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اين . ای از پپتيدهای ضد ميکروبی کاتيونی غنی از سيستئين هستند های گياهی، خانواده ديفنسين

کيلودالتون هستند که دارای هشت اسيد  7تا  5هايی کوچک با وزن مولکولی  پپتيدها مولکول

در مطالعه حاضر . سولفيدی نقش دارند های دی آمينه سيستئين محافظت شده بوده که در ايجاد پل

ا استفاده از ابزارهای بيوانفورماتيکی، خانواده ژنی ديفنسين از گياه عدس جداسازی و تعيين ب

های ديفنسين گياهان دو  های نوکلئوتيدی مربوط به ژن به اين منظور تمام توالی. خصوصيت شد

گياه  ESTهای دريافت شده، عليه کتابخانه  توالی. از بانک ژن دريافت شد( توالی 583)ای  لپه

قطعات . بندی شدند همرديف و نتايج حاصل با هم مخلوط و سر هم( ESTمورد  1531)عدس 

، BLASTnبا استفاده از ( ها سينگلتون)بندی شده  و قطعات غير سر هم( ها کانتيگ)سرهم بندی شده 

های حاصل، برای وجود چارچوب  ها و سينگلتون کانتيگ. رديف شدند هم nrعليه پايگاه داده 

های عملکردی، سيگنال پپتيد، محل تجمع سلولی، خصوصيات  کامل، دمين خوانش باز

تر  فيزيکوشيميايی، فراوانی اسيدهای آمينه، فعاليت ضد ميکروبی و الگوی بيان مورد بررسی بيش

ها تکثير و به  کننده کامل ديفنسين توالی کد PCRدر نهايت با استفاده از واکنش . ر گرفتنداقر

طول  های خوانش باز به کانتيگ که حاوی چارچوب 6نتايج، وجود . ييد شدصورت آزمايشگاهی تأ

های شناسايی شده، حاوی  توالی پروتئينی ديفنسين. باز بودند را مشخص کرد جفت 118تا  111

ها دارای سيگنال پپتيد بودند و  اين ديفنسين. بودKnot1 (Gamma-thionin )دمين عملکردی 

شناسايی های  علت فراوانی بالای اسيدهای آمينه آبگريز، ديفنسين به. تجمع خارج سلولی داشتند

 inنتايج آناليز ضد ميکروبی . کردند ای توليد می ثانويه پيچيده هایآبگريز بوده و ساختارشده 

silicoژن  آناليز بيان. های جداسازی شده نشان داد ، فعاليت ضد ميکروبی بالا را در ديفنسينin 

silicoهای ضد  کننده ژن شناسايی توالی کد .ها نشان داد را برای ديفنسيناز بيان وتی ، الگوی متفا

در اين پژوهش برای . ها اولين قدم در مهندسی ژنتيک است ميکروبی و بررسی خصوصيات آن

های خانواده ديفنسين از گياه عدس جداسازی شد و  از ژن ژن 6کننده کامل  اولين بار، توالی کد

   .ها مشخص شد ها و الگوی بيانی آن ويژگیساختار و 
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پپتيدهای ضد ميکروبی، پپتيدهایی با جرم مولکولی پایين هستند 

ها، گياهان و  باکتری)های زنده  که توسط تعداد زیادی از ارگانيسم

ها توليد  ای از پاتوژن طيف گسترده برای مقابله با ( جانوران

 اسيد آمينو 111 از کمتر طولی ميکروبی ضد پپتيدهای. شوند می

 تاکنون که طوری به بوده برخوردار بالایی بسيار تنوع از و داشته

 اوليه مراحل طی .است شده شناسایی ها آن از مختلف نوع صدها

 پپتيدهای همراه به ميکروبی ضد پپتيدهای ها، پاتوژن به پاسخ

 از ترکيباتی عنوان به ضد ميکروبی های متابوليت تنش و با مرتبط

  .(Holaskova et al. 2015)کنند  می عمل عمومی دفاع مکانيسم

 ناميده بيوتيک آنتی پپتيدهای نينچ هم ضد ميکروبی، پپتيدهای

 برای ضد ميکروبی عوامل از جدیدی نسل عنوان به و شوند می

 انسان در عفونی های بيماری درمان چنين هم و گياهان از محافظت

 .Elsbach 2003; Holaskova et al)هستند  مطرح جانوارن و

دارای  چنين هم کاتيونی ضد ميکروبی پپتيدهای از برخی .(2015

 Hoskin)هستند  سرطانی های سلول عليه سميت سلولی فعاليت

and Ramamoorthy 2008) . تاکنون چندین مکانيسم مختلف

که از آن  شده پپتيدهای ضد ميکروبی پيشنهاد عملکرد نحوه برای

 کروبیمي غشاهای با توان به برهمکنش ها می جمله این مکانيسم

ای در آن ایجاد  در اثر برهمکنش پپتيد با غشاء، رخنه. اشاره کرد

 نشت غشایی، عدم قطبيت ميسل، شده که منجر به ایجاد

ماکرو  سنتز به آسيب و سلول درون به پپتيد ورود سيتوپلاسمی،

پپتيدهای ضد ميکروبی گياهی، . شود می سلولی درون های مولکول

 ها، نوتين ها، دیفنسين ها، تيونين شامل مختلفی های گروه به

 Cools et)شوند  می بندی تقسيم سيکلوئيدها و ها اسنکين ها، هوین

al. 2017). 

این . ها گروهی از پپتيدهای ضد ميکروبی گياهی هستند دیفنسين 

 اسيد آمينه 25 تا 52 بين طولی با کوچک کاتيونی گروه، پپتيدهای

 شده حفاظت سيستئينی های جایگاه دارای ها آن همه که هستند

 های دیفنسين .کنند ایجاد می را سولفيدی دی پل 5 تا 3 و بوده

 ضد پپتيدهای عملکردی و ساختاری های همولوگ گياهی

 ها آن نقش که باشند می پستانداران و حشرات در موجود ميکروب

این پپتيدها بخشی از . است شده ثابت خوبی به ميزبان دفاع در

عنوان  ها بوده و به سيستم دفاع عمومی گياهان در برابر پاتوژن

بندی  زایی تقسيم با بيماریهای مرتبط  جزئی از خانواده پروتئين

ها به گياه القاء شده و با از بين  شوند و در زمان حمله پاتوژن می

شوند و در کنار سایر  بردن پاتوژن باعث افزایش مقاومت گياه می

. کنند های دفاعی نقش مهمی در مقاومت گياه ایفا می پروتئين

افت های گياهی ی ی گونه ی پپتيدهای دیفنسين در همه خانواده

این پپتيدها ابتدا از بذور . شده و دارای تنوع بسيار بالایی هستند

ها و  که در برگ اند، در حالی گياهی شناسایی و جداسازی شده

ها مانند سایر پپتيدهای ضد  دیفنسين. کنند ها نيز تجمع پيدا می گل

های  ها مانند اندام طور دائم در برخی اندام ميکروبی گياهی به

های مختلف زیستی و  شوند و در پاسخ به تنش ان میای بي ذخيره

های سيگنالينگ مانند  چنين در پاسخ به مولکول غير زیستی و هم

 اولين. شوند متيل جاسمونات، اسيد سالسيليک و اتيلن القاء می

 جو و گندم آندوسپرم از 1991 سال در گياهی های دیفنسين

 های دیفنسين تاکنون زمان آن از .شدند جداسازی و شناسایی

 شنبليله، عدس، یونجه، تربچه، مانند گياهان مختلفی از متعددی

 و جداسازی گندم و لوبيا آرابيدوپسيس، نخود، انگور، خرما،

. (Thomma et al. 2002; Janssen et al. 2003)شدند  شناسایی

ترین گياهان زراعی جهان  یکی از مهم( .Lens culinaris L)عدس 

 یکی پروتئين، درصد 22 دارا بودن حدود بـا عدس. است

از . دشو بشر محسوب می غذایی ترین منابع ترین و قدیمی مهم

طرفی بقایای گياه عدس شامل ساقه، کاه و کلش و پوسته غلاف 

های اهلی  آن دارای ارزش غذایی بالایی بوده و برای مصرف دام

 ;Muehlbauer et al. 2006; Yadav et al. 2007)مناسب است 

Srivastava and Vasishtha 2012) .های  با این وجود، بيماری

ها  قارچی مختلفی مانند پژمردگی آوندی، پوسيدگی و سفيدک

های باکتریایی و ویروسی همواره رشد این  همراه سایر بيماری به

یکی از . دهند گياه را تهدید کرده و توليد محصول آن را کاهش می

ها، توليد گياهان  یهای ایجاد مقاومت نسبت به این بيمار راه

برای توليد این گياهان، ابتدا باید . تراریخت مقاوم به بيماری است

پس از شناسایی، با . های مقاومت را در گياهان شناسایی کرد ژن

توان گياهان تراریخت مقاوم به بيماری را  ها می انتقال این ژن

ی  های ایجاد کننده ها گروهی از این ژن دیفنسين. توليد کرد

با . ها فعاليت دارند قاومت هستند که عليه طيف وسيعی از پاتوژنم

های دیفنسين از گياه عدس، علاوه بر استفاده از آن  جداسازی ژن
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های مختلف  توان آن را در سيستم در توليد گياهان تراریخت، می

