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گاه زندگیم، چشمان سبز مادرم   به سبزترین ن

 

همیشگی و پشتوانه زندگیم، همسر عزیزم که 
 نشانه لطف الهی در زندگی من است به  همراه 

 .کران مهربانیتان را سپاس نتوانم بگویمای از دریای بیکه هرچه آموختم در مکتب عشق شما آموختم و هر چه بکوشم قطره

 بوسه بر دستان پر مهرتان
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 سپاسگزاری 

ای فضلش را هیچ کران نیست و اگر در این وادی هستیم، همه همتا را که لطفش برما عیان است، ادای شکرش را هیچ زبان و دریحمد و سپاس یکتای بی

 .محبت اوست

دانم تا مراتب سپاس را از بزرگوارانی به جا آورم که اگر دست یاریگرشان نبود هرگز ها، مثمر ثمر واقع شد بر خود لازم میاینک که حاصل همه تلاش

 .رسیدنامه به انجام نمیاین پایان

کاری و نقطه نظرات استاد بزرگوار، خانم دکتر مهدیه پارساییان که همواره آسمان صبر و دشت علمکران از مساع سپاس بی  شان فرا راه تلاشم ی، هم

شت ایشان بسیاری از سختیهای بیبودند و با راهنمایی  .ها برایم آسان نمودندچشمدا

های قای دکتر ناصر فرخی که در طول مدت انجام این پژوهش با راهنماییسپاس فراوان از اساتید بزرگوار، جناب آقای دکتر محمود تورچی و جناب آ

ر شایسته کاندا یت این پایانعالمانه و بجایشان، س اند به پاس عاطفه سرشار و گرمای امید بخش وجودشان که در این سردترین روزگاران نامه بودهای در هدا

 .بهترین پشتیبانان هستند

 .دار شدندرا عهده داوری پایان نامه اینجانب  که جناب آقای دکتر شاهرخ قرنجیک   فراوان از  هیئت داوری  پاسس 

ق بیو سپاس از مهربان است و هر لحظه وجودم ریای سخاوت بودهترین همراهان زندگیم، پدر و مادر و همسر عزیزم که حضورشان در فضای زندگیم مصدا

 .ندکن سار پر از عشق چشمانشان سیراب میرا از چشمه

 .از سرکار خانم مهندس سهیلا محمدی به خاطر همراهی در آزمایشگاه نهایت تشکر را دارم
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ها پس از ای از رشد است که گیاهان سویا مدتسویا نوع ویژهبندی ضه ناهنجاری غلافعار: چکیده

-ها و دمبرگهای سبز و حتی برخی اوقات برگساقه. مانندسبز باقی میهمچنان ها، غلافرسیدگی 

متعددی در زمان برداشت ایجاد کنند و ممکن است منجر به کاهش  شکلاتتواند مهای سبز می

پروفایل مقایسه  ،سویا در رقم کتولبندی ناهنجاری غلافبه منظور بررسی علل تظاهر . دعملکرد شون

رشد  در مرحله ریشههای برای این منظور نمونه. گرفت انجام لاهای گیاهان سالم و مبتبیان پروتئین

ل ژ. نداستخراج شدبافر فسفات  به روش پیمایشی انتخاب شدند و پروتئین آنها به روش R6 رویشی

 IFلکه بر اساس شاخص  31: پذیر شد لکه پروتئینی تکرار 921منجر به ظهور الکتروفورز دو بعدی 

لکه پروتئینی در سطح  t ،99دار بودند که با انجام آزمون، دارای تغییرات بیان معنی(فاکتور القا)

انتقال سیگنال، تقسیط ها در تولید انرژی، متابولیسم، یشتر این پروتئینب. دار گردیدمعنی% 5احتمال 

 لاتما در پاسخ به این عارضه، پروتئین گلوتامات دهیدروژناز، .ها شرکت دارندسازی پروتئینو ذخیره

های و همچنین پروتئین ، like protein-3-3-14ای،ساقه کیلو دالتونی39دهیدروژناز، گلیکوپروتئین 

Ros  و سم زدایی شاملGermin like protein  وThioredoxin  و یک پروتئین ناشناخته، همگی

-تغییر بیان برخی پروتئینلا دهد که احتمابه طور کلی، این نتایج نشان می. کاهش بیان نشان دادند

بندی سویا داشته ناهنجاری غلافگیاهان ممکن است نقش مهمی در تظاهر  ریشههای اختصاصی در 

 .باشد

 

  پروتئومیکس سویا، ناهنجاری غلاف بندی سویا،: یکلید کلمات
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 مقدمه

رسد که با و به نظر می میلیارد نفر بود 6/7ر حدود د میلادی 2097جمعیت جهان در سال 

ای از از مرز نه میلیارد نفر خواهد گذشت که بخش عمده 2050هان در سال جمعیت جرشد  این روند

شود سطوح پیش بینی می. افتداین افزایش جمعیت در کشورهای فقیر و در حال توسعه اتفاق می

به مساحت  9160هکتار در سال 15/0کشاورزی دنیا از متوسط  لاتقابل کشت برای محصو

در  (.Alexandratos & Bruinsma, 2012) کاهش پیدا کند 2050هکتار برای هر نفر در سال 98/0

های گیاهی با توجه به افزایش جمعیت کشور و نیز تغییر الگوی غذایی مردم در ایران، مصرف روغن

گردد و درصد روغن مورد نیاز از خارج کشور وارد می 10در حال حاضر بالغ بر . تحال افزایش اس

های روغنی جانبی دانه لاتدرآمد کشور به خرید روغن و محصوهمه ساله سهم قابل توجهی از 

های روغنی در کشور ضروری به نظر ریزی برای افزایش تولید دانهیابد، بنابراین برنامهاختصاص می

رود کمبودها از های حیوانی انتظار میاز طرف دیگر، به دلیل پر هزینه بودن تولید پروتئین. رسدمی

های گیاهی تامین شود و با توجه به جایگاه ارزشمند سویا، اهمیت تحقیقات روتئینطریق استفاده از پ

 . (9382برزعلی،  )کشور به خوبی روشن است  موثر بر افزایش تولید سویا درروی عوامل 

 روغنی های از دانه و آسانانپروانه از خانواده یک ساله دولپه، گیاهی (.Glycine max L)سویا 

 دانه پنج از زمره یکی در قدیم از و دارد و صنعت در کشاورزی زیادی رد استفادهامو باشد که می مهم

جایگاه ارزشمند این محصول  (.9372لطیفی، ) آمد به شمار می (سویا و برنج ارزن، جو، گندم،) مقدس

-مل میدرصد از وزن دانه را شا 10و  20ترتیب است که به غن زیاد و پروتئین فراوان دانه به دلیل رو

استان گلستان به دلیل شرایط مناسب اقلیمی و خاک حاصلخیز، از دیر باز  (.9380خوانقواه، )گردد 

 از مناطق مهم ،هزار هکتار 60های روغنی بوده است و با سطح زیر کشت حدود مستعد کشت دانه

تان توجه به اهمیت موضوع و جایگاه کشت سویا در اس با. شودشت سویا در کشور محسوب میک
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اصلاح نباتات سنتی و های استفاده از روشگلستان بررسی عوامل کاهش دهنده عملکرد ارقام سویا و 

 . رسدهای جدید بیوتکنولوژی جهت افزایش کیفی و کمی عملکرد آن ضروری به نظر میمعرفی شیوه

. ندگردکنند و منجر به کاهش عملکرد آن میخسارت وارد می عوامل متعددی به محصول سویا

زای مهم به این محصول استراتژیک غلاف بندی سویا از عوامل خسارت بین این عوامل ناهنجاریدر 

ها و با ظهور حالات مختلفی از جمله رشد علفی، کوتولگی، ریزش شدید گل این ناهنجاری. است

تشکیل  ها، عدمهای غیر طبیعی، کوتاه شدن فاصله میانگرهها و غلافها، تشکیل و تجمع گلغلاف

های متفاوتی از جمله آگرونومیکی فرضیه(. 9367چراغعلی، )دانه در غلاف و نظایر آن همراه است 

(Leonard et al., 2011)،  فرضیه اقلیمی(Wiebold, 2010)، ها بیولوژیکی مانند آفات و بیماری

(Giesler et al., 2002)،  فیزیولوژیکی(Morrison, 2009 ؛ Holshouser, 2009 ) ژنتیکی و(Leonard 

et al., 2011 )به هر حال، ناهنجاری غلاف بندی. شنهاد شده استپی در رابطه با تظاهر این ناهنجاری 

های مختلف در های مختلف و تغییرات بیان پروتئینسویای سبز در اثر واکنش گیاه نسبت به فاکتور

های ز راهکارهای تشخیص پروتئینیکی ا سویا بنابراین، بررسی پروتئوم گیاه. یابدگیاه تظاهر می

پروتئومیک ابزار قدرتمندی برای مطالعه تغییرات . باشددر سطح مولکولی می فرآیند درگیر در این

این رهیافت با شناسایی . های زیستی و غیر زیستی استهای مختلف در پاسخ به تنشبیان پروتئین

های کار پروتئینکند تا سازویلیکی کمک مهای فیزیولوژیکی و متابوفرآیندهای درگیر در پروتئین

-ها در سطح مولکولی مورد بررسی قرار گیرد و درک بهتری از پاسخ گیاه به تنشفرآینددر این درگیر 

های اخیر از رهیافت پروتئومیک در سال(. Xing et al., 2002)های زیستی و غیر زیستی حاصل شود 

های زیستی و غیر زیستی استفاده شده است ایط تنشها در شربرای بررسی بیان متمایز پروتئین

(Toorchi et al., 2009 .)ها های پروتئومیک نقش مهمی در تشخیص انواع بیماریاز طرفی، بررسی

های مختلف های زیادی برای شناسایی و رده بندی پروتئینبا ظهور فناوری پروتئومیک، تلاش. دارد

پروتئومیک دریچه جدیدی را برای شناسایی تغییرات روی داده  آنالیزهای. ها صورت گرفته استاندام
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یکی از اهداف اصلی پروتئومیک، کشف بیومارکرهای مرتبط . در روند بیماری به روی ما گشوده است

 (. 9310عضدی و دلیلان، )های زیستی و غیر زیستی است با تنش

 سویا -9-9

گیاهی است ، کروموزم 2n= 2x= 40و دارای  .Glycine max L یا لوبیا روغنی با نام علمی سویا

. شودشود و اغلب نبات معجزه آسا نامیده میاش کشت میدانهبرداشت که در اکثر نقاط دنیا به خاطر 

 منچوری، چین و ژاپن است و از یک گونه وحشی به نام اطقمنو ای روغنی بومی آسیا هسویا از دانه

Glycine Ussuriensis  مشتق شده است(Hymowitz & Singh, 1987 .) سویا اسامی فارسی

 (.9367کریمی و رنجبر، )دارد  لاو خرس باقلا مختلفی مانند سوژا، لوبیا چینی، لوبیا روغنی، پشم باق

در آمریکا و برزیل شناخته  9882و  9801این دانه روغنی در قرن هفدهم در اروپا و در سال های 

تلفی از سویا از آلمان وارد کشور ایران شد و در بنگاه انواع مخ 9391و  9398های طی سال. شد

ها، به علت عدم علی رغم عملکرد خوب آن در کلیه آزمایش. نباتات مورد آزمایش قرار گرفتلاح اص

اما اولین بار گروه صنعتی بهشهر با وارد کردن ارقام سویا  .وجود بازار فروش مناسب، توسعه پیدا نکرد

. (9383پور، خواجه(کشت و کار آن را جهت مصارف صنعتی آغاز نمود  10ه از آمریکا در اوایل ده

با وارد کردن بذر آن به ایران در مناطقی مانند  9312زراعت سویا به عنوان دانه روغنی از حدود سال 

های روغنی در برخی دیگر از نقاط مازندران آغاز و متعاقب آن کشت سویا توسط شرکت سهامی دانه

کشت دوم آن در ایران بعد . شودکشت سویا هم در بهار و هم در تابستان انجام می . شد کشور معمول

شود و بدین لحاظ نیاز به اختصاص انجام میلا زمینی، کاهو و باقچون گندم، جو، سیب لاتیاز محصو

مهمترین مناطق کشت سویا در کشور استانهای مازندران، گلستان، . زمینی خاص برای کشت ندارد

 (.9378احمدی، )ستان و دشت مغان است لر
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سویا گیاهی خودگشن و گرما دوست است که در طول رشد به نور و گرمای فراوان نیاز دارد و به 

سویا گیاهی روز کوتاه است که نسبت به سایر گیاهان به طول روز . خشکی و شوری حساس است

 .باشد و دارای دو تیپ رشد محدود و نامحدود استتر میحساس

 تولید سویا در ایران و جهان -9-2

باشد ولی امروزه تولید سویا در ایالات متحده آمریکا بیش از اگرچه منشاء اصلی سویا آسیا می

و  بعد از آن کشورهای برزیل، آرژانتین و  ی درصد تولید جهان 2/19 ا آمریک 2001در سال . آسیا است

سطح . ترین کشورهای تولید کننده سویا قرار دارنددرصد در رده مهم 5/6و  91، 6/25چین به ترتیب 

 68826هزار تن بود که  1/207هکتار با تولید  81081برابر  9388زیر کشت سویا در ایران در سال 

 51678به میزان  9388سویا در استان گلستان در سال . باشدهکتار دیم می 95258هکتار آن آبی و 

سطح . شوداز سطح زیر کشت کل سویا کشور را شامل میدرصد  65این سطح . هکتار کشت گردید

 2173تن و متوسط عملکرد  922678هکتار با تولید  11600 گلستان کشت سویا آبی در استان

 9503تن و متوسط عملکرد  06/7633هکتار با تولید  5078کیلوگرم در هکتار و سطح کشت دیم 

درصد از اراضی زیر  10یایی این محصول، بیش از از نظر پراکنش جغراف .کیلوگرم در هکتار بوده است

 (.9381آمارنامه وزارت جهاد کشاورزی، . ) های مازندران و گلستان قرار داردکشت سویا در استان

