود گیاه، تغییر . های فعال اکسیژن باشدگونه

 الف ب
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سمت فراهم کردن انرژی مورد نیاز سیستم متابولیسم از فتوسنتز به

م دفاعی هم به خاطر مصرف زیاد انرژی توسط سیستدفاعی آن

های در این آزمایش القای پروتئین .(Gottig et al. 2010)باشد 

ها بر خلاف گزارشات مرتبط با فتوسنتز و افزایش میزان آن

یابی ژنوم باکتری زانتوموناس معلوم شده با توالی. باشدمرسوم می

گذاری که این باکتری از یک پروتئین شبه گیاهی برای تاثیراست 

 .(Nembaware et al. 2004)کند در هموستازی میزبان استفاده می

های ترنسکریپتوم همراه دادهپروتئومیکس به تجزیهدر یک مطالعه 

-NADH-dehydrogenase, ATPقای میزان پروتئین نشان از ال

Synthase گیری و رابیسکو اکتیواز داشت و در نهایت چنین نتیجه

های شبه گیاهی زانتوموناس با کاهش فتوسنتز شد که پروتئین

مقابله کرده و شرایط بهتری را در بافت آلوده برای زنده مانی 

 .(Garavaglia et al. 2010b)کند طولانی مدت باکتری تامین می

یستم هموستازی گیاه و با رسد پاتوژن با دستکاری سنظر میبه

های مرتبط با فتوسنتز، شرایط را برای رشد و تغذیه القای پروتئین

بهتر خود فراهم کرده و از طرفی تخصیص انرژی برای پاسخ 

 .دهددفاعی را کاهش می

 کلی گیرینتیجه

شدت تحت تاثیر الگوی پروتئوم آپوپلاستی گیاه لیمو ترش به

ها در فاز که تعداد لکهست به طوریآلودگی پاتوژن قرار گرفته ا

ابتدایی آلودگی افزایش و پس از استقرار کامل پاتوژن و ظهور 

رسد نظر میبه. علایم بیماری شانکر، به تدریج کاهش یافته است

زمان با توسعه بیماری افکتورهای باکتری الگوی پروتئوم را، با هم

. استقرار داده های میزبان، تحت تاثیرتخریب پروتئازی پروتئین

های انفجار اکسیداتیو به محض درک علایم پاتوژن توسط گیرنده

اندازی مکانیسم افتد که باعث راهغشایی سلول گیاهی اتفاق می

های فعال اکسیژن پاسخ آنتی اکسیدانتی برای سمیت زدایی گونه

همراه القای های آنتی اکسیدانتی بههنگام آنزیم القای زود. شودمی

های های مقاومت و بازدارندهو دیر هنگام پروتئین ضعیف

پروتئازی، شرایط را برای رشد و توسعه باکتری، با حذف سمیت 

سازد و گیاه را در های فعال اکسیژن برضد باکتری، مهیا میگونه

-افزایش میزان پروتئین .دهدشرایط سختی از نظر دفاعی قرار می

های مرتبط ش میزان پروتئینهمراه کاههای در گیر در فتوسنتز به

وسیله با انرژی نشان از دستکاری سیستم هموستازی گیاه به

های شبه گیاهی، در راستای استفاده پاتوژن، با استفاده از پروتئین

کاهش میزان . بهینه از مواد غذایی موجود در آپوپلاست دارد

ستم زایی گیاه را برای القای سیهای درگیر در مسیر انرژینپروتئی

طور کلی هب. دهددفاعی از نظر میزان انرژی در تنگنا قرار می

ها با دستکاری سیستم گیاهی پاتوژن با ترشح افکتور پروتئین

های حساسیت از طرف دیگر، ازطرفی، و واکنش متقابل با پروتئین

 .دهدرشد خود وتوسعه بیماری را گسترش می
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