عنوان نسل جدیدی از عوامل ضد ميکروبی  بيانی توليد کرد و به

 .     (Parachin et al. 2012; Holaskova et al. 2015)کار برد  به

باز است و  ميليارد جفت 5طول ژنوم هاپلوئيد عدس در حدود 

یابی ژنوم آن در جریان بوده و  المللی برای توالی یک تلاش بين

با این حال . است منجر به ایجاد توالی سرهم بندی شده اوليه شده

ی هنوز در شکل اوليه بوده و مستندسازی ژنی و دسترسی این توال

آناليزهای اضافی در جریان است تا توالی . محدودی دارد

ای نزدیک یک ژنوم  بندی موجود بهبود پيدا کرده و در آینده سرهم

ای بزرگ مانند  هایی با ژنوم هسته گونه. مرجع از عدس ایجاد شود

و گندم، ( های فصل سرد مدر بين لگو)عدس، نخود زراعی و باقلا 

دارای مقدار قابل توجهی از ( های دیگر در بين گروه)ذرت و جو 

درصد ژنوم کل ژنوم  01تا  21حدود )تکراری  DNAهای  توالی

، تعداد زیادی رتروترانسپوزون و عناصر تکرار شده (ای هسته

این نواحی تکراری مشکلاتی را در سرهم بندی ژنوم . هستند

امروزه با وجود حجم زیاد (. Kumar et al. 2015) کند  ایجاد می

اطلاعات ژنومی و ترانسکریپتومی در موجودات مختلف و 

چنين دسترسی آسان به ابزارهای بيوانفورماتيکی متعدد،  هم

های مختلف به سادگی و در  ژن  شناسایی و بررسی ویژگی

با استفاده از این  .ترین مدت زمان ممکن قابل انجام است کوتاه

توان  گيری از ابزارهای بيوانفورماتيکی مختلف می اطلاعات و بهره

 in silicoقبل از اقدام به هر گونه فعاليت آزمایشگاهی به صورت 
ها را  های آن های مورد نظر را شناسایی کرد، ویژگی ژن یا ژن

ه ها در آن دخيل هستند را شبي هایی را که این ژن بررسی و فعاليت

با  in silicoهای  ها و شبيه سازی بينی ها، پيش شناسایی. سازی کرد

احتمال بسيار زیادی نزدیک به واقعيت هستند و معمولاً توسط 

 ;Gill and Sanseau 2000)شوند  کارهای آزمایشگاهی تأیيد می

Periwal and Scaria 2014; Bao et al. 2014) . با توجه به

چنين عدم مستند  دسترسی محدود به توالی اوليه ژنوم عدس و هم

های جدید در این گياه باید به  برای شناسایی ژنسازی کامل آن، 

یابی نسل  و توالی ESTهای  خانواده و یا پایگاه سراغ گياهان هم

های مورد نظر را  توان ژن ها می با استفاده از این پایگاه. بعدی رفت

شناسایی و جداسازی کرد و برای اهداف اصلاحی عدس از  

نوین بيوتکنولوژی های  طریق اصلاح نباتات کلاسيک یا روش

 .  کار برد هب

 ی خانواده جدید اعضای برخی شناسایی هدف با حاضر پژوهش

 بررسی و عدس گياه از دیفنسين ميکروبی ضد پپتيدهای

 استفاده با پژوهش، این در. است گرفته صورت ها آن خصوصيات

اعضا خانواده  کننده کامل کد  توالی بيوانفورماتيکی های روش از

یابی نسل بعدی گياه  و توالی EST های کتابخانه از  دیفنسينژنی 

صحت جداسازی . شد خصوصيت تعيين و جداسازی عدس

  . دشهای آزمایشگاهی تأیيد  ها توسط روش بيوانفورماتيکی این ژن

 

از پایگاه ( EST 9239متشکل از )های گياه عدس  ESTابتدا تمام 

NCBI از . دریافت شدEST  های دریافت شده با استفاده از

یک پایگاه داده  CLC Genomics Workbench 9.0افزار  نرم

های نوکلئوتيدی مربوط به  سپس تمام توالی. سفارشی ایجاد شد

از بانک ژن ( توالی 283)ای  های دیفنسين در گياهان دو لپه ژن

فزار ا ی بعد با استفاده از نرم در مرحله. دریافت شد NCBIپایگاه 

CLC Genomics Workbench 9.0 ،283  توالی ژنی دیفنسين

گياه عدس  EST 9239عليه پایگاه داده سفارشی ایجاد شده از 

ردیفی  حاصل از هم ESTهای  توالی. ردیفی قرار گرفت مورد هم

ذخيره  CLC Genomics Workbench 9.0افزار  ها در نرم تمام ژن

 .قرار گرفتی بعدی مورد استفاده  و برای مرحله

و  CLC Genomics Workbench 9.0افزارهای  با استفاده از نرم

Vector NTI 10.3 های  توالیEST ی قبل سر  حاصل از مرحله

سر . هایی با طول معين ایجاد شدند بندی شدند و کانتيگ هم

درصد و طول  98تر از  بندی قطعات با پارامترهای شباهت بيش هم

بينی چارچوب  پيش. باز انجام شد جفت 211تر از  کانتيگ بيش

های ایجاد شده با استفاده از  در کانتيگ( ORF)خوانش باز 

و  NCBIموجود در پایگاه  CDDو  ORF Finderابزارهای 

 Vector NTIو CLC Genomics Workbench 9.0های  افزار نرم

های دارای چارچوب خوانش باز  کانتيگ. صورت گرفت 10.3

منظور  افزار مورد تأیيد قرار گرفتند به رمکامل که توسط چهار ن

در این . ردیفی دیگر قرار گرفتند تر مورد یک هم تأیيد بيش

  ها مواد و روش
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گياه عدس  RNA-seqهای  ها عليه کتابخانه ردیفی، کانتيگ هم

نتایج حاصل از . ردیف شدند هم NCBIپایگاه  SRAموجود در 

 بندی شدند و ردیفی هر کانتيگ، با همان کانتيگ سر هم هم

با استفاده از این روش . های با صحت بالا ایجاد شدند کانتيگ

گياه عدس نيز  Ef1αکننده کامل ژن مرجع  چنين توالی کد هم

 . شناسایی و جداسازی شد

. های با صحت بالا، برای طراحی آغازگرها استفاده شد از کانتيگ

 Alleleو  Vector NTI 10.3افزار  آغازگرها با استفاده از دو نرم

ID 7.0 آغازگرهای مورد نظر برای تکثير توالی . طراحی شدند

های خانواده دیفنسين گياه عدس و بخشی از  کننده کامل ژن کد

عنوان کنترل داخلی  به Ef1αکننده کامل ژن مرجع  توالی کد

آغازگرهای طراحی شده پس از طراحی، توسط . طراحی شدند

منظور تعيين  هب NCBIموجود در پایگاه  Primer BLASTابزار 

توالی و خصوصيات . اختصاصيت مورد بررسی قرار گرفتند

 . است ارائه شده 1آغازگرهای طراحی شده در جدول 

هایی با  در گلدان( L. culinaris)عدس  در این تحقيق، بذور گياه

کشت و به ( 1: 1: 1با نسبت )ترکيب شن، رس و کود حيوانی 

بعد از گذشت . شدند مدت سه هفته در شرایط مناسب نگهداری

ها در نيتروژن مایع قرار گرفته و برای استخراج  سه هفته، گياهچه

RNA استخراج . مورد استفاده قرار گرفتندRNA ها،  کل از بافت

شرکت سيناژن و طبق دستورالعمل  RNX-Plusبا استفاده از بافر 

 DNAهای  منظور حذف آلودگی به. شرکت سازنده انجام شد

 Thermo Fisher Scientificشرکت  DNase Iژنومی از آنزیم 

 ژل از استفاده با استخراج شده RNAکميت  و کيفيت. استفاده شد

سنتز رشته . شد تعيين نانودراپ دستگاه و درصد یک آگاروز

 Thermoشرکت  cDNA سنتز کيت از استفاده با  cDNAاول

Fisher Scientific شد زنده انجامو طبق دستورالعمل شرکت سا. 