تن و بازده 911981هکتار با تولید  63582براساس آخرین آمار فائو، سطح زیر کشت سویا در ایران 

 . (FAOSTAT, 2016)باشد کیلوگرم در هکتار می 6/2101

 مراحل رشد سویا -9-3

و ( E) به دو بخش مجزای رویشی فهر بندیمراحل رشد گیاه سویا بر اساس سیستم مرحله

 Vc ،(سبز شدن)Ve  مراحل رویشی شامل.  (Fehr & Caviness, 1980)شودتقسیم می( R)زایشی 

سته به واریته و شرایط محیطی و ب باشدمی Vnتا  (دومین گره)V2 و ( اولین گره) V1 ،(کوتیلدونی)
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شروع غلاف )R3 ، (گلدهی کامل)R2 ، (آغاز گلدهی) R1مراحل زایشی شامل  .متغیر خواهد بود

 R8 و ( آغازرسیدگی) R7 ،(کامل بندیدانه) R6 ،(بندیشروع دانه) R5 ،(دهی کاملغلاف) R4، (بندی

زمانی  ،شروع هر مرحله. باشدیر میمتغته به ژنوتیپ، طول روز و دما بسکه  باشدمی (رسیدگی کامل)

ها در آن درصد بوته 75ها در آن مرحله باشند و پایان آن زمانی است که درصد بوته 25است که 

 (.Fehr & Caviness 1980)مرحله قرار داشته باشند 

 ارقام سویا -9-1

ارقام . ات قرار دادای، روغنی و حبوبگروه علوفه 3مصرف در نوعتوان از لحاظ ارقام سویا را می

های ظریف و شاخ و برگ زیادتری در ای دارای دانه کوچک به رنگ سبز مایل به سیاه، ساقهعلوفه

-ارقامی که به مصرف خوراکی می. رنگ دانه در ارقام روغنی زرد است. باشدمقایسه با ارقام روغنی می

تیپ تقسیم  91های رسیدگی به نظر گروه ارقام سویا از. باشندای میای به رنگ قهوهرسند، دارای دانه

، 9، 0، 00 دهند که عبارتند ازها یک کد را نسبت میشوند و به هر یک از این تیپبندی می

ارقام . گیرندقرار می 92ترین آنها در تیپ  و دیررس 00ترین ارقام در تیپ زودرس که 92،......،2

 7تا  2در ایران از ارقام . شوندی شمال کشت میدیررس در نواحی استوایی و ارقام زودرس در نواح

توان آنها را در تمام نقاط دنیا با توجه به دامنه گسترده رسیدگی در ارقام سویا، می. شوداستفاده می

 . کشت نمود

 اهمیت سویا -9-5

 ااهمیت اقتصادی سوی -9-5-9

عمده یعنی برای دانه،  ولی اصولاً سه بازار. مسئله اقتصاد صنعت سویا بسیار پیچیده است  

روغن موجود در دانه سویا و همچنین و با توجه به میزان بالای پروتئین . روغن و کنجاله موجود است

های خوراکی مورد مصرف انسان و ای از تولید روغنعملکرد مناسب آن در واحد سطح که بخش عمده
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فرجی ) دگردتر میگیاه مهم روشن دهد و همچنین کاربردهای متنوع آن اهمیت ایندام را تشکیل می

 .(9319 ،همکارانو 

 ااهمیت غذایی سوی -9-5-2

-در بسیاری از کشورهای جهان سویا را به منظور روغن، پروتئین گیاهی و علوفه کشت می    

کنجاله سویا، آرد شود شامل های پروتئینی سویا که به بازار عرضه میانواع فرآورده. (9-9جدول) کنند

درصد کنجاله مصرفی جهان را  60کنجاله سویا امروزه حدود . هستند تئین سویا پرو و کنسانترهسویا، 

کنجاله بدون چربی سویا برای انسان و حیوان یک غذای پروتئینی محسوب چرا که شود  شامل می

ده های اخیر بیش از تقاضا برای روغن سویا بوشود، به نحوی که تقاضا برای کنجاله سویا در سالمی

ناصری،  ؛لطیفی)افزایش در تولید کنجاله سویا به دلیل قیمت مناسب و سهولت تهیه آن است . است

های پروتئین سویا به دلیل خاصیت ژلاتینی و پایداری خواص کنسانتره و ایزولات(. 9370و9375

. شوده میهای گوشتی استفادامولسیون به عنوان جانشین مواد جامد شیر بدون چربی در تهیه فرآورده

مینه اسید آ 8که دارای بطوریاست باشد که فراهم کننده پروتئین کامل سویا از معدود نباتاتی می

کریمی، ) است انسانبرای سلامتی آلانین و والین از جمله ایزولوسین، لوسین، لیزین، فنیلضروری 

مواد غذایی قابل هضم، ی آن غنی از و دانه استولوژیک زیاد پروتئین سویا دارای ارزش بی. (9368

های کنسانتره پروتئین سویا را به فرم(. 9370ناصری، )های مختلف است  کلسیم زیاد، آهن و ویتامین

مختلف جهت تهیه بعضی از محصولات گوشتی و همچنین نوعی بافت در افزایش حجم گوشت بکار 

 (.9319، و همکارانفرجی ) برندمی
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 (9371آلیاری، )هنده دانه سویا درصد و مواد تشکیل د: 9-9جدول 

 (درصد)ماده تشکیل دهنده                                   مقدار 

 35 -15پروتئین                                                

 96 -21                                           روغن        

 8                   پوسته                               

 91 -21                                های کربن  هیدرات

 36                                ( مواد معدنی)خاکستر                  

 7 -99رطوبت                                              

 

 ناهنجاری غلاف بندی سویا  تاریخچه -9-6

در مزارع استان مازندران قدیم  9361در ایران ابتدا در سال  لاف بندی سویاناهنجاری غ

هکتار و به خصوص در مزارع کشت تابستانه واریته  700در سطح حدود ( گلستان و مازندران فعلی)

یی از استان هاهمه ساله در استان گلستان و در قسمت(. 9389علوی، )مشاهده گردید  3گرگان 

در . گرددمبتلا می ناهنجاری غلاف بندی سویاهزار هکتار از مزارع سویا به  8تا  1 مازندران بیش از

اولین بار در کانزاس در ( تر سندروم سویای سبزنوع خفیف)های خارجی، سندروم ساقه سبز کشور

گزارش شده است و تا قبل از یک دهه پیش بیشتر کشاورزان و محققین با این سندروم  9117سال 

ای در همه مناطق سویا کاری گسترش یافته است دند ولی در حال حاضر به طور گستردهآشنا نبو

(Morrison, 2009 .)دهدسویای سبز در سرتاسر ایالت متحده هر ساله رخ می ناهنجاری غلاف بندی .

در ویرجینیا بیشتر از مناطق دیگر بود و خسارت قابل  ناهنجاریاین  2008به عنوان مثال، در سال 

ی هادر قسمت ناهنجاریدر برزیل این (. Holshouser, 2009)ای را بر جای گذاشته است حظهملا

بر تشابه  درصدی محصول شده است و بنا 60تا  10شمالی شیوع پیدا کرده است و منجر به کاهش 
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 ؛ Zimmerman, 2010)نام آن با بیماری جنون گاوی، روشی برای مبارزه با آن پیشنهاد نشده است 

Stewart, 2010  .) هم اکنون در ایالات متحده این سندروم به مناطق معتدل جنوبی نیز گسترش

(. Dawely, 2010)کندیافته است و خسارت قابل توجه و جبران ناپذیری را به کشاورزان تحمیل می

علائم مشابهی را در مناطق وسیع سویا کاری هندوستان ( Jadhav et al., 2013)جادها و همکاران 

 . گزارش کردند

 پروتئومیک -9-7

و  9اصطلاح پروتئوم 9110، در دهه (Wilkins et al., 1996)اولین بار ویلکینز و همکاران 

پروتئومیک علم مطالعه . است omics–های پروتئومیک را مطرح کردند، که بازتابی از دیگر رویکرد

های بین ماهیت، فعالیت و واکنش های سلول، بافت یا کل موجود زنده جهت شناساییالگوی پروتئین

دقت و حساسیت این روش مبتنی بر استفاده از الکتروفورز دو بعدی، تجزیه کمی لکه. سلولی است

. یابی یا طیف سنجی جرمی استی توالیها بوسیلهگذاری و شناسایی پروتئینهای پروتئینی، لکه

باشد و ای پروتئومیک میدو بعدی، ابزار پایه ها با استفاده از الکتروفورزتفکیک و جدا سازی پروتئین

میزان اطلاعات مربوط به  (Chen et al., 2002).زمان تفکیک شوند هم هادهد تا پروتئیناجازه می

اند، به سرعت در حال گسترش هایی که از طریق الکتروفورز ژل دو بعدی شناسایی شدهبیان پروتئین

کند زیرا ها ایفا میمیک نقش محوری را در بیولوژی سیستمپروتئو (Parker et al., 2006).است 

ها در مراحل از آنجایی که بیان ژن. کندرا تکمیل می 3و متابولوم 2تجزیه و تحلیل ترانسکریپتوم

به  mRNAهای یک سلول از روی مقادیر روتئینپیشگویی میزان پ نشوند بنابرایمختلفی تنظیم می

                                                           

1- Proteome 

      2- Transcriptome 

      3- Metabolome 
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رسایی پیام هایی که در تراهمچنین تجمع پروتئین. دشواری است کارادر های نویژه در مورد پروتئین

             (.Huck, 2004)شوند درگیر هستند، دستخوش تغییرات پس از رونویسی و پس از ترجمه می

-های مختلف در پاسخ به تنشی تغییرات بیان پروتئینپروتئومیک رهیافت قدرتمندی برای مطالعه

امروزه با توجه به پیشرفت روز افزون زیست  (Xing et al., 2002).یرزیستی است های زیستی و غ

نیز بوجود  2و متابولومیک9کریپتومیکفناوری علاوه بر ژنومیک و پروتئومیک علوم دیگری نظیر ترانس

با تکمیل پروژه ژنوم انسان مشخص شد که مکانیسم   (Rabilloud and Chevalet, 2002).آمده است

رفتار سلولی و . ها پیشگویی کردتوان از روی توالی ژنها در شرایط مختلف را نمیی رفتار سلولمولکول

در واقع برای ارتباط ژنوم با . هاستشود، به عهده پروتئینهایی که در سلول انجام میتمام فعالیت

ه در یک سلول در هایی کبه کلیه پروتئین. های سلولی را شناسایی کردها باید پروتئینرفتار سلول

شود و این پروتئوم است که فاصله بین شوند، پروتئوم آن سلول گفته مییک زمان مشخص بیان می

توان یک برخلاف ژنوم برای هر موجود زنده نمی. کندژنوم و مکانیسم مولکولی، رفتار سلولی را پر می

ها علاوه بر یعنی سلول. اندوتهای مختلف با یکدیگر متفاپروتئوم سلول. پروتئوم واحد تعریف کرد

های اختصاصی شوند، دارای یکسری پروتئینها بیان میهای ضروری که در همه انواع سلولپروتئین

با این حال . ها تعریف نموداز این رو بهتر است پروتئوم را برای هر یک از انواع سلول. نیز هستند

هایی که در برابر شرایط مختلف محیطی و پیامسلول  .پروتئوم یک نوع سلول نیز همیشه ثابت نیست

به عبارت دیگر هر سلول . کندهای مختلفی را بیان میکند، پروتئینهای اطراف دریافت میاز سلول

بنابراین برای شناسایی سازوکارهای مولکولی رفتار . های متفاوتی داردتحت شرایط مختلف پروتئوم

شود، تغییرات آنها در هایی که در یک سلول بیان میروتئینهای زیستی، لازم است پسلولی و واکنش

های مختلف در یک سلول بررسی های بین پروتئینکنشختلف، عملکرد آنها و همچنین برهمشرایط م

                                                           

      1- Transcriptomic 

      2- Metabolomic 
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نقشه برداری . شودها، نقشه برداری پروتئوم یا پروتئومیک اطلاق میبه مجموعه این بررسی. شوند

به  DNAتوان همانند ها را نمیبه سادگی مطالعه ژنوم نیست، زیرا پروتئینپروتئوم یا مطالعه پروتئوم 

9ه روشی مشاب
PCR ای های ویژهی پروتئوم باید از ابزار و روشبنابراین برای مطالعه. تکثیر نمود

هایی که در یک سلول در یک شرایط مشخص بیان در پروتئومیک نه تنها کلیه پروتئین. استفاده نمود

هایی که پس از های مختلف، آرایشکنش بین پروتئینبلکه عملکرد و رفتار آنها، برهم ،شوندمی

گیرد شود و نیمه عمر آنها در سلول نیز مورد بررسی قرار میها ایجاد میترجمه بر روی پروتئین

.(Rabilloud and Chevalet, 2002)                                  

-شناسایی پروتئین )های در حال بیان در سلول تعیین کلیه پروتئینه بخش در واقع پروتئومیک از س

و پی ...( حالت استراحت، رشد، تمایز، بیماری، تاثیر دارو و ) های سلول تحت یک شرایط معین مانند 

ها در سلول به صورت منفرد پروتئین) های بین مولکولی ، تعیین برهم کنش(هابردن به عملکرد آن

( کنندهای دیگر و برهم کنش با آنها اعمال میکنند و اغلب تاثیر خود را با همکاری پروتئینعمل نمی

های مختلفی مانند گلیگوزیله ها پس از ترجمه متحمل آرایشاغلب پروتئین)و تغییرات پس از ترجمه 

عملکرد ها بر فعالیت و این آرایش. شوندمی... شدن، استیله شدن، فسفریله شدن و  شدن، متیله

 .شودتشکیل می (گذاردها، همچنین ساختار فضایی، پایداری و نیمه عمر آنها تاثیر میپروتئین

گردد که در آن زمان محققان قصد ایجاد پایگاه بر می 9170بداع روش پروتئومیک به اواخر دهه ا 

این امر زمینه (. O’Farrell 1975) داشتند 2با استفاده از روش الکتروفورز دو بعدی های پروتئینداده

 .های بیان شده را بوجود آوردعاتی تمام پروتئینلاهای ژل دو بعدی برای تهیه بانک اطاستفاده از لکه

و ای های لولهدر ژل 3(IEF)با ادغام دو روش ایزوالکتریک فوکوسینگ  (O’Farrell 1975) وفارلا

                                                           

1-Polymerase Chain Reaction 

2- Two dimensional gel electrophoresis (2-DE) 

3- Isoelectric focusing (IEF) 
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SDS- PAGE
های برای جداسازی ترکیب( DE-2) گذار فناوری نوین الکتروفورز دو بعدیپایه، 9

-SDS)دوم  بر اساس بار و در بعد( IEF)اول  ها در بعدبا این روش پروتئین. پیچیده پروتئینی بود

PAGE )شوندبر اساس جرم مولکولی جداسازی می. 