با برنامه دمایی، واسرشتگی  Taq با استفاده از آنزیم PCRواکنش 

ثانيه در دمای  31گراد، اتصال  درجه سانتی 92ثانيه در دمای  31

ثانيه  21و گسترش ( 1جدول )اتصال مربوط به هر جفت آغازگر 

چنين  هم. چرخه انجام شد 32گراد طی  درجه سانتی 02در 

گراد و گسترش  درجه سانتی 92نج دقيقه در واسرشتگی اوليه پ

پس از . گراد انجام گرفت درجه سانتی 02دقيقه در  11نهایی 

روی ژل آگاروز یک درصد  PCRانجام واکنش، محصولات 

  .بارگذاری و تأیيد اندازه شدند

ها، با استفاده از  پس از تعيين قاب صحيح خوانش باز در کانتيگ

ها در  های نوکلئوتيدی آن توالی Vector NTI 10.3افزار  نرم

. چارچوب خوانش باز اختصاصی خود به پروتئين ترجمه شد

، NCBIموجود در پایگاه  CDDسپس با استفاده از ابزارهای 

Interproscan و Pfam های عملکردی موجود در این  دمين

 Marchler-Bauer et al. 2014; Jones et)ها مشخص شد  توالی

al. 2014; Finn et al. 2016) . 

 
 

 آغازگرهای مورد استفاده در تحقيق -1جدول 

 (C°)دمای اتصال  (bp)اندازه قطعه تکثيری  (-'5 '3)توالی  نام آغازگر

L-EF-F GCAGGTATGGTTAAGATGGTTCC 133 3/25 
L-EF-R TCTCCACACTCTTGATGACTCC 

L-Def 1-F AGAAATCAGTAGGTGTCTTGTC 
291 9/22 

L-Def 1-R TATATTATGCGTCTTGTATTGGAG 

L-Def 2-F CATGGAGAAGAAAACAGTAGC 258 3/23 
L-Def 2-R TTGCGTGTTGGAGAAAGG 

L-Def 3-F TGGATTATGGGGAGGAAAAC 258 3/25 
L-Def 3-R GCATGTCCATTGTTGAACTAAC 

L-Def 4-F CTCGTTCAATTTCTTTGGTTTCC 231 3/25 
L-Def 4-R CTTTCATCAACAATGTGTAGTGC 

L-Def 5-F ATATTTGAGCCATTATGGAGAGG 252 8/25 
L-Def 5-R GAACTAACAAAGACACATACAGC 

L-Def 6-F TGGCTCGTTCAATTCCTATG 222 2/23 
L-Def 6-R ATTAACAATGTGTAGTACAGAAAC 
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ی سه ابزار محاساباتی  وسيله ههای عملکردی تأیيد شده ب دمين

با استفاده از . های اصلی انتخاب شدند عنوان دمين همذکور ب

وجود یا عدم وجود  CELLOو  SignalP ،Phobiusابزارهای 

ها  چنين محل تجمع پروتئين ها و هم سيگنال پپتيد در پروتئين

 . (Yu et al. 2014; Nielsen 2017) مشخص شد

و ابزار  CLC Genomics Workbench 9افزار  با استفاده از نرم

Phyre2 بينی شد ها پيش ساختارهای ثانویه و سه بعدی پروتئين .

 pHتعيين پارامترهای پروتئين شامل طول، بار خالص، 

ابزارهای ایزوالکتریک، فراوانی اسيدهای آمينه با استفاده از 

ProtParam  وProtein Calculator 3.4 پيوندهای . محاسبه شد

 DiANNAها با استفاده از سرور  دی سولفيدی موجود در پروتئين

 .بينی شد پيش 1.1

های پروتئينی از پایگاه  منظور تعيين خاصيت ضدميکروبی توالی به

CAMP های پروتئينی با استفاده از چهار  توالی. استفاده شد

، Support Vector Machine ،Random Forestالگوریتم 

Artificial Neural Network  وDiscriminant Analysis  مورد

بينی شد  ها پيش بررسی قرار گرفتند و خاصيت ميکروبی آن

(Waghu et al. 2014) . 

همراه خانواده ژنی دیفنسين گونه  های جداسازی شده به توالی

و گياه آرابيدوپسيس ( Lens ervoides)وحشی عدس 

(Arabidopsis thaliana )عنوان یک گياه مدل مورد تجزیه  به

افزار  ها با استفاده از نرم توالی. تحليل فيلوژنتيکی قرار گرفت

MEGA 6.0 ردیف شدند و درخت فيلوژنتيکی با استفاده از  هم

تکرار  1111با   Bootstrapو آزمون Neighbor-Joiningروش 

 .(Tamura et al. 2013)ترسيم شد 

گياه عدس  RNA-seqهای  کتابخانه از داده 0در آناليز بيان ابتدا 

، SRX2334831 ،SRX2334830های دسترسی  شمارهزراعی با 

SRX2334829 ،SRX2334828 ،SRX2334827 ،SRX2334826 

. دریافت شد NCBIسایت  SRAاز پایگاه  SRX2334825و 

ترتيب مربوط به ترانسکریپتوم برگ، ساقه، گل، بذر  ها به کتابخانه

های  کتابخانهاز . نابالغ، ریشه، غلاف بذر و غلاف بذر نابالغ بودند

 CLCافزار پایگاه داده اختصاصی در نرم 0دریافت شده 

Genomics Workbench 9.0 های جداسازی شده  توالی. ایجاد شد

پایگاه داده اختصاصی ایجاد شده مورد  0خانواده ژنی عليه این 

ردیفی  های حاصل از هم ردیفی قرار گرفت و تعداد توالی هم

ها بر  سپس داده. اه یادداشت شدطور جداگانه برای هر پایگ به

و با  IDEG6افزار  نرمال شده و در نرم RPKMاساس فرمول 

و  Audic and Claverie ،Fisher exact testهای  استفاده از تست

Chi-squared 2X2 از لحاظ آماری مقایسه شدند . 

 

ردیفی در گياه  حاصل از هم ESTبندی قطعات  در اثر سر هم

، 525، 530، 221، 282های  کانتيگ با طول 9عدس، در مجموع 

های ایجاد شده با  کانتيگ. باز ایجاد شد جفت 513و  221

گياه عدس تعيين صحت  RNA-seqهای  ردیفی عليه کتابخانه هم

های خوانش  تر وجود چارچوب های بيش تجزیه و تحليل. شدند

باز را در  جفت 222و  222، 228، 222، 222، 222  باز با طول

های خوانش باز در  با ترجمه چارچوب. ها مشخص کرد کانتيگ

، 05، 03های شناسایی شده گياه عدس پپتيدهایی با طول  کانتيگ

  های دیفنسين ژن. اسيد آمينه را مشخص کرد 05و  05، 02، 05

اسيد آمينه را کد  90تا  99ای با اندازه  گياهی پپتيدهای اوليه

ها، پپتيدهای بالغی با  حذف سيگنال پپتيد از آن کنند که پس از می

. (Nawrot et al. 2014)شود  اسيد آمينه ایجاد می 25تا  52طول 

ها را در سطح ژنی و  این مورد صحت اوليه جداسازی دیفنسين

پس از تأیيد اوليه جداسازی، (. 2جدول )پروتئينی تأیيد کرد 

تر عليه  های شناسایی شده برای ایجاد اطمينان بيش توالی

. ردیفی قرار گرفتند گياه عدس مورد هم RNA-seqهای  کتابخانه

های اوليه ایجاد نکرد و  ی در توالیردیفی تغيير نتایج این هم

های عملکردی  جستجوی دمين. ها بود تأیيدی بر صحت این توالی

ها را  Gamma-thioninاز خانواده  Knot1وجود دمين عملکردی 

تمام پپتيدهای شناسایی شده،  با ميزان اطمينان بالا در ساختار

نوعی تاخوردگی پایدار غنی از  Knot1دمين . مشخص کرد

های  ها است که در دیفنسين Gamma-thioninئين از خانواده سيت

 Pelegrini and)شود  های بندپایان یافت می گياهی و دیفنسين

Franco 2005) . وجود این دمين عملکردی در تمام پپتيدهای

 . جداسازی شده تأیيد دیگری بر صحت جداسازی است
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 خصوصیات خانواده ژنی دیفنسین گیاه عدس -2جدول 