 اهداف تحقیق

 ی سویایها در بافت ریشههدف از انجام این پژوهش تحلیل تغییرات سلولی در سطح پروتئین

مورد بررسی قرار  های مطروح شدهفرضیه باشد تامی 2سالم و سویای دارای ناهنجاری غلاف بندی

ته گیری این عارضه پرداخکاندیدای دخیل در سطح مولکولی و شکل و به امکان سنجی تعیین گیرد

 ها با عارضهها و ارتباط منطقی آنمتاثر از این عارضه، نقش آنهای احتمالی با شناسایی پروتئین. شود

 . مورد بررسی بیشتر قرار خواهد گرفت در مطالعات آتی

                                                           

1-  Sodium dodecyl solfat polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

2- Green Soybean Syndrome 



‌
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 سویا های مختلف تظاهر عارضه ناهنجاری غلاف بندیشکل -2-9

 : یابد که عبارتند از های متفاوتی تظاهر میعارضه ناهنجاری غلاف بندی سویا به شکل

مانند و در ها به طور کلی سبز باقی میها و ساقهها، دمبرگه برگهای گیاهی از جملتمام قسمت( 9

در . گرددهایی که غالبا عقیم هستند تشکیل میهای گل بصورت دستههای جانبی غنچهقسمت جوانه

شدیدترین وضعیت تظاهر این طوری که این حالت ه این گونه مزارع محصولی قابل برداشت نیست ب

 .عارضه است

 گردنداند به غلاف تبدیل میای تشکیل شدههایی که بصورت دستهاوقات درصدی از گلدر برخی ( 2

ها ها، دمبرگهای گیاهی از جمله برگشوند و تمام قسمتها سبز و عقیم میای که این غلافبه گونه

ین این حالت نیز مشابه بالا شدیدترین وضعیت تظاهر ا. مانندها به طور کامل سبز باقی میو ساقه

 .عارضه است و در این گونه مزارع نیز محصولی قابل برداشت نیست

شوند ها به غلاف تبدیل میدر برخی شرایط همان گونه که در بالا نیز به آن اشاره شد، برخی از گل( 3

-ها سبز باقی میها و دمبرگها، برگرسند اما ساقهها به رسیدگی فیزیولوژیکی میو نهایتا این غلاف

محصول این . تر عارضه اختلال در ناهنجاری غلاف بندی سویا استوضعیت حالت خفیفاین  .مانند

 .های زراعی قابل برداشت استگونه مزارع با اعمال برخی مدیریت

های سبز های بالغ مذکور در حالت سوم در روی ساقهدر حالت چهارم، تحت شرایط خاصی غلاف( 1

تر عارضه این وضعیت حالت خفیف. شوندت تشکیل میها ریزش کرده اسکه برگ و دمبرگ آن

مشهور  9و نیز تاخیر در رسیدگی ساقه ناهنجاری غلاف بندی سویا است که به سندروم ساقه سبز

همچنین لازم به . های زراعی قابل برداشت استمحصول این گونه مزارع با اعمال برخی مدیریت. است

ها به هر دلیلی برداشت محصول به تاخیر بیافتد غلافذکر است که در حالت سوم و چهارم هرگاه 

                                                           

1- Delayed Stem Senescene 
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ها ریزش خواهد کرد و این وضعیت در زمان برداشت افزایش خواهد یافت و منجر شکافته شده و دانه

 .به کاهش شدید عملکرد خواهد شد

 خسارت عارضه ناهنجاری غلاف بندی سویا  -2-2

های ت خرید تضمینی سویا در سالزیر کشت، مقدار تولید و قیمآمار سطح  9-2در جدول 

دهد که در استان گلستان در حدود میانگین سه ساله نشان می. 9نشان داده شده است 9319تا 9381

کیلوگرم  9800و عملکرد آن در هر هکتار در حدود  هکتار تحت کشت سویا قرار گرفته است 56000

ت بیمه شده، تعداد مزارع و مساحت تعداد بیمه گذاران، مساح 2-2در جدول . در هکتار بوده است

مبتلا به عارضه ناهنجاری غلاف بندی سویا و غرامت پرداخت شده از طریق مدیریت صندوق بیمه 

مدیریت صندوق بیمه استان ) نشان داده شده است  9319تا  9381های استان گلستان در سال

 .2(9319گلستان، 

 مبلغ خرید سویا در استان گلستان جدول مساحت زیر کشت، مقدار تولید و: 9-2جدول 

 (ریال)ارزش محصول  مبلغ خرید تولید در هکتار تولید کل مساحت زیر کشت سال

9381 58312 920000000 81/2056 5350 31/99001071 

9310 57000 82000000 6/9138 6000 15/8639578 

9319 53500 905000000 62/9162 99000 05/29588785 

 93/93719189 7150 35/9891 3/902333333 67/56280 میانگین

 

درصد از سطح زیر  86/7های مذکور که تنها آشکار است که در سال 2-2و  9-2با توجه به جدول 

میانگین . کشت سویا در استان گلستان تحت پوشش بیمه محصولات کشاورزی قرار گرفته است

                                                           

 های روغنیبخش دانه -سازمان جهاد کشاورزی استان گلستان -9

 .بخش مدیریت صندوق بیمه محصولات کشاورزی دریافت شد -گلستان ها از بانک کشاورزی استانداده -2
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هکتار است که با  33/9615برابرها لمساحت گیاهان مبتلا به عارضه ناهنجاری در طول این سا

به تعهد صندوق بیمه برای  و با توجه به این عارضه مبتلا شدند( درصد 90-900)درصدهای متفاوتی 

هکتار از مزارع تحت  57/9968توان نتیجه گرفت که مساحت می( ریال 000/000/3)هر هکتار 

درصد از کل مساحت  31/26اند که خسارت دیده( درصد خسارت 900)ای به طور کامل پوشش بیمه

به میانگین کل مساحت زیر ( درصد 31/26)حال با تعمیم درصد حاصله . شودبیمه شده را شامل می

هزار هکتار به  91-95شود که در استان گلستان سالانه حدود آشکار می( 9-2جدول )کشت سویا 

با توجه به میانگین عملکرد و قیمت  .شوندطور کامل به عارضه ناهنجاری غلاف بندی سویا مبتلا می

خسارت عارضه ناهنجاری غلاف بندی سویا در حدود روشن است که ( 9-2جدول )خرید تضمینی 

ای را نه بنابراین آشکار است که این ناهنجاری خسارت اقتصادی قابل توجه. میلیارد ریال است 200

کند و این موضوع ضرورت انجام تحقیقات می وارد... تنها به کشاورزان، بلکه به کشور، چرخه تولید و 

  .دهدهای مختلف است را نشان میگسترده را به صورت گروهی که متشکل از متخصصین بخش

 

 .ایجدول خسارت عارضه ناهنجاری غلاف بندی سویا در استان گلستان بر اساس اطلاعات بیمه: 2-2جدول 

 مبلغ پرداختی فه شدهمساحت علو مساحت بیمه شده تعداد بیمه گذار سال

9381 2971 6180 9870 3590203916 

9310 9856 1812 9613 1083269216 

9319 758 9160 9373 2123799516 

 3505725330 33/9615 33/1127 67/9517 میانگین

 

 دلایل ایجاد ناهنجاری غلاف بندی سویا -2-3

به منظور ( 9368تا  9366)پروژه جامعی به مدت سه سال زراعی  9366در ایران در سال 

بر اساس نتایج، تیمارهای به کار رفته در پروژه نتوانست . بررسی علل ایجاد این سندروم اجرا شد



‌
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ها، از های سویا به وجود آورد و فقط در نتایج مربوط به بخش بیماریشرایط مشابه سندروم را در بوته

های سویا به این رفت عامل آلودگی بوتههای آلوده سه ویروس استخراج گردید که احتمال میبوته

م به صورت در کشورهای خارجی نیز دلایل وقوع این سندرو(. 9367چراغعلی، )سندروم باشند 

ای از سویای مبتلا به این سندروم نمونه 9188در سال (. Morrison, 2009) نامعلوم باقی مانده بود

نشان داد که این گیاهان به بیماری مرموزی با  نتایج. جهت انجام تحقیقات به امریکا ارسال گردید

یل متعددی لادر این رابطه د‌(.Zelentsov and Ahmadi, 2002)اند دلایل ناشناخته مبتلا شده

 .پیشنهاد شده است که در زیر مورد بحث و بررسی قرار خواهند گرفت

 فرضیه اقلیمی و اگرونومیکی -2-3-9

تغییرات اقلیمی  ،گرددناهنجاری غلاف بندی سویا می از عوامل احتمالی که منجر به ایجاد

 Zinn et)های حرارتی های محیطی مانند تنش؛ تنش(Hao et al., 2010)مانند گرم شدن جهانی هوا 

al., 2010) ،  خشکی(Jaleel et al., 2009)  تشکیل عارضه ناهنجاری غلاف بندی سویا . دنباشمی... و

ک، توپوگرافی، آبیاری و بارش موضعی و شرایط خشکی موضعی در در مزارع ممکن است با نوع خا

به عنوان مثال، عملیات . (Zelentsov and Ahmadi, 2002; Leonard et al., 2011)ارتباط باشد 

-های عمیق منجر به ایجاد لایه اسفنجی شکل در ناحیه شخم خورده میخاکورزی شدید مثلا شخم

رات سریع رطوبت خاک و در نتیجه بروز نوسانات شدید رطوبتی این لایه اسفنجی باعث تغیی. گردد

های این عمل ممکن است منجر به ریزش گل. گیردگردد و مزرعه تحت تنش رطوبتی قرار میمی

 (.Zelentsov and Ahmadi, 2002)شود باعث ناهنجاری غلاف بندی سویا  فرآینداولیه شده و این 

 تنش حرارتی -2-3-9-9

درجه سانتیگراد گزارش  30تا  22های زایشی سویا بین اسب برای توسعه اندامهای منحرارت

یابد و های سویا کاهش میدرجه سانتیگراد تعداد گل و غلاف 30های بیش از شده است و در حرارت
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گردد ها و بروز عارضه ناهنجاری غلاف بندی سویا میمنجر به رشد و توسعه مجدد غلاف فرآینداین 

(Raeisi et al., 2013 .) درجه سانتیگراد منجر به افزایش ریزش گل و در نتیجه  90در دمای کمتر از

گردد های غیر طبیعی میگردد و دماهای سردتر منجر به توسعه گلکاهش تعداد غلاف در گیاه می

(Musser et al., 1986). 

 تنش خشکی -2-3-9-2

دلایل بروز عارضه ناهنجاری  تغییرات شدید رطوبتی خاک ممکن است یکی از مهمترین

غالبا گیاهانی که پس از گلدهی تحت یک تنش خشکی و گرمای کوتاه مدت . غلاف بندی سویا باشد

گیرند و در ادامه با یک دوره پر باران و شرایط محیطی مناسب مواجه شدید یا طولانی مدت قرار می

ها، گیاهان به ها و ساقهدن دوباره برگگیرند و به علت جوان ششوند، رشد مجدد خود را از سر میمی

در این حالت . شوندعارضه نوع خفیفتر یعنی سندروم ساقه سبز یا تاخیر در رسیدن ساقه مبتلا می

رسند و میزان عملکرد محصول ها هرگز به بلوغ نمیها و برگرسند ولی ساقهها زودتر به بلوغ میغلاف

 (.Morrison, 2009) یابددرصد کاهش می 25حداقل تا 

 فرضیه بیولوژیکی-2-3-2

توانند ساختار و عملکرد گیاه را تحت تاثیر قرار دهند و های مختلفی نیز میآفات و بیماری

ها نیز برخی از آفات و بیماری(. Dhaliwal et al., 2010)رشد طبیعی گیاه را مختل کنند  فرآیند

هایی از جمله ویروس ویروس. سویا گردندممکن است منجر به القای عارضه ناهنجاری غلاف بندی 

 ,Egli and Bruening ;) 2ویروس لکه حلقوی توتون( Giesler et al., 2002) 9موزائیک غلاف لوبیا 

ویروس . در بروز این سندروم نقش دارند( 9371، .رحیمیان و همکاران) 3ای توتونویروس رگه( 2000

                                                           

1- Bean pod mottle virus (BPMV) 

2-Tobacco ring spot virus (TRSV) 

3- Tobacco Streak Virus (TSV) 
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TSV  به عنوان عامل احتمالی  ( 9371)و همکاران یکی از سه ویروسی است که توسط رحیمیان

-که در تمام مناطق تحت کشت سویا انتشار دارد انتقال می 9معرفی شده است که توسط تریپس پیاز

عوامل  و سایر حشرات مکنده از  ( Boethel et al., 2000)ها ، سنک2هاآفاتی از جمله سنتغذیه . یابد

(. Hobbs et al., 1980)گردد میسندروم سویای سبز  ایجاد دیگری هستند که منجر به احتمالی

عامل تاخیر در  3نشان داده است که سن بند قرمز 9170تحقیقات انجام شده در برزیل در دهه 

و یا به نوعی عامل سندروم سویای ( Vyavhare, Way, Pearson, et al., 2015)رسیدگی سویا است 