 

های پروتئينی خانواده دیفنسين گياه عدس با  نتایج آناليز توالی

، وجود CELLOو  SignalP ،Phobiusاستفاده از ابزارهای 

اسيد آمينه را در ساختار  28و  20، 25طول  سيگنال پپتيدهایی به

چنين مشخص شد که تمام  هم. ها مشخص کرد پروتئيناین 

های این خانواده درخارج از سلول تجمع پيدا کرده و در  پروتئين

(. 2جدول )های زیستی و غير زیستی نقش دارند  پاسخ به تنش

ها رابطه  های گياهی با نقش دفاعی آن محل تجمع دیفنسين

ها، غلاف بذر و  ها، گل ها، غده ها در برگ این ژن. مستقيمی دارد

بذرها یافت شده و نقش مهمی در محافظت از بذرهای در حال 

علاوه بر . کند های در حال توسعه بازی می زنی و گياهچه جوانه

های پارانشيمی و  های روزنه، سلول ها و سلول این، آوندها، روزنه

 .  (Lacerda et al. 2014)اند  های سطحی یافت شده سایر بافت

های آلفا و  تحليل ساختار ثانویه، وجود مارپيچ نتایج تجزیه و

ها  های بتا را در ساختار پروتئينی تمام اعضا خانواده دیفنسين رشته

 3تا  1چنين  همرشته بتا و  2تا  2نتایج وجود (. 1شکل )نشان داد 

مطالعات . ها مشخص کرد مارپيچ آلفا را در ساختار این پروتئين

های  های گياهی و دیفنسين اند که، دیفنسين ساختاری نشان داده

سایر موجودات در ساختار خود دارای مارپيچ آلفا و صفحات بتا 

ای بازی  بوده که در پایداری و عملکرد این پپتيدها نقش عمده

 .(Thomma et al. 2002; Nawrot et al. 2014)کنند  می

 5/8تا  1/8نتایج آناليز پارامترهای پروتئينی، جرم مولکولی حدود 

 89/21یداری ، ضریب ناپا51/9تا  9ایزوالکتریک  pHکيلودالتون، 

 GRAVYو  12/09تا  80/29، شاخص آليفاتيک 53/23تا 

را برای اعضای خانواده دیفنسين گياه عدس  113/1تا  -239/1

پپتيدهای دیفنسين داری جرم مولکولی (. 3جدول )مشخص کرد 

بسيار پایينی بوده و این جرم مولکولی پایين باعث تسریع توليد، 

 pHی  محدوده. (Sels et al. 2008)شود  ها می انتقال و عملکرد آن

کم و  ی خاصيت اسيدی دهنده ایزوالکتریک محاسبه شده نشان

علت فراوانی  ها به دیفنسين. خاصيت بازی بالای این پپتيدهاست

ای مانند سيستئين، پپتيدهایی با خاصيت  وجود اسيدهای آمينه

 Castro and Fontes 2005; Pelegrini and Franco)بازی هستند 

به جز )شاخص ناپایداری محاسبه شده برای این پپتيدها . (2005

 51تر از  پایين( هستند 51که بالاتر از  9و  3در مورد دو دیفنسين 

ندگاری این پپتيدها در دهنده ميزان پایداری و ما قرار دارد و نشان

پایداری بالا، فاکتور مهمی برای اثر ضد ميکروبی این . محيط است

شاخص آليفاتيک . (Guruprasad et al. 1990)پپتيدها است 

محاسبه شده برای پپتيدهای خانواده دیفنسين گياه عدس، نشان 

ها در برابر حرارت است  دهنده مقاومت نسبتاً خوب این پروتئين

نسبت بالای اسيدهای آمينه والين، لوسين، و  علت که احتمالاً به

های دی  چنين وجود ساختارهای ثانویه و پل آلانين و هم

ی شاخص آلفاتيک  محدوده. سولفيدی موجود در این پپتيدهاست

تر  تا بيش 11های مختلف متفاوت بوده و از حدود  در پروتئين

 . (Ikai 1980). است 111

 

 

 عملکرد محل تجمع (aa) موقعيت سيگنال پپتيد ORF (bp)طول  (aa)پپتيد طول  پپتيد

Lc-Def 1 03 222 20-1 پاسخ به تنش خارج سلولی 

Lc-Def 2 05 222 20-1 پاسخ به تنش خارج سلولی 

Lc-Def 3 05 222 25-1 پاسخ به تنش خارج سلولی 

Lc-Def 4 02 228 28-1 پاسخ به تنش خارج سلولی 

Lc-Def 5 05 222 25-1 پاسخ به تنش خارج سلولی 

Lc-Def 6 05 222 20-1 پاسخ به تنش خارج سلولی 

Cicer arietinum-Def 02 219 20-1 پاسخ به تنش خارج سلولی 

Medicago truncatula-Def 09 231 29-1 پاسخ به تنش خارج سلولی 

Vigna radiate-Def 1 02 228 25-1 پاسخ به تنش خارج سلولی 

Phaseolus vulgaris-Def D2 87 238 22-1 پاسخ به تنش خارج سلولی 
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 بينی شده در خانواده دیفنسين گياه عدس ساختارهای ثانویه پيش -1شکل 

 

 شيميایی خانواده ژنی دیفنسين گياه عدس و خصوصيات فيزیک -3جدول 

 GRAVY شاخص آليفاتيک شاخص ناپایداری ایزوالکتریک pH جرم مولکولی پپتيد

Lc- Def 1 52/8192 9 12/25 12/02 293/1- 

Lc- Def 2 05/8511 23/0 89/21 89/99 115/1- 

Lc- Def 3 0/8211 51/9 53/23 3/90 302/1- 

Lc- Def 4 23/8290 22/8 03/35 80/29 091/1- 

Lc- Def 5 80/8220 32/9 95/28 12/09 383/1- 

Lc- Def 6 02/8281 15/9 32/59 25/93 022/1- 

Cicer arietinum-Def 22/8101 1/8 99/23 92 199/1- 

Medicago truncatula-Def 02/9189 13/9 29/33 28/91 222/1- 

Vigna radiate-Def 1 12/8059 99/9 59/31 03/29 281/1- 

Phaseolus vulgaris-Def D2 20/8082 30/9 82/51 02/28 115/1 

 

محاسبه شده برای پپتيدهای این خانواده منفی  GRAVYميزان 

در . است که نشان دهنده آبگریزی نسبتاً خوب این پپتيدها است

منفی یا نزدیک به صفر باشند نشان  GRAVYصورتی که مقادیر 

 Kyte and Doolittle)دهنده غير قطبی بودن پپتيد مورد نظر است 

دهد که این پپتيدها قابليت تقابل با  چنين نشان می و هم (1982

های غير قطبی  های قطبی آب و برهمکنش با مولکول مولکول

خصوص در  این به. تشکيل دهنده غشاهای سلولی را دارا هستند

مورد پپتيدهای ضد ميکروبی ضروری است، زیرا یکی از 

ترین مکانيسم ضد ميکروبی این پپتيدها بر همکنش با  مهم

 . (Aerts et al. 2008)ها است  غشاهای سلولی پاتوژن

فراوانی اسيدهای آمينه تشکيل دهنده پپتيدهای نتایج مقایسه 

خانواده دیفنسين گياه عدس نشان داد که اسيدهای آمينه آلانين، 

آرژنين، سيستئين، گلایسين، گلوتاميک اسيد، لوسين، لایزین، فنيل 

ترین و اسيدهای آمينه  ئونين و والين بيش آلانين، سرین، تره

ایزولوسين، پرولين، آسپاراژین، آسپارتيک اسيد، گلوتامين، 

تریپتوفان و تایروزین کمترین فراوانی را بين پپتيدهای این خانواده 

 . ها، پپتيدهایی غنی از سيستئين هستند دیفنسين(. 2شکل )داشتند 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
97

.1
3.