 .سبز است

 فرضیه فیزیولوژیکی -2-3-3

اختصاصی وقوع عارضه ناهنجاری غلاف بندی سویا از سالی به سال دیگر و از مکانی به  دلایل

ها و ها، غلافاما در بیشتر حالات این عارضه در مرحله رشد و توسعه گل. مکانی دیگر متفاوت است

با دانش درباره (. Holshouser, 2009)های زنده و غیر زنده گیاهی در ارتباط است بذرها با تنش

توان توضیحات بهتری برای دلایل به وجود آمدن این عارضه بیان رسیدگی فیزیولوژیک می فرآیند

خود "فرضیه . های متعددی بیان شده استبه هر حال، در رابطه فرضیه فیزیولوژیکی، فرضیه. کرد

1تخریبی
-ح میی را تشریفرآینداین فرضیه . های ارائه شده درباره این سندروم استیکی از فرضیه "

. یابندشوند و به بذرهایی که در حال رشد سریع هستند انتقال میها تجزیه میکند که در آن پروتئین

 ,Morrison)اولین تئوری مرتبط با این سندروم است  5بعهمچنین رابطه مخزن و من

                                                           

1- Thrips tabacci 

2- Stink bugs 

3- Redbanded Stink Bug 

4- Self destructive 

5-
 
Sink and Source Relationship‌
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های زیستی و غیر پتانسیل بالقوه تنش(.  Egli and Bruening, 2006؛ Holshouser, 2009؛2009

. ها است که نتیجه آن تغییر نسبت منبع به مخزن در گیاه استها و غلافزیستی در ریزش شدید گل

انتهای فصل رشد،  کاهش اندازه مخزن و افزایش اندازه منبع بخصوص تحت شرایط رویشی مناسب در

ا منجر به نهایت فرآینددهد و این های رویشی به زایشی را کاهش میانتقال کربن و نیتروژن از اندام

 (.Miceli et al., 1995؛Wittenback, 1983)گردد القای این سندروم می

 فرضیه ژنتیکی -2-3-1

در فرضیه ژنتیکی ذکر شده است که واریته های مختلف سویا در تظاهر سندروم سویای سبز 

-میکی سبز دارای منشاء ژنتی ها تظاهر سندروم سویایاز همدیگر متفاوت هستند و در برخی واریته

ه از نوع سیتوپلاسمی همچنین، نر عقیمی چ(.  Leonard et al., 2011 ؛(Jadhav et al., 2013 باشد 

اصلاح ژنتیکی سویا و (. Ding et al., 2002)گردد ای منجر به عدم باردهی گیاه میهستهو چه از نوع 

ن و مهندسین ژنتیک راگمقاوم به این عارضه یکی از محورهای اصلی تحقیقات اصلاحتولید سویای 

آخرین گزارش اینکه دلایل ایجاد این سندروم به طور دقیق مشخص نشده است و محققان  .خواهد بود

 ,Grau؛Jadhav et al., 2013)بایستی دلایل این ناهنجاری را مورد توجه و بررسی قرار دهند می

 (.Raeisi et al., 2013؛  2013

از واکنش گیاه نسبت به فاکتورهای مختلف ذکر شده به هر حال، دلایل سندروم سویای سبز، 

-های مختلف در گیاه تغییر مینظر از دلایل مختلف، پروتئینرسد که صرفگردد و به نظر میر میمنج

بنابراین، بررسی پروتئوم گیاه با استفاده از رهیافت پروتئومیک یکی از راهکارهای تشخیص . یابد

 .باشددر سطح مولکولی می های درگیر در این سندرومپروتئین
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 رهیافت پروتئومیک در سویا -2-1

ات دهد که تا کنون در زمینه سندروم سویای سبز مطالعهای انجام شده نشان میبررسی

های این رهیافت با شناسایی پروتئین. از طریق تکنولوژی پروتئومیک صورت نگرفته است ایگسترده

کند تا ساز و کار تحمل به سندروم سویای سبز در ک میدرگیر در تظاهر سندروم سویای سبز کم

در . سطح مولکولی مورد بررسی قرار گیرد و درک بهتری از پاسخ گیاه به این سندروم حاصل شود

ها در گیاهان به تغییر بیان ژن. یابدها افزایش یا کاهش میهای مختلف، بیان برخی ژنپاسخ به تنش

های خاص ساختاری یا آنزیمی و یا میزان فعالیت آنها ییر پروتئینهای مختلف، باعث تغوسیله تنش

پروتئومیک ابزار قدرتمندی برای مطالعه (. Seki et al., 2003)گردد در مسیرهای متابولیکی خاص می

 ,.Xing et al)های زیستی و غیر زیستی است های مختلف در پاسخ به تنشتغییرات بیان پروتئین

زیرا تجزیه و تحلیل . کندها ایفا میقش محوری را در بیولوژی سیستمپروتئومیک ن(. 2002

شود پیشگویی ها در مراحل مختلفی تنظیم میاز آنجایی که بیان ژن. کندترانسکریپتوم را کامل می

های نادر کار دشواری به ویژه در مورد پروتئین  mRNAهای یک سلول از روی مقدار میزان پروتئین

هایی که در ترارسایی پیام درگیر هستند دستخوش تغییرات پس از جمع پروتئینهمچنین ت. است

دقت و حساسیت این روش مبتنی بر استفاده از الکتروفورز دو . شوندرونویسی و پس از ترجمه می

یابی یا طیف ها به وسیله توالی گذاری و شناسایی پروتئینهای پروتئینی، لکهبعدی، تجزیه کمی لکه

های مختلف در سویا انجام شده است که تحقیقات پروتئومیک متعددی از جنبه. می استسنجی جر

 .شودبه تعدادی از آنهایی که در بافت ریشه صورت گرفته، در زیر اشاره می

 پروتئومیک ریشه سویا -2-5

مکانیسم پاسخ سویا به تنش اسمزی در تیمار با ( Toorchi et al., 2009)تورچی و همکاران 

های پروتئینی ریشه با الکتروفورز دو بعدی تجزیه لکه. اتیلن گلیکول را مورد بررسی قرار دادندپلی 

با روش توالی یابی ادمن و انگشت نگاری که پروتئین شناسایی شده  195پروتئین از  37 ،نشان داد
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بر اساس . ودنددفاع ب/های مرتبط با بیماریمتعلق به گروه پروتئین ،یابندای پپتیدی تغییر میتوده

متیل ترانسفراز که در -او-کوا-نتایج آنها در شرایط تنش اسمزی در مراحل اولیه رشد میزان کافنوئیل

از آلفا پروتئازوم  Aچوبی شدن نقش دارد به عنوان یک پاسخ سازگاری کاهش ولی میزان زیر واحد 

 .یابدمیافزایش  ،های ناشی از تنش اکسایشی نقش دارداس که در کاهش آسیب 20

های سه روزه سویا را تحت تیمار گیاهچه( Mohammadi et al., 2012)محمدی و همکاران 

پس از اعمال تیمار، . درصد و ترکیبی از آن دو قرار دادند 90تنش خشکی، پلی اتیلن گلیکول 

ز الکتروفور ،های دو بعدیهای بافت برگی، هیپوکوتیل و ریشه استخراج شد و سپس در ژلپروتئین

به طوری که در  استترین اندام در پاسخ به تنش خشکی آنها گزارش کردند که ریشه حساس. شدند

نوع  92و  93، 32درصد و ترکیبی از آن دو به ترتیب  90تیمار تنش خشکی، پلی اتیلن گلیکول 

یاه های مرتبط با متابولیسم گدر این آزمایش سنتز پروتئین. پروتئین به طور متمایزی بیان شدند

های سنتزی کاهش یافت انرژی و نیز پروتئینهای مرتبط با تولید افزایش یافت و پروتئین

(Mohammadi et al., 2012). 

تغییرات پروتئوم ریشه سویا که تحت تنش خشکی ( Alam et al., 2010)آلم و همکاران 

دادند و گزارش کردند که  کوتاه مدت قرار داشت را با استفاده از رهیافت پروتئومیک مورد بررسی قرار

پروتئین  28ها مشخصات از بین این پروتئین. داری تغییر بیان داشتندپروتئین به طور معنی 15تعداد 

لکه  5بیان  ،پروتئین 28با استفاده از طیف سنجی جرمی تعیین گردید به طوری که از بین این 

لکه پروتئینی نیز به عنوان لکه  2و لکه پروتئینی کاهش یافت  29پروتئینی افزایش داشت و بیان 

 .پروتئینی جدید شناخته شدند

های مرتبط با با استفاده از روش پروتئومیک، پروتئین( Nanjo et al., 2013)نانجو و همکاران 

های سویا طی برای این منظور، گیاهچه. های سویا را مطالعه کردندتحمل به تنش غرقابی در گیاهچه

. رقابی قرار گرفتند و سپس از گیاهان نمونه برداری و استخراج پروتئین انجام شدسه روز تحت تیمار غ
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های شبه بازدارنده های درگیر در تغییر دیواره سلولی مانند پروتئینها به گروهدر این مطالعه پروتئین

م بسط دیواره سلولی طبقه بندی شدند که احتمالا در سیست B1پلی گالاکتوروناز و پروتئین شبه 

ها نیز مشاهده شد که از جمله آن همچنین تغییرات پروتئینی در ریشه. دفاعی گیاه درگیر باشند

های نوک ریشه پروتئین فسفاتاز بودند که احتمالا در مرگ سلول 2Aهای شبه زیر واحد پروتئین

یر در سنتز های درگها نشان داد که فراوانی پروتئیناز طرفی تجزیه و تحلیل پروتئین. درگیر هستند

 .دیواره سلولی از جمله سینامیل الکل دهیدروژناز در طی سه روز بعد از غرقابی کاهش یافته است

اثر آبسیزیک اسید در سویای تحت تنش ( Komatsu et al., 2013)کوماتسو و همکاران 

ی دو روزه هنگامی که گیاهان سویا. را با رهیافت پروتئومیک مورد تجزیه و تحلیل قرار دادند یغرقاب

هنگامی که آبسیزیک اسید . محتوی آبسیزیک اسید در ریشه گیاهان شاهد کاهش یافت، غرقاب شدند

در مدت تیمار غرقاب به گیاه اضافه شد نسبت بقاء در مقایسه با سویاهای غرقاب شده بدون تیمار 

قبیل هیستون ای از پروتئین هسته 31نتایج نشان داد که فراوانی . آبسیزیک اسید بهبود یافت

در تیمار غرقابی همراه با کاربرد آبسیزیک اسید  U2ای کوچک داستیلاز و ریبونوکلئوپروتئین هسته

ای از جمله ایمپورتین آلفا، فاکتور تغییر حالت پروتئین هسته 35همچنین فراوانی . افزایش یافت

 .ولی کاهش یافتپروتئین تقسیم سل 5های انگشت روی، ترانسداکتین و کروماتین، پروتئین

های تغییرات پروتئومیک در ریشه گیاهچه( Salavatia et al., 2012)سالواتیا و همکاران 

های ای ژلتجزیه مقایسه. را مورد تجزیه و تحلیل قرار دادند یغرقاب تنش از ه پسسویای بازیابی شد

از سه روز غرقابی، تعداد  های سویای بازیابی شده پسالکتروفورز دو بعدی تیمار شاهد و ریشه گیاهچه

تعدادی از این . پروتئین شناسایی شده نشان داد 80لکه پروتئینی با بیان متفاوت را از کل  70

تجزیه . ها درگیر هستندتقسیط پروتئین/های متابولیکی و ذخیرهفرآیندهای بازیابی شده در پروتئین

ن داد که سه روز غرقاب و حتی در مدت سه پروتئین با بیان متمایز نشا 70کلاستر مبتنی بر پروفایل 

های از طرفی، سه روز غرقاب گیاهچه. ها داردروز پس از غرقابی تغییرات معنی داری در بیان پروتئین
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های مرتبط با انتقال یون و تنظیم بالادست دو روزه سویا منجر به تنظیم پایین دست پروتئین

ریزی شده ت سلولی، توسعه سلولی و مرگ برنامههای درگیر در سازماندهی مجدد اسکلپروتئین

آدنوزین -Sلکه پروتئینی درگیر در تغییر دیواره سلولی و سنتز  7علاوه بر این، تعداد . گرددسلولی می

 .های سویای بازیابی شده پس از مدت یک روز غرقاب ردیابی شدمتیونین در ریشه گیاهچه

 غلاف بندی پروتئومیک برگ سویای دارای ناهنجاری -2-6

برگ سویای دارای ناهنجاری غلاف بندی را در دو رقم زاده و همکاران الگوی پروتئینی پیغام

و الکتروفورز دو بعدی با رنگ آمیزی به روش آبی کماسی . مورد بررسی قرار دادند 3کتول و گرگان 

لکه در رقم  955ایی منجر به شناس PDQuestتجزیه و تحلیل نقاط پروتئینی با استفاده از نرم افزار 

های مشابه توسط نرم افزار محاسبه شد لکه( حجم)کمیت . گردید 3لکه در رقم گرگان  913کتول و 

. دار استفاده گردیدهایی با افزایش و یا کاهش بیان معنیاستیودنت برای شناسایی لکه -tو آزمون 

های پروتئینی با ه از نظر بیان، لکههایی با تغییرات قابل ملاحظبرای افزایش دقت و انتخاب پروتئین

با کاهش  5/0کوچکتر یا مساوی  IFهایی با با افزایش بیان و لکه 2بزرگتر یا مساوی ( IF)عامل القای 

هایی با به عبارتی دیگر پروتئین. بیان تحت ابتلا به ناهنجاری غلاف بندی سویا در نظر گرفته شد

از بین این . ها انتخاب شدندا بیشتر برای شناسایی پروتئینافزایش بیان و یا کاهش بیان دو برابر ی

 .دار تغییر بیان داشتندبه طور معنی 3لکه در رقم گرگان  99لکه در رقم کتول و  5ها پروتئین