1.
11

.8
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 m
g.

ge
ne

tic
s.

ir
 o

n 
20

26
-0

1-
31

 ]
 

                             7 / 14

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1397.13.1.11.8
https://mg.genetics.ir/article-1-48-fa.html


 و همکاران رضا میردریکوند  ...شناسايی، جداسازی و بررسی خصوصيات خانواده ژنی 

 

 121  1317بهار / 1شماره / سیزدهمدوره / ژنتیک نوین

 

فراوانی اسيدهای آمينه موجود در ساختار پپتيدهای خانواده دیفنسين  -2شکل 

 گياه عدس

های دی سولفيدی  محافظت شده و پلاسيدهای آمينه سيستئين  -3شکل 

 های گياه ها در ساختار دیفنسين تشکيل شده بين آن

 

ها  های دی سولفيد فراوان در ساختار دیفنسين علت تشکيل پل به

ها نقش حياتی دارد، فراوانی بالای اسيد آمينه  که در عملکرد آن

 Hogg 2003; Cools et)ها ضروری است  سيستئين در ساختار آن

al. 2017) . فراوانی بالای اسيدهای آمينه والين، لوسين، و آلانين

علت بالا بودن شاخص آليفاتيک این  در خانواده دیفنسين عدس به

ها در برابر  شان دهنده مقاومت نسبتاً خوب این پروتئينپپتيدها و ن

 . (Ikai 1980)حرارت است 

اسيد آمينه  8در ساختار خود دارای   پپتيدهای بالغ دیفنسين

 Van der Weerden and)سيستئين محافظت شده هستند 

Anderson 2013; Vriens et al. 2014) . اسيدهای آمينه سيستئين

، ساختار (3شکل )پل دی سولفيدی  5محافظت شده با تشکيل 

ای را به پپتيد داده که باعث پایداری آن شده و در برهمکنش  ویژه

 Aerts et)کند  ها نقش حياتی بازی می پپتيد با غشا سلولی پاتوژن

al. 2008 Vriens et al. 2014;) . 

بينی خاصيت ضد ميکروبی خانواده دیفنسين گياه  نتایج پيش

، خاصيت ضد ميکروبی را در CAMPاده از سایت عدس با استف

پس از حذف . تمام پپتيدهای خانواده دیفنسين مشخص کرد

 Supportها، با استفاده از الگوریتم سيگنال پپتيد از دیفنسين

Vector Machine با استفاده از 039/1تر از  با ميزان احتمال بيش ،

، با 013/1تر از  با ميزان احتمال بيش Random Forestالگوریتم 

با تأیيد کامل و  Artificial Neural Networkاستفاده از الگوریتم 

با ميزان احتمال  Discriminant Analysisبا استفاده از الگوریتم 

خاصيت ضدميکروبی تمام پپتيدهای خانواده  223/1تر از  بيش

 (. 5جدول )بينی شد  دیفنسين گياه عدس پيش

 
 گياه عدس  ضد ميکروبی خانواده دیفنسين بينی خاصيت پيش -5جدول 

 SVM RF ANN DA پپتيد

Lc- Def 1 021/1 013/1  223/1 

Lc- Def 2 039/1 9992/1  088/1 

Lc- Def 3 908/1 953/1  1 

Lc- Def 4 820/1 8212/1  815/1 

Lc- Def 5 982/1 8332/1  998/1 

Lc- Def 6 930/1 009/1  982/1 

Cicer arietinum-Def 893/1 2292/1  999/1 
Medicago truncatula-Def 823/1 915/1  952/1 

Vigna radiate-Def 1 029/1 339/1 × 319/1 
Phaseolus vulgaris-Def D2 925/1 091/1  995/1 

SVM ،RF ،ANN  وDA بينی هستند های مختلف پيش الگوریتم . 

 . به معنی تأیيد خاصيت ضد ميکروبی هستند 2/1 ≤احتمالات 

 به معنی تأیيد خاصيت ضد ميکروبی است. 

 

 های خانواده دیفنسين گياه عدس درخت تکاملی رسم شده برای ژن -5شکل 
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نتایج تجزیه و تحليل فيلوژنتيکی نشان داد که خانواده ژنی 