برای جستجو در پایگاه LC-MS/MS- nESIهای حاصل از طیف سنجی جرمی به روش  داده

لکه  1لکه پروتئینی در رقم کتول و  3قرار گرفت و مورد استفاده  Uniportهای پروتئین داده

از بین این تعداد . به طور اطمینان بخشی مورد شناسایی قرار گرفت 3پروتئینی در رقم گرگان 

تعداد یک لکه پروتئینی افزایش بیان داشت در حالیکه  3ها در هر دو رقم کتول و گرگان پروتئین

 . لکه پروتئینی بود 90و  1کاهش بیان داشتند به ترتیب ها در این دو رقم هایی که سطح آنلکه
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در این طبقه  . ها بر اساس عملکرد بیولوژیکی به پنج گروه طبقه بندی شدنداین پروتئین

 Oxygen- evolvingاکسیژناز، / بیس فسفات کربوکسیلاز 2-9زیر واحد بزرگ ریبولوز بندی، 

enhancer protein 2 در احد آلفا پروتئین اتصال به زیر واحد بزرگ رابیسکو ، کربنیک آنهیداز، زیر و

رابیسکو اکتیواز، گلوتامات دهیدروژناز و مالات آنزیم ، های دخیل در تولید انرژیپروتئینگروه 

ای در گروه کیلو دالتونی ساقه 39های متابولسمی، گلیگوپروتئین دهیدروژناز در گروه پروتئین

های در گروه پروتئین Like protein-3-3-14سازی پروتئین،  پروتئین دخیل در تقسیط و ذخیره

 .  های ناشناخته قرار گرفتدخیل در انتقال سیگنال و چهار پروتئین در گروه پروتئین

 Like protein  ،OEE2 ،NACA-3-3-14های های شناسایی شده، پروتئیندر میان پروتئین

های کلیدی عارضه ناهنجاری غلاف بندی ظیم کنندهبا احتمال از جمله تن و زیر واحد بزرگ رابیسکو

. Payghamzadeh et al., 2017)) بودند
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در مرحله اول . انجام شدنمونه گیری و انجام الکتروفورز دوبعدی مرحله  دو این آزمایش در

گیاهان سالم و مبتلا به  از. تبازدید قرار گرف مزارع تحت کشت سویا در استان گلستان مورد

نسبت به استخراج به صورت تصادفی  نمونه گیری شد و در مرحله دوم،  ناهنجاری غلاف بندی سویای

 .اقدام شدی گیاهان سالم و مبتلا به این ناهنجاری شهپروتئین از اندام ری

 (DPX)سویا رقم کتول  -3-9

عدد، رنگ گل  98لند، تعداد گره به طور میانگین با ارتفاع ب ئیهادارای بوته این رقم          

ها به صورت  بنفش و رنگ کرک طلائی، رنگ غلاف طلائی، تیپ رشد نیمه محدود بوده و فرم برگ

ای روی یک بوته، رنگ بذر زرد روشن، رنگ ناف سیاه تیره، پهن و شاخه بندی به صورت چند شاخه

فاصله اولین غلاف از زمین . باشددرصد می 31وتئین درصد و پر 20درصد روغن دانه به طور میانگین 

 50تن، میزان بذر مصرفی در هکتار  1گرم، عملکرد در هکتار  200-220متر، وزن صد دانه سانتی 22

 5-6عمق کاشت متر و سانتی 50×8هزار بوته در هکتار، الگوی کاشت  200کیلوگرم و تراکم بوته 

 .(9387بی، هزارجری) باشدمیر در نظ مترسانتی

 نمونه گیری -3-2

 -9-2شکلبه ترتیب ) رقم کتولگیاهان سالم و مبتلا به سندروم سویای سبز  بافت ریشه از

های در انتخاب نمونه. به صورت جداگانه نمونه گیری انجام شد (بیولوژیکی)با سه تکرار  ،(الف و ب

و سالم ای که دارای گیاهان ر نقطههای مورد نظر از هگیاهی برای تجزیه پروتئوم سعی شد که نمونه

استفاده  ،مبتلا به این سندروم بودند و نیز تا حد امکان در فاصله نزدیکی از یکدیگر قرار گرفته بودند

داگانه قرار گرفتند های نشاندار شده به صورت جها پس از شستشوی کامل در فویلسپس نمونه. شود

در کمترین زمان در های گیاهی نمونه .قرارداده شدندو بلافاصله در داخل فلاسک حاوی ازت مایع 
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تا زمان استخراج پروتئین نگهداری  سلسیوسدرجه  -80ازت مایع به آزمایشگاه منتقل و در فریزر 

 .شدند

 

         

 (ب)غلاف بندینمونه مبتلا به ناهنجاری و ( الف)نمونه ریشه سویای سالم  -9-3شکل 

 الکتروفورز دو بعدی -3-3

تهیه ژل بعد اول  صورت گرفت و با 9استخراج پروتئین ابتداالکتروفورز دو بعدی ای انجام بر

کار‌‌PDQUEST افزار تجزیه کمی ژل با نرم، اسکن ژل ،رنگ آمیزی، تهیه ژل بعد دوم، (IEF محلول)

 (.3-3شکل )به انجام رسید 

 استخراج پروتئین -3-3-9

و مبتلا به سندروم سویای سبز با سه تکرار ل ی گیاهان سویای سالم رقم کتواز ریشه 

تر بودن جانبی به دلیل نرم هایها از ریشهپروتئین. بیولوژیکی برای تجزیه پروتئوم استفاده گردید

برای این کار ظرف یونولیتی حاوی یخ با فویل آلومینیومی . نسبت به ریشه اصلی استخراج شدند

درجه  سلسیوس خارج کرده و مقدار یک گرم از نمونه  – 80 های ریشه را ازسپس نمونه. پوشانده شد

از این مرحله به بعد بلافاصله هاون روی فویل آلومینیومی در . هر واحد آزمایشی به هاون منتقل شد
                                                           

1- Protein Extraction 
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تماس با یخ قرار گرفت و تا چند مرحله قبل از انتهای استخراج پروتئین کلیه عملیات در این شرایط 

PBS)ر بافر فسفات یک میلی لیت. انجام شد
، ‌  Mm65‌: HP  ‌  ‌‌،Mm‌6/2:K  Pمحتوی ( ) 9

Mm 100  :NaCl  وMm 3  :Na    6/7و : pH  )ی داخل هاون به همراه مقدار کمی به نمونه ریشه

. ها با هاون له شدنداضافه گردید و سپس ریشه( هابه منظور خرد کردن آسانتر نمونه)شن کوارتز 

بعد از این . ها درون یخ جا داده شدندلیتری سوراخ شد و تیوبمیلی 2های ویل به اندازه تیوبسپس ف

دقیقه در دمای  90ها به مدت نمونهسپس . ها منتقل شد، محتوی هاون با  سر سمپلر به تیوبمرحله

g95000(2درجه سلسیوس و با دور  1
rpm 99203) 2های در این فاصله تیوب. وژ گردیدندتریفسان 

TCA 50% محلول نلیتری دیگری و همچنیمیلی
 تا برای مراحل بعدی ندروی یخ قرار داده شد 3

دیگری منتقل شد و ها به تیوب تیوب (رو شناور)ژ سوپرناتانت وپس از اتمام سانتریف. دنآماده شو

گری منتقل دی سوپرناتانت حاصل به تیوب. های بالا انجام گرفتوژ با همان تنظیمدوباره سانتریف

با توجه به مقدار  TCA%50با در نظر گرفتن حجم سوپرناتانت بدست آمده حجم معینی از . گردید

. باشد، اضافه و ورتکس شد% 90در محلول نهایی  TCAسوپرناتانت حاصله و به طوری که حجم نهایی 

ها تیوب. افزوده شدبه آن  TCA%50میکرولیتر از  300میکرولیتر از سوپرناتانت 9200برای مثال برای 

ها سپس تیوب. دقیقه داخل یخ قرار داده شدند و توسط فویل آلومینیومی پوشانده شدند 30به مدت 

وژ، سوپرناتانت پس از سانتریف. ت بالا صورت گرفتوژ با همان تنظیمادوباره ورتکس شدند و سانتریف

شد و محلول برای مدت کوتاهی  میکرولیتر اتانول خالص سرد به رسوب اضافه 200دور ریخته شد و 

دوباره سوپرناتانت دور ریخته . وژ شددقیقه با تنظیمات بالا سانتریف 2ورتکس گردید و سپس به مدت 

                                                           

1- Phosphate Buffer Solution 

2- Revolutions per minute 

Trichloroacetic Acid-3‌
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پس از ( درجه سلسیوس -20)  9در این مدت بافر حلال. بار دیگر تکرار شد 3شد و همین عملیات 

ه شد و رسوب باقی سوپرناتانت دور ریختوژ، بعد از سانتریف. دگی ورتکس گردیدزخروج از حالت یخ

ها از هاون مرحله اول های مخصوصی که اندازه آنها با استفاده از قاشقک به هاونندروفمانده در ته اپ

رسوب  بعد از خشک شدن. ای استفاده شدبرای هر نمونه هاون جداگانه. تر بودند منتقل شدکوچک

) میکرولیتر بافرلیز 910لیتری منتقل شده و مقدار یلیم 2های ب، پودر بدست آمده به تیوحاصله 

و  g 9/5 Urea ،g 1/9 Thiourea ،g 5/0 Chaps ،Lµ 200 Triton-x100 ،g 95/0  :DTTمحتوی 

Lm9/0 Ampholine 3-10 :  که با اضافه کردن آب دیونیزه به حجم نهاییLm 90 به آن ( رسدمی

از این مرحله به بعد نیازی به . هم زده شد تا همگن شود دقیقه 5ای ی شیشهسپس با میله. اضافه شد

انجام کار روی یخ نبود چون بافر حلال دارای اوره است و در دمای پایین به صورت پودر سفید در 

دور  95000با دور گراد و درجه سانتی 20 عمل سانتریفوژ با تنظیمپس از حل کردن رسوب ، . آیدمی

میکرولیتری منتقل شد و  5/9های سوپرناتانت حاصله به تیوب .انجام شد دقیقه 90 تبه مددر دقیقه 

میکرولیتر بافر  20سپس در یک تیوب دیگر مقدار . مجددا سانتریفیوژ با همان تنظیم انجام گردید

 .بدست آمد‌2 2/9میکرولیتر آب دیونیزه افزوده شد و بعد از ورتکس کردن، بافر حلال  20حلال به 

 

 

 

 

 

                                                           

1- Lysis Buffer 

2- Half Lysis Buffer 
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 یین غلظت پروتئین به روش برادفوردتع -3-3-2

برای استاندارد سازی روش  تهای متفاوبرای این منظور از سرم آلبومین گاوی در غلظت 

-میلی 5/9های جهت استاندارد سازی از میکروتیوب. گردید استفاده (Bradford, 1976)ادفورد بر

میکرولیتر  5محلول برادفورد و  میکرولیتر 200میکرولیتر آب دیونیزه،  715لیتری استفاده شد و 

و میزان جذب  گرفتوفتومتر قرار رتکان دادن، درون دستگاه اسپکتپس از چند ثانیه ازسرم آلبومین و 

میکرولیتر به ترتیب میزان  1و  2، 9، 0مقدارهای به طوری که در . ها تعیین شدهر یک از غلظت

9از طریق نرم افزار اکسل. ست آمدبد 067/9و  681/0 ،361/0 ، 0نانومتر   515 جذب در 
معادله  

میکرولیتر برای تعیین  5ها بدست آمد و سپس نمونه پروتئینی مورد نظر به میزان خطی این داده

میزان پروتئین برای  ،فتومتر در معادله خطروغلظت استفاده شد، با قرار دادن عدد دستگاه اسپکت

 .گردیدبارگذاری تعیین 

 

 های پروتئینیاستانداردسازی نمونههای غلظت -2-3شکل 

 

                                                           

1- Excel  
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 (IEFمحلول )تهیه ژل بعد اول  -3-3-3

ل میکرولیتر از پلی آکری 210و گرم اوره در داخل بشر ریخته شد IEF ،2/9برای تهیه دو ژل  

این مواد . به آن اضافه شد( دیونیزه) ddH2O میکرولیتر آب 790و  NP-40میکرولیتر  500، %30میدآ

به طوریکه که دست را نسوزاند،   سلسیوسدرجه  60دن در آب گرم با دمای کمتر از برای بهتر حل ش

ها به آن اضافه پس از حل شدن اوره در محلول حاصل و سرد کردن آن، آمفولین. قرار داده شدند

APS% 10قبل از اضافه کردن . بودند 3-90و  5-8های استفاده شده آمفولین  pH. شدند
9
 و  

TEMED
2
آماده  ای بعد اولی شیشههاو لوله گ، سرنهایل مورد نیاز از قبیل میکروپیپتهمه وسا 

با پارافیلم بسته ها مت گذاری شده و ته آنلامتر ع سانتی 2ها در قسمت فوقانی، به اندازه شدند و لوله

به محلول قبلی اضافه گردید و  TEMED  میکرولیتر 5/2و   APS %10میکرولیتر  75/3مقدار . شد

. تا خط نشانه منتقل گردید هابه داخل لوله گسپس محلول توسط سرن. شر به آرامی تکان داده شدب

میکرولیتر آب دیونیزه اضافه شد تا محلول در  50مقدار ها ریخته شده در داخل لوله روی محلول

داخل  تافاصله با آب شستشو داده شد لاب گسرن .اکسید نشودبا هوا قرار نگیرد و  ت مستقیممجاور

یک ساعت برای پلیمریزاسیون کافی  تمد. برای استفاده مجدد آماده گرددسرنگ پلیمریزه نشود و 

کمتر بودن زمان، خوب پلیمریزه نشده و در  تاست و در صور 5/3 درصد این ژلهااز آنجایی که . بود

ساعت در عدم  3-1بنابراین  ،دشی بین ژل و شیشه ظاهر میئهاو مراحل نهایی حباب طول الکتروفورز

 .مجاورت نور قرار گرفت تا پلیمریزاسیون انجام شود

 

 

                                                           

1- Ammonium persulfate 

2- Tetraethylemethylendiamine 
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‌(IEF)الکتروفورز بعد اول  -3-3-1

 IEFهای محتوی محلول در این مرحله با استفاده از دستمال کاغذی آب اضافه شده به لوله

ها روی بخش بالایی دستگاه و لوله های بعد اول باز شدهپارافیلم انتهای لولهپس از آن . خشک گردید

پروتئین استخراج شده به . ها مماس با بخش پایینی باشد، سوار شدندنحوی که انتهای لولهه ب بعد اول

میکرولیتر  20بر روی پروتئین بارگذاری شده . های بعد اول بارگذاری شدبرروی ژلgµ‌310ر مقدا

ی آپاراتوس الایقسمت ب NaOH لول پروتئینی باتا از تماس محاضافه شد با غلظت نصف  حلالبافر

سپس در قسمت پایین آپاراتوس بعد اول  .نرمال پر شد NaOH 02/0ها با انتهای لوله. جلوگیری شود

ابت گردید ثمتری کف آپاراتوس پایین آورده شد و ها تا اندازه یک میلیاسیدفسفریک ریخته شد لوله

. ریخته شد نرمال NaOH 2/0  های باقی مانده خکردن سورا ی آن نیز بعد از مسدودالایدر قسمت ب

برای جلوگیری از چکه کردن محلول از بخش بالایی به پایینی دستگاه، در هنگام اضافه نمودن محلول 

دستگاه بعد اول به منبع برق  ،بعد از انجام این عملیات. یک دستمال زیر بخش بالایی نگه داشته شد

ولت به  100ولت به مدت نیم ساعت،  200در سه مرحله به ترتیب  عد اولالکتروفورز ب. متصل شد

 .گرفتصورت ولت به مدت یک ساعت  600ساعت و  96مدت 

 (SDS-PAGE)الکتروفورز بعد دوم  -3-3-5

ژل . های بعد دوم تهیه شدندهای بعد اول، ژلساعت قبل از اتمام بار گذاری ژلنیم حدود 

یا جدا و ژل تفکیکی  الادر قسمت ب 9دارندهیا نگه شامل ژل تجمعیدو قسمتی  تبعد دوم به صور

سانتی  5/2ی بعد دوم از فاصله دستگاه الکتروفورز های مخصوصشیشه. ت پایین استمدر قس 2کننده

گیره به یکدیگر  با و ها قرار دادهرا دور شیشه های سیلیکونیکشسپس گذاری شد و لامتعه ی لبرمت

                                                           

1- Stacking Gel 

2- Seprating Gel 
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س آمید برای ژل جدا کننده با پیپت در داخل بشر ریخته شد سپ آکریللیتر یمیل 97. دندوصل ش

که با آب  g 35/9 :SDSتریس و :  g 55/60محتوی )  pH 8/8کننده با  دالیتر بافر ژل جمیلی 6/92

و  10APS% رمیکرولیت 210 لیتر آب دیونیزه،میلی  1 ،(رسید Lm 500دیونیزه به حجم نهایی 

های موجود در بشر اضافه شد و بعد از تکان دادن تا خط محلول هب TEMED ولیترمیکر 10سرانجام 

ها فاصله روی ژللاب .ریخته شدند دستگاه الکتروفورز مخصوص هایشیشه سانتی متری از بالای  5/2

 15پلیمریزاسیون حدود  .قرار نگیرد وااکسیژن ه ضتا در معر ،آب دیونیزه پر شدندلیتر یک میلیبا 

  .کشید ه طولدقیق

ای بیرون استوانه هایشیشه ز درونای و فشار آب دیونیزه اشیشه گبا استفاده از سرن IEF هایژل

به صورت های درب دار مخصوص پنس به داخل شیشهتوسط  IEFهای سپس ژل .آورده شدند

: g 785/3ی محتو)   SDS sample buffer  لیترمیلی 95منتقل شدند و در داخل آنها حدود جداگانه 

با آب  Lm  500 گلیسرول در حجم نهایی : Lm 50مرکاپتواتانول و  g 5/92 :SDS ،Lm 25تریس، 

دقیقه  95 تافقی به مد تبر روی شیکر به صور هاها بعد بستن درب آنشیشهریخته شد و( دیونیزه

-میلی 2شامل   هدارندیا نگه ژل تجمعی تدر این مد. تا با سرعت متوسط تکان داده شودقرار گرفت 

. لیتر آب دیونیزه تهیه شدمیلی 1لیتر بافر ژل نگهدارنده، میلی 6آمید برای ژل نگهدارنده، لیتر آکریل

و با  دستمال کاغذیاستفاده از ها با ی ژللایآب قسمت با TEMEDو  APS%10کردن  قبل از اضافه

به محلول  TEMED لیترمیکرو10و  APS%10میکرولیتر 60سپس . خشک شد هاکج کردن شیشه

برای ریختن مایعات به بشر از دستگاه مکنده اتوماتیک استفاده گردید و برای هر ماده . اضافه شدقبلی 

به ریخته شد  شیشههای جدا کننده تا انتهای دارنده روی ژلژل نگه. ای استفاده شداز پیپت جداگانه

زمان مورد نیاز برای پلیمریزاسیون . طوری که در گوشه سمت چپ یه خط اریب مانند تشکیل شود

برای این ژل نیاز . بود% 95و وضوح % 5دارنده دارای غلظت ژل نگه. دقیقه در نظر گرفته شد 95-90

  .به اضافه کردن آب برای پلیمریزاسیون نیست
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ی ها با پنس به داخل شیشه خالرا درون سینی استیل خالی کرده و دوباره این ژل IEFبعد از آن، ژل 

دقیقه دیگر روی  95به آن افزوده شد و دوباره به مدت  SDSلیتر بافر میلی 95مجددا . گذاشته شد

 و. تا ذوب شود گرفتژل آگارز یک درصد بر روی هیتر قرار  تدر این مد. تکان داده شد 9شیکر

BPB) بلوبروموفنول
ی بر روی بعد های بعد اول برای بارگذاروقتی ژل. نیز روی شیکر قرار داده شد  (2

آگارز ذوب شده بر مقداری  IEFقبل از انتقال ژل . ، در داخل سینی ریخته شدنددوم آماده گردید

ستیکی لای پبر روی صفحهبا استفاده از پنس  IEFهای شد و سپس ژل اضافهروی ژل نگهدارنده 

مستقر شده روی  IEF روی ژلسپس  .بعد دوم سوار شد دارندهنگهقرار گرفت و بر روی ژل مخصوص 

برروی  IEFژل وقتی . ابت شودث لکامبه طورریخته شد تا ژل ذوب شده آگارز  دارنده مقداریژل نگه

قبل از قرار گیری . ها روی دستگاه بعد دوم قرار داده شدندبه این روش تثبیت شد، شیشهژل بعد دوم 

دوم باز شد قبل از سوار کردن  های بعدشیشهپلاستیکی ها و کش گیرهها روی دستگاه بعد دوم شیشه

: g5/7 محتوی )  SDS- PAGE running bufferبافر مخصوص بعد دوم محفظه پایینی دستگاه با 

نصف مخزن به تا ( ر با آب دیونیزهلیت 5/2در حجم نهایی  g 5/2 :SDSگلایسین و : g36  تریس،

اه قرار داده شدند که هم سطح طوری در دو طرف دستگ هاسپس شیشه .کف نکند بافرشد تا آرامی پر 

 هاژل رویتا  ای بین دو ژلضف .ها به سمت داخل و روبروی هم واقع شوندهای آن باشند و ژلبا کناره

 (به ازای هر ژلمیکرولیتر  200)میکرولیتر 100برای دو ژل به میزان  .گردیدپر با بافر ذکر شده 

ریخته شد تا میزان حرکت جهت  ظه بین دو شیشهداخل محف با سمپلر در بافر نشانگر آبی بروموفنول

به  دستگاه. مشخص شودالکتروفورز  اتکنترل رسیدن اولین لکه پروتئینی به انتهای ژل و توقف عملی

و  (آمپر برای هر ژلمیلی 35) آمپرمیلی 70ابت ثرانش با جریان  تعملیاگردید و منبع برق وصل 

                                                           

1- Shaker 

2- Bromophenol blue 



‌
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 3پس از حدود . ه انتهای ژل جداکننده برقرار گردیدساعت تا رسیدن نشانگر آبی ب 3زمان  تمد

  .د عملیات الکتروفورز متوقف گردیدساعت، هنگامی که رنگ آبی به پایین ژل رسی

 ری ژلبگرنگ آمیزی و رن -3-3-6

ها را روی ابتدا محلول دستگاه را خالی کرده سپس شیشهبعد دوم، الکتروفورز بعد از اتمام 

های شیشه از های آرام از گوشهی کاردک و با تکانها به آرامی با لبهشیشه یک دستمال قرار داده و

متعاقبا . کننده جدا شددارنده از ژل جداسپس ژل نگه. شیشه رویی کنار گذاشته شد .شدندهم جدا 

 گرنپلاستیکی به منظور رف ظدر های آن از شیشه، ژل جداکننده بعد از جدا کردن آرام تمام لبه

CBB)آبی کوماسی آمیزی  گمحلول رن سپس .داده شدار آمیزی قر
9) ( cc 9250 : ،متانولcc 250 :

ژل را روی به میزانی که   (لیتر با آب دیونیزه 5/2کوماس در حجم نهایی : g 5/7استیک اسید و 

ساعت روی شیکر قرار  2 تبه مد ظرف مذکور .رف گذاشته شدظو درب ، به ظرف اضافه شد بپوشاند

 ccمتانول و : cc 660/196محتوی )  2برگمحلول رنپس از آن رنگ خالی شد و روی ژل  .داده شد

. که کاملا ژل را در بر بگیرداضافه شد  (لیتر با آب دیونیزه 5/2استیک اسید در حجم نهایی : 250

بری دور ریخته شد گروز بعد محلول رن. گرفت تساعت در طول شب صور 92-96 تبری در مدگرن

تصویر  ها آمادهپس از این مرحله ژل. دقیقه طول کشید 90ت ی دوم به مدبری مرحلهگرن و مجددا

 .گردیدند برداری

 های پروتئینیتصویربرداری و تجزیه کمی لکه -3-3-7

برای  (Bio- Rad GS-800)ر چگالی سنج ظور اسکن کردن ژل، سطح صفحه اسکنه منب

آبی )آمیزی  گو روش رن( ژل)ع ماده انتخاب نو با و چسبیدن ژل به اسکنر خیس شدممانعت از 

                                                           

1- Commasie Brilliant Blue 

2- Destaining Solution 
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ذخیره شد تا  TIFF اسکن شده با پسوند فایل. شدم افزار مربوطه عمل اسکن انجام در نر (کوماسی

تجزیه و تحلیل  به منظور سپس. امکان پذیر باشد های پروتئینیفراخوانی آن برای تجزیه و تحلیل لکه

کلیه تصاویر ژل به همراه تکرارهای  PDQUEST نرم افزار در استفاده شد و فایل اسکن شدهاز ژل، 

های مشترک بین تکرارها و لکه ندشدند و به طور همزمان مورد بررسی قرار گرفت آنها فراخوانده

یابی درصد حجمی نقاط برای تکرارهای مختلف بدست آمد و پس از پایان لکه .شد 9زدهبرچسب

های پروتئینی که در آخر لکه .انجام شد بیماریسطوح برای درصد حجمی هر لکه در  t آزمون

 مشخص شدند و روند افزایشی و یا کاهشی بیان آنها در هااز بین کلیه لکه داری داشتندمعنی تتغییرا

IF سبر اسا سندروماثر 
2
های پروتئینی با بودند لکه 2از  لاتربا IF نقاطی که دارای. شدند مشخص 

معرفی  1های پروتئینی با کاهش بیانداشتند به عنوان لکه 5/0از  کمتر IF و نقاطی که  3افزایش بیان

  (Hajheidari et al., 2005).زیر محاسبه گردید  بر اساس رابطه IF شاخص. شدند

 

   
هایلکه پروتئینی در حالت تنش درصد حجمی 

هایلکه پروتئینی در حالت شاهد  درصد حجمی 
 

 

 عاتی اینترنتیلاهای اطآمده در خصوص هر لکه و با مراجعه به پایگاهبدست  تعالابا استفاده از اط

NCBI  وExPASY نقطه ایزوالکتریک جو براساسها جستدر خصوص پروتئین pI ) ) و وزن مولکولی

                                                           

1- Lable 

2- Induction Factor 

3- Up-regulation 

4-Down-regulation 



‌
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تقریبی  تهای تفکیک شده به صوری این دو شاخص شناسایی پروتئینمقایسه انجام گرفت از طریق

 (.Toorchi et al., 2014) انجام شد
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مراحل مختلف اجرای الکتروفورز ژل دو بعدی -3-3شکل 
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 بندی سویاها در شرایط ابتلا به ناهنجاری غلافتغییر بیان پروتئین -4-1

در رقم  هنجاری غلاف بندیبه نا در گیاهان سالم و مبتلا پروتئومبرای بررسی الگوی تغییرات 

استخراج شد و با استفاده از    های کل ریشه از گیاهان سالم و مبتلا در مرحله کتول، پروتئین

ای و رنگ های لولهالکتروفورز دوبعدی با ژل. مورد تجزیه و مقایسه قرار گرفتالکتروفورز دوبعدی 

منجر  PDQuestینی با استفاده از نرم افزار آمیزی به روش آبی کوماسی و تجزیه و تحلیل نقاط پروتئ

های مشابه توسط نرم افزار محاسبه لکه( حجم)کمیت . لکه پروتئینی تکرارپذیر شد 921به شناسایی 

. دار استفاده گردیدهایی با کاهش یا افزایش بیان معنیاستیودنت برای شناسایی لکه-tشد و آزمون 

های پروتئینی با یی با تغییرات قابل ملاحظه از نظر بیان، لکههابرای افزایش دقت و انتخاب پروتئین