. شوند بندی می دیفنسين گياه عدس در دو گروه کلی تقسيم

و  1عدس در گروه شماره  9و  2، 5، 3های دیفنسين  ژن

شکل )شوند  بندی می تقسيم 2در گروه شماره  2و  1های  دیفنسين

عضو تشکيل  12های گياه آرابيدوپسيس از  خانواده دیفنسين (.5

در . شوند بندی می شده است که در سه گروه مختلف تقسيم

ی وحشی  ونههای گياه عدس و گ درخت فيلوژنتيکی، دیفنسين

شوند  بندی می گياه آرابيدوپسيس تقسيم 2و  1های  عدس در گروه

(. 5شکل )گياه آرابيدوپسيس ندارند  3و هيچ عضوی در گروه 

های برگ،  های خانواده دیفنسين گياه عدس در بافت آناليز بيان ژن

ساقه، گل، بذر نابالغ، ریشه، غلاف بذر و غلاف بذر نابالغ، نشان 

های  ی این خانواده ژنی دارای بيان متفاوتی در بافتداد که اعضا

 Audic and Claverie ،Fisherسه آزمون آماری . مختلف هستند

exact test  وChi-squared 2X2 داری را در بيان  تفاوت معنی

های مختلف نشان  های خانواده دیفنسين گياه عدس بين بافت ژن

ان بيان را در بافت ترین ميز بيش 1دیفنسين (. 9و  2شکل )داد  

های مورد مطالعه بيان قابل توجهی  ریشه داشت و در سایر بافت

بيان بسيار بالایی در غلاف  2از طرف دیگر، دیفنسين . نداشت

های برگ، ساقه، گل، بذر  بذر نابالغ نشان داد و در سایر بافت

 3دیفنسين . نابالغ، ریشه و غلاف بذر نيز بيان قابل توجهی داشت

ین بيان را در بذر نابالغ و غلاف بذر داشت، در ریشه نيز  تر بيش

. ها بيان قابل توجهی نداشت مقداری بيان داشت و در سایر بافت

چنين  بيان بالایی را در در غلاف بذر نابالغ داشت، هم 5دیفنسين 

ها بيان قابل  در گل و ساقه نيز مقداری بيان داشت و در سایر بافت

بيان قابل توجهی را در ریشه،  2نسين دیف. توجهی نشان نداد

ها  غلاف بذر و غلاف بذر نابالغ نشان داد ولی در سایر بافت

بيان  9در نهایت، دیفنسين . ها بيان قابل توجهی نداشت بافت

های  بالایی در بافت ریشه و غلاف بذر نابالغ نشان داد، در بافت

وجهی را در برگ، ساقه و گل نيز مقداری بيان داشت و بيان قابل ت

 .    بذر نابالغ و غلاف بذر نشان نداد

دست آمده از آناليزهای بيوانفورماتيکی، صحت  هبا توجه به نتایج ب

ی ژنی دیفنسين گياه عدس  های جداسازی شده خانواده توالی

ی بعد، برای تأیيد آزمایشگاهی آناليزهای  در مرحله. تأیيد شد

فاده از آغازگرهای با است PCRبيوانفورماتيکی، از واکنش 

ی ژنی دیفنسين گياه عدس برای  خانواده( 1جدول )اختصاصی 

با ایجاد باندهای اختصاصی در  PCRنتایج . تکثير استفاده شد

ی مورد نظر، صحت جداسازی بيوانفورماتيکی را ثابت  محدوده

های مختلفی از  تاکنون توالی کد کننده دیفنسين (.0شکل )کرد 

توالی کد کننده با طول کوتاه، . اند ررسی شدهگياهان جداسازی و ب

های سيستئين محافظت شده،  جرم مولکولی پایين، وجود جایگاه

های دی سولفيدی محافظت شده، وجود سيگنال پپتيد  وجود پل

 Knot1ترشحی، خاصيت ضدميکروبی و وجود دمين عملکردی 

های مشترک  ها از ویژگی Gamma-thioninاز خانواده 

تمامی . (Cools et al. 2017)های گياهی است  دیفنسين

های  ی حاضر بررسی و در دیفنسين ای یاد شده در مطالعهه ویژگی

جداسازی شده از گياه عدس مشاهده شد که خود تأیيدی بر 

 . ها است صحت جداسازی این ژن

زا، این  ها در مقابل عوامل بيماری های دفاعی دیفنسين علت نقش به

پپتيدها پس از توليد و ایجاد ساختارهای ثانویه به خارج از سلول 

شوند تا در خطوط دفاعی اوليه سلول به مبارزه با  ح میترش

وجود سيگنال . های باکتریایی، قارچی و ویروسی بپردازند پاتوژن

ها را به خارج از سلول و محل مبارزه  پپتيد ترشحی که دیفنسين

ها ضروری بوده و وجود این نوع  هدایت کند، در ساختار آن

ی حاضر و سایر  مطالعه ها در سيگنال پپتيد ترشحی در دیفنسين

 . (Sagaram et al. 2012)مطالعات مشخص شده است 

  

های خانواده دیفنسين گياه  نمودار حرارتی مقایسه ميزان بيان ژن -2شکل 

  های مختلف عدس بين بافت
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 های مختلف های خانواده دیفنسين گياه عدس در بافت بررسی بيان ژن -9شکل 

 

 

 

 

 

 
 

، 5دیفنسين  -9، 3دیفنسين  -2، 2دیفنسين  -5، 1دیفنسين  -3واکنش کنترل منفی،  -bp ،2 100نشانگر مولکولی  -PCR .1تصویر الکتروفورزی محصولات  -0شکل 

 .Ef1αژن مرجع  -9و  9دیفنسين  -8، 2دیفنسين  -0

 

ها برای پایداری و عملکرد مناسب در شرایط مختلف،  دیفنسين

. ندهای ویژه در ساختار خود هست ب نيازمند ایجاد پيچ و تا

سولفيدی   های دی چنين پل های بتا و هم های آلفا، رشته مارپيچ

ها  انواعی از این تغييرات ساختاری هستند که در ساختار دیفنسين

شوند تا پپتيد بتواند در محل تجمع خود پایدار مانده و با  ایجاد می

های هدف برهمکنش داشته باشد  بيشترین قابليت با پاتوژن

(Valente et al. 2013; Cools et al. 2017) .های  وجود مارپيچ

های  لفيد در دیفنسينسو  های دی های بتا و پل آلفا، رشته

جداسازی شده در این مطالعه مشخص شد، که خود تأیيد دیگری 

یکی از . بر صحت جداسازی و روش مورد استفاده در مطالعه بود
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هایی که پپتيدهای ضدميکروبی  ترین مکانيسم ترین و عمومی مهم

برند، برهمکنش با غشاهای  کار می ها به برای مقابله با پاتوژن

برای انجام این برهمکنش علاوه بر ساختارهای  .سلولی است

های دیگری نيز هستند که از آن  ها نيازمند ویژگی خاص، دیفنسين

ها  دیفنسين. توان به خاصيت هيدروفوبيک اشاره کرد جمله می

برای برهمکنش با غشاهای سلولی که عمدتاً از اسيدهای چرب به 

آبگریزی دارند اند و به شدن خاصيت  صورت دو لایه تشکيل شده

باید خاصيت آبگریزی خود را افزایش دهند که این مورد را به 

ی افزایش ميزان اسيدهای آمينه آبگریز مانند سيستئين و  وسيله

ميزان اسيدهای آمينه آبگریز . دهند آلانين در ساختار خود انجام می

های جداسازی شده در این مطالعه و  موجود در ساختار دیفنسين

ها تأیيد  محاسبه شده برای آن GRAVYقادیر منفی چنين م هم

 ;Gasteiger et al. 2005)مهمی بر صحت جداسازی است 

Sagaram et al. 2012) . 

ها و سایر پپتيدهای ضد ميکروبی،  خاصيت ضد ميکروبی دیفنسين

علت داشتن پارامترهایی مانند آبگریزی، وجود ساختارهای  به

 ;Zasloff 2002)گيرد  خاص، بار مثبت بالا و غيره صورت می

Cools et al. 2017) . بر اساس این پارامترها، ابزاری در پایگاه

CAMP های محاسباتی  است که با استفاده از الگوریتم ایجاد شده

های مختلف  مختلف، خاصيت ضد ميکروبی را در پروتئين

، CAMPهای ابزار موجود در پایگاه  الگوریتم. کند بينی می پيش

عنوان پپتيد ضد  تئين را بهتنها در صورتی یک پپتيد یا پرو

کنند که یک یا چند پارامتر مشترک ضد  بينی می ميکروبی پيش

بررسی . (Waghu et al. 2014)ميکروبی را داشته باشد 

با  CAMPهای جداسازی شده در این مطالعه در پایگاه  دیفنسين

بينی، خاصيت ضد  الگوریتم پيش 5ميزان احتمال بالایی و توسط 

ها را مشخص کرد و تأیيد نهایی بر صحت  ميکروبی این ژن

 . ها بود جداسازی این ژن

های جداسازی شده از گياه عدس، الگوی  بررسی بيان دیفنسين

های مختلف نشان  ها بين بافت بيان متفاوتی را برای تمام این ژن

،  هایی مانند برگ ها و اندام ها بافت دیفنسين(. 9و  2شکل )داد 

های مختلف گل بيان  و بخش  ، ریشه ، ميوه بذر، غده  بذر، غلاف

 Lay and Anderson 2005; Wong et al. 2007; Cools)شوند  می

et al. 2017) . در گياه آرابيدوپسيس، هر اندامی حداقل یک

ها، دو یا چند دیفنسين را بيان  دیفنسين را بيان کرده و برخی اندام

ها طی رشد و نمو  دیفنسين. (Silverstein et al. 2005)کنند  می

های جداسازی  بررسی بيان دیفنسين. شوند طبيعی گياه بيان می

 9و  2، 2، 1های  شده از گياه عدس نشان داد که دیفنسين

های  بافت(. 9و  2شکل )ميزان بيان را در ریشه داشتند ترین  بيش

ریشه به علت قرار گرفتن در خاک که محل تجمع انواع مختلفی 

یکی از این . هاست، نياز به محافظت بالایی دارند از پاتوژن

هستند که با ميزان توليد   های محافظتی پپتيدهای دیفنسين سيستم

ی از خطوط دفاعی در مقابل عنوان یک های ریشه، به بالا در بافت

های  بررسی بيان دیفنسين. کنند ها عمل می حملات احتمالی پاتوژن

جداسازی شده از گياه عدس همچنين نشان داد که، در برگ تنها 

ی اعضاء این خانواده  بيان شده و فعال است و بقيه 2دیفنسين 

شابه در ساقه، گل و غلاف بذر نابالغ، الگویی م. بيان ناچيزی دارند

طوری  ها مشاهده شد به اما با ميزانی متفاوت از فعاليت دیفنسين

تا حدودی بيان داشته  9و  5، 2های  که در ساقه و گل دیفنسين

ها بيان بالایی نشان دادند  ولی در غلاف بذر نابالغ این دیفنسين

در بذور نابالغ و غلاف بذر، روند مشابهی از بيان (. 9و  2شکل )

در  2و  3، 2های  طوری که،  دیفنسين اهده شد بهها مش دیفنسين

های گياهی  بيشتر دیفنسين. این دو اندام بيان داشته و فعال بودند

اند، از بذور گياهی جداسازی، شناسایی و  که تاکنون مشخص شده

. (Stotz et al. 2009; Cools et al. 2017)اند  بررسی شده

زنی  ی جوانه های گياهی در مرحله محتویات بذر و از جمله جنين

شد، محافظ اوليه خود را از و پس از اینکه پوسته بذر شکافته 

های موجود در آن  دست داده و در معرض خاک و ميکروارگانيسم

درصد  31)ها  ، ميزان بيان دیفنسين در این مرحله. گيرند قرار می

های موجود  افزایش یافته تا جنين را در مقابل پاتوژن( پروتئين کل

که  هایی مثل ميوه و غلاف بذر در اندام. در خاک محافظت کند

عهده  ترین بخش گياه یعنی بذور را به ی محافظت از حياتی وظيفه

ها  دارند، ميزان بيان عوامل ضد ميکروبی و از جمله دیفنسين

ها به این  ی پاتوژن کند تا سدی در مقابل حمله افزایش پيدا می

 .Terras et al. 1995; Stotz et al)های حساس ایجاد کنند  بخش

2009; de Oliveira Carvalho and Gomes 2009) . 