نقاطی با  5/0کتر یا مساوی چکو IFهایی با با افزایش بیان و لکه 2بزرگتر یا مساوی ( IF) عامل القای

 921نتایج نشان داد که از  .بندی سویا در نظر گرفته شدکاهش بیان تحت ابتلا به ناهنجاری غلاف

باشد که با انجام می قابل ملاحظهدارای تغییرات بیان  IFلکه بر اساس شاخص 31، لکه تکرارپذیر

نمودار )  ها، کاهش بیان نشان دادندگردید و تمامی لکه شناساییلکه پروتئینی معنی دار  t ،99آزمون 

-اطلاعات در مورد لکهو نشان داده شده است  9-1 الکتروفورز دوبعدی در شکل الگوی نتایج. (1-9

 .ارائه داده شده است 9-1 در جدولدار دارای تغییرات بیان معنیهای پروتئینی 

ییرات بیان معنی دار پروتئین ها در رقم کتول سویای دارای ناهنجاری غلاف بندتغ: 9-1شکل  
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بتلا به ناهنجاری غلاف بندی ا در شرایطاز ریشه سویا  2DEهای پروتئینی شناسایی شده با استفاده از لکه -2-1شکل 

(A ) و شاهد(B) 
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در تطبیق  بندی سویامبتلا به ناهنجاری غلافکتول های با بیان متمایز در رقم سویای مشخصات پروتئین: 9-1جدول 

 ExPASYو  NCBI  ایهای پایگاه دادهبا پروتئین

 ی           شماره دسترسی                 پروتئین همولوگجرم تئور -pIجرم آزمایشی         -pIشماره لکه        

8509                19/6- 13/13              17/6- 5/11         Q5F2M9               Glutamate dehydrogenase‌

8302               16/6- 71/30             8/6- 90/36        ‌‌‌I1MQN7‌‌uncharacterized protein               

6412‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌48/6-‌53/32‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌7/6-‌3/29 ‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌p10743‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌steam 31 KDa glycoprotein 

9311‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌11/7-‌35/29‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌7/6-‌3/29            p10743           steam 31 KDa glycoprotein 

3111‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌75/5-‌11/21‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌11/6-‌22 ‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌BAA74702‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌Germing- Like protein 

1211‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌42/5-‌69/22‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌11/6-‌22           BAA74702‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌Germing- Like protein 

3411‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌79/5-‌28/35‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌4/6-‌5/35                O48905             Malate dehydrogenase     

2311‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌65/5-‌21/31‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌75/4-‌1/29‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌A0A0B2QJ68‌‌‌‌‌‌‌‌‌14- 3- 3- Like protein  

4811‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌6-‌92/84‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌93/5-‌4/84‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌AAQ08403‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌Methionine synthase   

5111‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌17/6-‌72/18‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌1/6-‌4/17‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌AF442385‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌Thioredoxin 

2211‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌68/5-‌27/26‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌11/6-‌22               BAA74702‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌Germing- Like protein 
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 های دارای تغییرات بیان بر اساس عملکردبندی پروتئینقهطب -1-2

دار، در رقم کتول در جدول های مورد شناسایی و دارای تغییرات بیان معنیمشخصات پروتئین

 .بندی شدندها بر اساس عملکرد بیولوژیکی به پنج گروه دستهاین پروتئین. ذکر شده است( 1-9)

 تولید انرژیهای دخیل در متابولیسم و پروتئین 

 تقسیط و ذخیره سازی پروتئین های دخیل درپروتئین 

 های دخیل در انتقال سیگنالپروتئین 

 مهار کننده  هایپروتئینROS زداییو سم 

 پروتئین ناشناخته 

 

 های دخیل در متابولیسم و تولید انرژیپروتئین -1-2-9

 گلوتامات دهیدروژناز -1-2-9-9

باشد که بیان آن در وط به آنزیم گلوتامات دهیدروژناز میمرب احتمالا 8509لکه شماره 

این آنزیم . (3-1شکل ) دار کاهش یافتبه طور معنی سویا بندیگیاهان مبتلا به ناهنجاری غلاف

کند و به عنوان گیرنده و دهنده نیتروژن گلوتامات را کاتالیز می-وگلوتارات و الساگ 2واکنش تبدیل 

زیرا (‌Dubois et al. 2003)‌آنزیم تقریبا در تمام موجودات زنده وجود دارداین . کندایفای نقش می

 .Liu et al)ها دارد ای اسیدهای آمینه و کربوهیدراتنقش مهمی در سنتز اوره، متابولیسم واسطه

2008; Forde & Lea 2007).‌

‌Fontaine et al., 2012)‌فونتاین و همکاران وژناز در نقش فیزیولوژیکی گلوتامات دهیدر(

گزارش کردند گیاهان آرابیدوپسیس جهش یافته که فاقد این آنزیم بودند را مورد بررسی قرار دادند و 

احتمال بنابراین، . اگسوگلوتارات برای چرخه کربس است -2آن در تامین  ککه نقش اصلی فیزیولوژی
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وگلوتارات برای چرخه اگس -2منجر به کاهش محصول  سویا کاهش بیان این آنزیم در گیاهانرود می

‌(.Robinson et al., 1992)‌کربس خواهد شد

 ,.Hossain et al)محققین متعددی کاهش بیان گلوتامات دهیدروژناز تحت تنش حرارتی

کاهش‌بیان‌به طور کلی، . در سویا را گزارش کردند( Nanjo et al., 2011)شرایط غرقابی  و (2013

-گردد و از این طریق منجر به حس تنش میزی در گیاه میاین آنزیم منجر به کاهش ترکیبات اسم

دهی داشته و عملکردهای های سیگنالفرآینداین آنزیم نقش مهمی در  (.Xu & Zhou, 2006)‌گردد

 (.Fontaine et al., 2012)فیزیولوژیکی مهمی در متابولیسم کربن و نیتروژن دارد 

وژناز را در اندام برگ گیاه سویای مبتلا به زاده و همکاران کاهش بیان گلوتامات دهیدرپیغام

ها، گزارش کردند و بیان کردند که در مرحله پیری برگ 3ناهنجاری غلاف بندی در رقم گرگان 

تیدین دآمیناز و تغییر و تبدیل آمینواسیدهای آزاد آز و سیهای اورهها توسط آنزیمتخریب نوکلئوتید

آمینوترانسفراز، منجر به تولید آمونیوم آزاد درون سلولی های سلولی توسط شده از تخریب پروتئین

ها بسیار مضر است بلافاصله به اسید لبنابراین ضروری است که آمونیوم آزاد که برای سلو. گرددمی

-برای این منظور، آمونیوم ابتدا توسط گلوتامات دهیدروژناز به گلوتامات تبدیل می. آمینه تبدیل گردد

شود و به عنوان منبعی برای سنتتاز سیتوسولی به گلوتامین تبدیل می گلوتامینگردد و سپس توسط 

کاهش بیان گلوتات دهیدروژناز حاکی از . گیردها مورد استفاده قرار میتولید پرولین و سایر واکنش

اگسوگلوتارات در گیاه مبتلا به  -2بنابراین مقادیر . زدایی اسید آمینه گلوتامین استکاهش آمین

اگسوگلوتارات و گلوتامین میزان  -2مقادیر پایین . رضه ناهنجاری غلاف بندی کاهش خواهد یافتعا

GS/GOGAT
GABAدهد و در نتیجه گلوتامات از مسیر را کاهش می 9

گردد تا از متابولیزه می 2

                                                           

1-
 
 Glutamin Synthase/Glutamine oxoglutarate aminotransferase‌

2- Gamma-Aminobutyric acid‌



‌
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یابد تا آلانین تولید شود و به پیروات انتقال می GABAسپس گروه آمین . تجمع آن جلوگیری شود

گردد و به آسپارتات تبدیل در ادامه در صورت دسترسی کافی به اگزوالواستات، آلانین ترانس آمینه می

و یابد در نتیجه به دلیل عدم دسترسی کافی به اگزوالوستات، جریان چرخه کربن کاهش می. شودمی

 Payghamzadeh at)است   3این موضوع نشان دهنده عملکرد غیر طبیعی این چرخه در رقم گرگان 

al., 2017). 

 

  در شرایط سالم و دارای ناهنجاری غلاف بندی 8509لکه پروتئینی میزان بیان  -3-1 شکل
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 متیونین سنتتاز -1-2-9-2

باشد که بیان آن در گیاهان مبتلا احتمال دارد مربوط به متیونین سنتتاز  1809لکه پروتئینی شماره 

در سوخت و  این پروتئین. (1-1شکل )دار کاهش یافت ور معنیبندی سویا به طبه ناهنجاری غلاف

های فرآیندها معمولا پاتوژن. ها نقش دارد و برای رشد و نگهداری گیاه ضروری استساز اسید آمینه

 باشدمتابولیسم می فرآیندها دهند که مهمترین آنرا تحت تاثیر قرار می مختلف فیزیولوژیکی

(Zhang et al., 2011.) ابراین کاهش پروتئین متیونین سنتتاز در گیاهان مبتلا به ناهنجاری غلاف بن

در گیاه گندم کاهش این پروتئین  .باشددهنده ایجاد اختلال در متابولیسم این گیاهان میبندی نشان

 .((Huang et al., 2006در پاسخ به تنش غرقابی گزارش شده است  

 

 

 در شرایط سالم و دارای ناهنجاری غلاف بندی 1809لکه پروتئینی بیان میزان  -1-1شکل 
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 مالات دهیدوژناز -1-2-9-3

که بیان آن در گیاهان  باشدبه آنزیم مالات دهیدروژناز احتمالا مربوص  3109لکه شماره 

این آنزیم یکی از .  (5-1شکل ) کاهش یافت یداربندی سویا به طور معنیمبتلا به ناهنجاری غلاف

در گلیگولیز، . های گلیکولیز استباشد و مالات یکی از فراوردهخه کربس میهای چرآنزیم

به عنوان  NADHاز  فرآیندشود که در این آگزوالوستات توسط مالات دهیدروژناز به مالات احیا می

تواند در واکوئل ذخیره مالات حاصل می. گرددتبدیل می     شود و به منبع الکترون استفاده می

متابولیزه شود و یا وارد چرخه کربس در میتوکندری  ATPیا در میتوکندری به منظور تولید  شود و

که در این ( Wang et al., 2012)شود  تبدیل گزوالواستاتو به وسیله مالات دهیدروژناز به اشود 

 (.Scheibe, 2004) گیردگردد که برای احیای نیترات مورد استفاده قرار میتولید می NADHواکنش 

بنابراین، . تات و بالعکس استکاهش بیان مالات دهیدروژناز حاکی از کاهش تبدیل مالات به اگزالواس

مقادیر . بندی سویا کاهش خواهد یافتاگسوگلوتارات در گیاه مبتلا به ناهنجاری غلاف -2ر مقادی

در نتیجه، به  اگسوگلوتارات و مالات میزان جریان چرخه کربس را محدود خواهد کرد و -2 پایین 

یابد و این موضوع نشان دلیل عدم دسترسی کافی به اگزوالواستات، جریان چرخه کربن کاهش می

 . دهنده عملکرد غیر طبیعی این چرخه در رقم کتول است

-درجه 22و  90، 1)های حرارتی مختلف تاثیر دامنه( Yin et al., 2009)ین و همکاران 

با رهیافت پروتئومیک مورد بررسی قرار دادند و گزارش کردند که تحت را بر رشد سویا را ( گرادسانتی

های میتوکندریایی از جمله مالات دهیدروژناز کاهش های درگیر در متابولیتتیمار سرمایی پروتئین

 .بیان داشتند

زاده و همکاران کاهش بیان مالات دهیدروژناز را در اندام برگ گیاه سویای مبتلا به پیغام

مالات گزارش کردند و بیان کردند که کاهش سطح  3ری غلاف بندی در رقم گرگان ناهنجا

دهد که در شرایط ابتلا به عارضه ناهنجاری غلاف نشان می 3دهیدروژناز سیتوسولی در رقم گرگان 
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. یابدتر است و تولید مالات از طریق احیای اگزالوستات کاهش میبندی سویا مسیر تولید پیروات فعال

در مسیر تبدیل فسفو انول پیروات به پیروات باشد که  ATPتواند به دلیل تولید چرخش مسیر میاین 

احتمالا، این تغییر مسیر متابولیکی ممکن است . های متابولیکی را تامین کندانرژی لازم برای فعالیت

ه به نوبه خود برای فعالیت آنزیم رابیسکو اکتیواز باشد ک ATPیکی از راهکارهای مهم برای تولید 

 ATP/ADPسکو توسط نسبت فعالیت رابی. گرددمنجر به تنظیم فعالیت آنزیم رابیسکو می

در شرایط محدودیت . تر خواهد شدشود و با افزایش این نسبت این آنزیم فعالکلروپلاستی تنظیم می

ود دارد در انرژی، مسدود کردن مسیرهای دور و استفاده از مسیرهایی که امکان ذخیره انرژی وج

کاهش بیان مالات دهیدروژناز حاکی از کاهش تبدیل . تواند موثر باشدسازگاری سویا به این عارضه می

اگسوگلوتارات در گیاه مبتلا به ناهنجاری  -2بنابراین، مقادیر . مالات به اگزالواستات و بالعکس است

سی کافی به اگزوالواستات، جریان در نتیجه، به دلیل عدم دستربندی سویا کاهش خواهد یافت و غلاف

گرگان یابد و این موضوع نشان دهنده عملکرد غیر طبیعی این چرخه در رقم چرخه کربن کاهش می

 .(Payghamzadeh at al., 2017)است   3
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 ل در تقسیط و ذخیره سازی پروتئینیهای دخیپروتئین -1-2-2

 ایکیلو دالتونی ساقه 39گلیگوپروتئین  -1-2-2-9

-می 1309و  6102های شماره های دخیل در تقسیط و ذخیره سازی پروتئینی لکهپروتئین 

که بیان آن  باشدای کیلو دالتونی ساقه 39ها مربوط به گلیگوپروتئین باشند که ممکن است این لکه

. (7-1و  6-1شکل )  کاهش یافت یداربندی سویا به طور معنیان مبتلا به ناهنجاری غلافدر گیاه

 ای یکی ازکیلو دالتونی ساقه 39ها که گلیگوپروتئین ای رویشی یا گلیگوپروتئینهای ذخیرهپروتئین

زدایی لافای برگی در گیاهان سویای غهای ذخیرهاولین بار به عنوان پروتئین، ها استپروتئین این

 ,.Wittenbach, 1983b; Mason et al)باشد شده مشاهده شد و دارای دو زیر واحد آلفا و بتا می

های واکوئل سلول هااین پروتئینای، مکان تجمع های ذخیرهپروتئینبر اساس الگوی تجمع (. 1988

از  هاوکه شدن انتقال آناز بل ناشی های زایشیها در پاسخ به حذف اندامو تجمع آن بوده غلاف آوندی

-ها نه تنها به عنوان مخزن ذخیرهپیشنهاد شده است که این پروتئین .باشدهای برگ میطریق آوند

ها در نقش مهمی در تغذیه و سازگاری به تنشد بلکه نکنسازی موقت کربن و نیتروژن ایفای نقش می

دیده در تواند در ترمیم غشاء آسیبمی این پروتئین(. Sӧzen, 2004)د نمدت رشد و توسعه گیاه دار

توانند به طور مناسب های مختلف نقش داشته باشد و در نتیجه این گونه از ارقام سویا نمیاثر تنش

  (.Aghaei et al., 2009)های مختلف نشان دهند پاسخ مناسبی در برابر تنش

های ریشه، وتئین در اندام، وجود این نوع گلیکوپر(Afroz et al., 2010) افروز و همکاران 

روزه سویا را گزارش کردند و بیان کردند که وجود و تجمع این  7های هیپوکوتیل و برگ گیاهچه

ها به عنوان منبع غذایی و تولید انرژی برای ای، نشان دهنده مصرف این پروتئینهای ذخیرهپروتئین

  .رشد و نمو است

های مختلف در اثر تنش شوری ای در بافتی ساقهکیلو دالتون 39کاهش بیان گلیگوپروتئین 

(Yin et al., 2014 ) و تنش غرقاب(Komatsu et al., 2010 )توسط محققین گزارش شده است. 
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را در اندام برگ  ایکیلو دالتونی ساقه 39گلیگوپروتئین زاده و همکاران کاهش بیان پیغام

گزارش کردند و بیان کردند که در  3رگان گیاه سویای مبتلا به ناهنجاری غلاف بندی در رقم گ

های بسیار کم و عقیم، به نظر گیاهان سویای  مبتلا به ناهنجاری به علت عدم وجود غلاف و یا غلاف

رسد که انتقال مجدد در این گیاهان فعال نیست و یا بسیار کم است و در نتیجه ممکن است می

ها منجر منتقل نشده و احتمالا عدم نیاز به این پروتئینها تجزیه و ای اندامهای ذخیرهگلیکوپروتئین

 .(Payghamzadeh at al., 2017)به کاهش بیان ژن و در نتیجه بیان پروتئین در این گیاهان گردد 

 

 

 در شرایط سالم و دارای ناهنجاری غلاف بندی 6102لکه پروتئینی بیان میزان  -6-1شکل 

a 

b 

0 

2000 

4000 

6000 

8000 

10000 

12000 

14000 

 دارای ناهنجاری شاهد

ی
جم

 ح
صد

در
 

 6102لکه پروتئینی 



‌

 

53 

 

 

 در شرایط سالم و دارای ناهنجاری غلاف بندی 1309ی لکه پروتئینبیان میزان  -7-1شکل 

 

  پروتئین دخیل در انتقال سیگنال -1-2-3

باشد که این لکه پروتئینی می 2309پروتئین دخیل در انتقال سیگنال مربوط به لکه شماره 

-غلافکه بیان آن در گیاهان مبتلا به ناهنجاری باشد می Like protein -3 -3 -14احتمالا مربوط به 

 های فیزیولوژیکی ودر واکنش این پروتئین(. 8-1شکل ) کاهش یافت یداربندی سویا به طور معنی

 ,.Hajduch et al)همچنین در پر شدن دانه نقش دارد  کند وتنظیمی متعددی ایفای نقش می

 Shanko)غشاء پلاسمایی دارند  H-ATPaseت ها نقش تنظیمی مهمی در فعالیاین پروتئین (. 2005

et al., 2003 .) به طوری که این آنزیم در ایجاد شیب غلظت پروتئین در سرتاسر غشاء نقش مهمی

درون سلولی  pHدارد تا به این وسیله انرژی مورد نیاز برای انتقال ثانویه، تنظیم تورژسانس سلولی و 

 & Nouri)تسو‌در‌مطالعه‌نوری‌و‌کوما.‌(Martínez – Zaguilán & Sennoune 2016)را تامین کند 

Komatsu, 2010‌)3 -3 -14دو‌و‌یک‌لکه‌پروتئینی‌- Like protein  تحت تنش اسمزی ایجاد شده به

 -3 -14در گیاه ذرت نیز کاهش بیان . درصد کاهش بیان داشته است 90وسیله پلی اتیلن گلیکول تا 

3- Like protein  در گیاهان تحت تنش شوری گزارش شده است(Zӧrb et al., 2010.) 
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ها در مدت پر شدن دانه از آنجایی که این پروتئین نقش تنظیمی مهمی دارد و وجود آن

ای احتمال دارد کاهش بیان این پروتئین به طرز ناشناخته ،(Hajduch et al., 2005)باشد میضروری 

در این  به طور کلی .بندی سویا گرددمنجر به عدم توسعه دانه در گیاهان مبتلا به ناهنجاری غلاف

ممکن است به طرق مختلف و ناشناخته فعالیت  Like protein -3 -3 -14مطالعه، تغییر بیان 

ATPase دهی، رشد سلول و غیره را تحت تاثیر قرار دهد و از های سیگنالغشاء پلاسمایی، محرک

 ..ضه ناهنجاری غلاف بندی سویا گردداین طریق منجر به ایجاد عار

را در اندام برگ گیاه سویای مبتلا  Like protein -3 -3 -14کاهش بیان  زاده و همکارانپیغام

 Like -3 -3 -14گزارش کردند و بیان کردند که پروتئین  3به ناهنجاری غلاف بندی در رقم گرگان 

protein های همه های تنظیم کننده محافظت شده هستند که در سلولای از مولکولخانواده

دهی های مرتبط با سیگنالای از پروتئینها به طیف گستردهاین پروتئین. شوندها بیان مییوکاریوت

طیف عمل این پروتئین با . شوندهای تراغشایی متصل میآبشاری از جمله کینازها، فسفاتازها و گیرنده

ای از فرایندهای تنظیمی ها در طیف گستردههای دیگر نشان از نقش مهم آنبسیاری از پروتئین

های کلیدی عارضه ناهنجاری باشد بنابراین ممکن است این پروتئین از جمله تنظیم کنندهی میحیات

 .(Payghamzadeh at al., 2017) غلاف بندی سویا باشد
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 اییزدو سم ROSهای مهار کننده پروتئین -1-2-1

 Germin- Likeپروتئین  -1-2-1-9

که  باشد Germin- Likeمربوط به پروتئین  احتمالا 3909و  2202، 9209های شماره لکه

، 1-1شکل ) کاهش یافت یداربندی سویا به طور معنیبیان آن در گیاهان مبتلا به ناهنجاری غلاف

این پروتئین در طی  .باشندمی یو سم زدای ROSهای مهار کننده از پروتئینکه  (99-1و  1-90

های بالغ در واکنش به حمله پاتوژن های جوان گندم و همچنین در برگزنی دانه در گیاهچهجوانه

-های مرتبط با دیواره سلولی توصیف شدههای شبه جرمین به عنوان پروتئینپروتئین. شوندبیان می

اگسالات اکسیداز و سوپر اکسید دیسموتاز  شبیه یبرخی از اعضای خانواده شبه جرمین فعالیت. اند

در نتیجه فعالیت سوپراکسید دیسموتازی      ‌تولید .(Gucciardo et al., 2007)دهند نشان می

های ها و تنشها در استحکام دیواره سلولی و مقاومت در برابر حمله پاتوژنحاکی از نقش این پروتئین

 .(Lane, 1994)غیر زیستی است 
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 در شرایط سالم و دارای ناهنجاری غلاف بندی 2209لکه پروتئینی بیان میزان  -90-1شکل 
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 پروتئین تیرودکسین -1-2-1-2

که بیان آن در گیاهان  باشدمی Thioredoxinمربوط به پروتئین  احتمالا 5909لکه شماره 

، Thioredoxin. (92-1شکل ) کاهش یافت یداربندی سویا به طور معنیمبتلا به ناهنجاری غلاف

-گیاهان حائز اهمیت میهای سلولی نقش دارد و در فرآیندباشد که در بهبود آنزیم آنتی اکسیدان می

ها و سنتز از جمله متابولیسم چربی، حمل و نقل غشاء، متابولیسم هورمون های متعددفرآینددر . باشد

ATP  نقش دارد(Jean- Francois & Joris Messens 2010 .) این آنزیم یک آنتی اکسیدان مهم برای

افزایش بیان این پروتئین با تحمل در گیاهان سویای تحت تنش اسمزی، . باشدمی ROSاز بین بردن 

 (.Toorchi et al., 2009) .بالای گیاه نسبت به تنش همراه بود
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 پروتئین ناشناخته -1-2-5

بتلا به عارضه شرایط ا که تحت باشدمی 8302پروتئین ناشناخته مربوط به لکه شماره  

زاده و همکاران کاهش بیان این پیغام. (93-1شکل ) بندی کاهش بیان داشت ناهنجاری غلاف

سویای مبتلا به ناهنجاری غلاف بندی گزارش کردند و در  3پروتئین را در بافت برگ رقم گرگان 

  شناسایی شد Methylecgonone reductaseتحت عنوان پروتئین تجزیه و تحلیل بیوانفورماتیکی 

(Payghamzadeh at al., 2017.) 
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 یجه گیری کلینت

لکه پروتئینی تکرارپذیر  921تجزیه و تحلیل پروتئوم ریشه سویا رقم کتول منجر به شناسایی 

ها بر اساس این پروتئین. دار تغییر بیان داشتندلکه به طور معنی 99ها از بین این پروتئین. شد

 . طبقه بندی شدندعملکرد بیولوژیک، در پنج گروه 

مربوط به گلوتامات دهیدروژناز، متیونین سنتتاز و مالات  های مرتبط با تولید انرژیپروتئین

 .باشددهیدروژناز می

 .باشدمی ایکیلو دالتونی ساقه 39گلیگوپروتئین ی، سازمرتبط با تقسیط و ذخیره پروتئین 

 .باشدمی Like protein -3 -3 -14مربوط به  مرتبط با انتقال سیگنال پروتئین 

و تیرودوکسین  Germin- Likeپروتئین و سم زدایی شامل  ROSهای مرتبط با مهار پروتئین 

 .باشدمی

 Methylecgononeتحت عنوان پروتئین ماتیکی در تجزیه و تحلیل بیوانفورپروتئین ناشناخته  

reductase شناسایی شد  . 

سویای مبتلا به ناهنجاری غلاف بندی کاهش بیان را بافت ریشه ها در تمامی این پروتئین

های گلوتامات دهیدروژناز و مالات رود که پروتئیندر این مطالعه احتمال میبه طور کلی . نشان دادند

دلیل کاهش بیان موجب ه باشند، بهای دخیل در تولید انرژی میوط به پروتئیندهیدروژناز که مرب

عارضه ناهنجاری غلاف  ایجاداختلال در چرخه کربن در با  بروز اگسوگلوتارات شده و -2کاهش مقدار 

ممکن است به طرق  Like protein -3 -3 -14، تغییر بیان  و همچنین بندی سویا نقش داشته باشند

دهی، رشد سلول و غیره را های سیگنالغشاء پلاسمایی، محرک ATPaseناشناخته فعالیت مختلف و 

 ..تحت تاثیر قرار دهد و از این طریق منجر به ایجاد عارضه ناهنجاری غلاف بندی سویا گردد
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 پیشنهادات

حاضر مورد شود تجزیه پروتئوم سایر ارقام سویا نیز به منظور تایید و تکمیل مطالعه پیشنهاد می -9

 .بررسی قرار گیرد

گذاری، توالی یابی ادمن و ها مثل لکههای دقیق تعیین پروتئینها از روشجهت شناسایی پروتئین -2

 .سنجی جرمی استفاده شودطیف

های مهندسی از روشارقام دار در سایر های دارای تغییرات بیان معنیپس از تایید پروتئین -3

 .ی غلاف بندی سویا استفاده گرددپروتئین برای حل ناهنجار
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Abstract 

Pod distortion syndrome (PDS) is a special type of growth that soybeans remain green 

during long time after pods maturity. This syndrome can produce many problems at 

harvest time and it can reduce the plant performance. In this research, the comparison of 

the protein expression profiles of healthy and infected plants was performed in order to 

investigation of soybean podding abnormality reasons in Katul cultivar. For this 

purpose, root samples were selected at R6 vegetative stage via roving method and their 

protein was extracted by phosphate buffer extraction method. Two-dimensional 

electrophoresis gel resulted in the appearance of 124 repeatable protein spots. The 34 

spots were significantly altered in protein expression based on IF index (induction 

factor). By performing t-test, 11 protein spots were significant at 5% probability level. 

Most of these proteins were involved in energy production, metabolism, signal 

transduction, protein splitting and storage. Glutamate dehydrogenase, melatonin, 

glycoprotein 31 kDa stem, 14-3-3-like protein, as well as Ros proteins and 

detoxification including Germin like protein and Thioredoxin, and an unknown protein, 

showed a reduction of expression in response to this problem. In general, these results 

indicate that changes in the expression of certain proteins in the root of plants may in 

turn play a significant role in the appearance of soybean podding abnormality. 

Key words: Glycine max L., soybean podding abnormality, proteomics 
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