های مختلف،  های گياهی در اندام ای از بيان دیفنسين بخش عمده

گيرد که با توجه به  ها صورت می های سطحی این اندام در سلول
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ها قابل توجيه  ها در محافظت گياه در مقابل پاتوژن نقش دیفنسين

ها با  ها، همچنين با القاپذیری بيان آن این نقش دیفنسين. است

طوری که، بيان برخی  پاتوژنی مشخص شده است بههای  محرک

های پاتوژنی در گياهان نخود، توتون،  ها در آلودگی از دیفنسين

ميزان زیادی افزایش یافته است  آرابيدوپسيس و صنوبر به

(Thomma et al. 2002; Lay and Anderson 2005; de Oliveira 

Carvalho and Gomes 2009) . 

های اخير، توجه به پپتيدهای ضد ميکروبی به دو دليل  در سال

های جدید در محافظت گياهان و تقاضا برای  عمده نياز به روش

طور معنی داری افزایش  ميکروبی جدید در پزشکی بهعوامل ضد 

پپتيدهای ضد ميکروبی طبيعی و مصنوعی به . پيدا کرده است

توانند تقاضای کشاورزی و پزشکی را  عنوان نامزدهای احتمالی می

های مختلف  برای ترکيبات ضد ميکروبی جدید از طریق روش

 Lico et al. 2012; Flavia Cancado)بيوتکنولوژی پاسخ دهند 

Viana et al. 2013; Holaskova et al. 2015) . اولين قدم در این

راه، شناسایی، جداسازی و بررسی این ترکيبات ضد ميکروبی از 

پپتيد ضد  2111تا به حال بيش از منابع مختلف گياهی است و 

چنين هزاران مورد از  و هماست  ميکروبی طبيعی شناسایی شده

است  طور مصنوعی سنتز شده ها مهندسی شده و به مشتقات آن

(Laverty et al. 2011)  . با این وجود هنوز پپتيدهای مختلفی در

امروزه با استفاده از . اند گياهان و دیگر موجودات ناشناخته مانده

یابی نسل بعدی و  های حاصل از توالی و داده ESTهای داده  پایگاه

توان در مدت زمان  چنين کاربرد ابزارهای بيوانفورماتيکی می هم

های  مایشگاهی توالی ژنترین ميزان فعاليت آز بسيار کم و با کم

بيوسنتزی مورد نظر را شناسایی و جداسازی و برای اهداف 

 Dardel and Kepes 2007; Pevsner)مختلفی دستورزی کرد 

2015) . 

در این پژوهش برای اولين بار، با استفاده از ابزارهای 

ی دیفنسين گياه  ژن از خانواده 9ی  کننده کد بيوانفورماتيکی، توالی

های  سپس، خصوصيات ژن. بينی و شناسایی شد عدس پيش

کننده، طول توالی پپتيد، محل  جداسازی شده مانند طول توالی کد

های فيزیکوشيميایی پپتيدی، خاصيت ضد  تجمع سلولی، ویژگی

تفاده در نهایت با اس. ها بررسی شد ميکروبی و الگوی بيان ژن آن

ی هر  کننده و آغازگرهای اختصاصی قطعات کد PCRاز فرآیند 

 . های مورد نظر تکثير شد کدام از ژن

های خانواده دیفنسين با استفاده  کننده ژن در این پژوهش توالی کد

های بيوانفورماتيکی در گونه زراعی گياه عدس شناسایی،  از روش

تکثير و توليد باندهایی در . جداسازی و تعيين خصوصيت شدند

برای اعضای  PCRمحدوده شناسایی شده با استفاده از واکنش 

ن خانواده ژنی دیفنسين گياه عدس، صحت جداسازی و همچني

در . روش بيوانفورماتيکی به کار رفته برای شناسایی را تأیيد کرد

دیفنسين  خانواده های مجموع نتایج این تحقيق نشان داد که، ژن

های گياهی، هم در سطح ژنی و  گياه عدس همانند سایر دیفنسين

. های ساختاری و عملکردی مشابهی دارند هم پروتئينی ویژگی

هایی  های گياه عدس در اندام دیفنسين چنين نشان داد که نتایج هم

چنين در  و هم( مانند خاک)ها دارند  تری با پاتوژن که تماس بيش

بيشتر توليد شده و فعاليت بالاتری ( مانند بذر)های حياتی  اندام

ها، دارای نقش کليدی و مهمی در محافظت از  دیفنسين. دارند

ای احتمالی در ه ها بوده و دارای نقش گياهان در مقابل پاتوژن

های دیفنسين و  با شناسایی ژن. سایر فرآیندهای گياهی هستند

ها به گياهان زراعی،  سایر پپتيدهای ضد ميکروبی و انتقال آن

های مختلف  توان گياهان تراریخت مقاوم نسبت به پاتوژن می

سازی این پپتيدها در  از طرف دیگر، با بيان و خالص. توليد کرد

توان از  بيانی یوکاریوتی و پروکاریوتی، میهای مختلف  سيستم

ها در پزشکی و دامپزشکی به عنوان عوامل ضد ميکروبی جدید  آن

 .    های انسانی و دامی استفاده کرد در مقابله با پاتوژن
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 .دشو بدین ترتيب قدردانی می

 

 

 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
97

.1
3.

1.
11

.8
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 m
g.

ge
ne

tic
s.

ir
 o

n 
20

26
-0

1-
31

 ]
 

                            12 / 14

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1397.13.1.11.8
https://mg.genetics.ir/article-1-48-fa.html


 و همکاران رضا میردریکوند  ...شناسايی، جداسازی و بررسی خصوصيات خانواده ژنی 

 

 1317 بهار/ 1شماره / سیزدهمدوره / ژنتیک نوین 131

 

 
Aerts A, François I, Cammue B, Thevissen K (2008) The 

mode of antifungal action of plant, insect and human 

defensins. Cellular and Molecular Life Sciences 65:2069-

2079. 
Bao R, Huang L, Andrade J, Tan W, Kibbe WA, Jiang H, 

Feng G (2014) Review of current methods, applications, 

and data management for the bioinformatics analysis of 

whole exome sequencing. Cancer Informatics 2:67-83. 
Castro M, Fontes W (2005) Plant defense and 

antimicrobial peptides. Protein and Peptide Letters 12:11-

16. 
Cools TL, Struyfs C, Cammue BP, Thevissen K (2017) 

Antifungal plant defensins: increased insight in their mode 

of action as a basis for their use to combat fungal 

infections. Future Microbiology 12:441-454. 
Dardel F, Kepes F, 2007. Bioinformatics: genomics and 

post-genomics. John Wiley & Sons, United States 252p. 
de Oliveira Carvalho A, Gomes VM (2009) Plant 

defensins—prospects for the biological functions and 

biotechnological properties. Peptides 30:1007-1020. 
Elsbach P (2003) What is the real role of antimicrobial 

polypeptides that can mediate several other inflammatory 

responses? Journal of Clinical Investigation 111:1643. 
Finn RD, Coggill P, Eberhardt RY, Eddy SR, Mistry J, 

Mitchell AL, Potter SC, Punta M, Qureshi M, Sangrador-

Vegas A (2016) The Pfam protein families database: 

towards a more sustainable future. Nucleic Acids Research 

44:D279-D285. 
Flavia Cancado Viana J, Campos Dias S, Luiz Franco O, 

Lacorte C (2013) Heterologous production of peptides in 

plants: Fusion proteins and beyond. Current Protein and 

Peptide Science 14:568-579. 
Gasteiger E, Hoogland C, Gattiker A, Duvaud S e, Wilkins 

M R, Appel R D, Bairoch A, 2005. Protein identification 

and analysis tools on the ExPASy server. Springer. 
Gill R W, Sanseau P (2000) Rapid in silico cloning of 

genes using expressed sequence tags (ESTs). 

Biotechnology Annual Review 5:25-44. 
Guruprasad K, Reddy BB, Pandit MW (1990) Correlation 

between stability of a protein and its dipeptide 

composition: a novel approach for predicting in vivo 

stability of a protein from its primary sequence. Protein 

Engineering, Design and Selection 4:155-161. 
Hogg PJ (2003) Disulfide bonds as switches for protein 

function. Trends in Biochemical Sciences 28:210-214. 
Holaskova E, Galuszka P, Frebort I, Oz M T (2015) 

Antimicrobial peptide production and plant-based 

expression systems for medical and agricultural 

biotechnology. Biotechnology Advances 33: 1005-1023. 
Hoskin DW, Ramamoorthy A (2008) Studies on 

anticancer activities of antimicrobial peptides. Biochimica 

et Biophysica Acta (BBA)-Biomembranes 1778:357-375. 
Ikai A (1980) Thermostability and aliphatic index of 

globular proteins. The Journal of Biochemistry 88:1895-

1898. 
Janssen BJ, Schirra HJ, Lay FT, Anderson MA, Craik DJ 

(2003) Structure of Petunia hybrida defensin 1, a novel 

plant defensin with five disulfide bonds. Biochemistry 

42:8214-8222. 
Jones P, Binns D, Chang HY, Fraser M, Li W, McAnulla 

C, McWilliam H, Maslen J, Mitchell A, Nuka G (2014) 

InterProScan 5: genome-scale protein function 

classification. Bioinformatics 30:1236-1240. 
Kyte J, Doolittle RF (1982) A simple method for 

displaying the hydropathic character of a protein. Journal 

of Molecular Biology 157:105-132. 
Lacerda A F, Vasconcelos É A, Pelegrini PB, de Sa MF G 

(2014) Antifungal defensins and their role in plant defense. 

Frontiers in Microbiology 5:1-10. 
Laverty G, Gorman SP, Gilmore B F (2011) The potential 

of antimicrobial peptides as biocides. International Journal 

of Molecular Sciences 12:6566-6596. 
Lay F, Anderson M (2005) Defensins-components of the 

innate immune system in plants. Current Protein and 

Peptide Science 6:85-101. 
Lico C, Santi L, Twyman RM, Pezzotti M, Avesani L 

(2012) The use of plants for the production of therapeutic 

human peptides. Plant Cell Reports 31:439-451. 
Marchler-Bauer A, Derbyshire M K, Gonzales N R, Lu S, 

Chitsaz F, Geer LY, Geer RC, He J, Gwadz M, Hurwitz 

DI (2014) CDD: NCBI's conserved domain database. 

Nucleic Acids Research 43:D222-D226. 
Muehlbauer FJ, Cho S, Sarker A, McPhee KE, Coyne CJ, 

Rajesh P, Ford R (2006) Application of biotechnology in 

breeding lentil for resistance to biotic and abiotic stress. 

Euphytica 147:149-165. 
Nawrot R, Barylski J, Nowicki G, Broniarczyk J, 

Buchwald W, Goździcka-Józefiak A (2014) Plant 

antimicrobial peptides. Folia Microbiologica 59: 181-196. 
Nielsen H (2017) Predicting Secretory Proteins with 

SignalP. Protein Function Prediction: Methods and 

Protocols: 59-73. 
Parachin N S, Mulder KC, Viana A AB, Dias SC, Franco 

OL (2012) Expression systems for heterologous 

production of antimicrobial peptides. Peptides 38:446-456. 
Pelegrini PB, Franco OL (2005) Plant γ-thionins: novel 

insights on the mechanism of action of a multi-functional 

class of defense proteins. The International Journal of 

Biochemistry and Cell Biology 37:2239-2253. 
Periwal V, Scaria V (2014) Bioinformatics Review. 

Bioinformatics 45:1-9. 
Pevsner J, 2015. Bioinformatics and functional genomics. 

John Wiley and Sons, United States 1160p. 
Sagaram US, Kaur J, Shah D, 2012. Antifungal plant 

defensins: structure-activity relationships, modes of action, 

and biotech applications. Small Wonders: Peptides for 

disease control. ACS Publications. 
Sels J, Mathys J, De Coninck BM, Cammue BP, De Bolle 

M F (2008) Plant pathogenesis-related (PR) proteins: a 

focus on PR peptides. Plant Physiology and Biochemistry 

46:941-950. 
Silverstein KA, Graham MA, Paape TD, VandenBosch K 

A (2005) Genome organization of more than 300 defensin-

like genes in Arabidopsis. Plant Physiology 138:600-610. 

  منابع

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
97

.1
3.

1.
11

.8
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 m
g.

ge
ne

tic
s.

ir
 o

n 
20

26
-0

1-
31

 ]
 

                            13 / 14

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1397.13.1.11.8
https://mg.genetics.ir/article-1-48-fa.html


 و همکاران رضا میردریکوند  ...شناسايی، جداسازی و بررسی خصوصيات خانواده ژنی 

 

 132  1317بهار / 1شماره / سیزدهمدوره / ژنتیک نوین

 

Srivastava R, Vasishtha H (2012) Saponins and lectins of 

Indian chickpeas (Cicer arietinum) and lentils Lens 

culinaris. Indian Journal of Agriculture and Biochemistry 

25:44-47. 
Stotz HU, Thomson J, Wang Y (2009) Plant defensins: 

defense, development and application. Plant Signaling & 

Behavior 4:1010-1012. 
Tamura K, Stecher G, Peterson D, Filipski A, Kumar S 

(2013) MEGA6: molecular evolutionary genetics analysis 

version 6.0. Molecular Biology and Evolution 30:2725-

2729. 
Terras FR, Eggermont K, Kovaleva V, Raikhel NV, 

Osborn RW, Kester A, Rees SB, Torrekens S, Van Leuven 

F, Vanderleyden J (1995) Small cysteine-rich antifungal 

proteins from radish: their role in host defense. The Plant 

Cell 7:573-588. 
Thomma BP, Cammue BP, Thevissen K (2002) Plant 

defensins. Planta 216:193-202. 
Valente AP, de Paula VS, Almeida FC (2013) Revealing 

the properties of plant defensins through dynamics. 

Molecules 18:11311-11326. 
Van der Weerden NL, Anderson MA (2013) Plant 

defensins: common fold, multiple functions. Fungal 
Biology Reviews 26:121-131. 
Vriens K, Cammue B, Thevissen K (2014) Antifungal 

plant defensins: mechanisms of action and production. 

Molecules 19:12280-12303. 

Waghu FH, Gopi L, Barai RS, Ramteke P, Nizami B, 

Idicula-Thomas S (2014) CAMP: Collection of sequences 

and structures of antimicrobial peptides. Nucleic Acids 

Research 42:D1154-D1158. 
Wong JH, Xia L, Ng T (2007) A review of defensins of 

diverse origins. Current Protein and Peptide Science 

8:446-459. 
Yadav SS, McNeil DL, Stevenson PC, 2007.Lentil: An 

ancient crop for modern times. Springer Netherlands, 

Netherlands 461p. 
Yu CS, Cheng CW, Su WC, Chang KC, Huang SW, 

Hwang JK, Lu CH (2014) CELLO2GO: a web server for 

protein subCELlular LOcalization prediction with 

functional gene ontology annotation. PLoS One 9: e99368. 
Zasloff M (2002) Antimicrobial peptides of multicellular 

organisms. Nature 415:389-395. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
97

.1
3.

1.
11

.8
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 m
g.

ge
ne

tic
s.

ir
 o

n 
20

26
-0

1-
31

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            14 / 14

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1397.13.1.11.8
https://mg.genetics.ir/article-1-48-fa.html
http://www.tcpdf.org

