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  چكيده

هاي مبارزه با آفات و از جمله ترين و سودمندترين روش مطمئنجمله ده از ارقام مقاوم از استفا
 ،اياي و گلخانهمزرعه هايبررسي. پس از باشد) مي.Hypera postica Gyll(  سرخرطومي برگ يونجه

ها  پروتئينبيان  الگويبراي انجام مطالعات مولكولي و با هدف بررسي تفاوت  42تفرشژنوتيپ  در نهايت،
و مورد ارزيابي قرار  گرديدطي دو مرحله تنش و عدم تنش نسبت به سرخرطومي برگ يونجه، انتخاب 

، اي. تجزيه خوشهندشد مطالعههاي الكتروفورز دوبعدي ها با استفاده از ژلگرفت. تغييرات در بيان پروتئين
. نتايج نشان داد كه از ندقرار گرفت يهاي آماربررسي موردتجزيه به مؤلفه اصلي و تجزيه تابع تشخيص 

شده   بيان هاي بيشترين پروتئينداشتند. نقطه پروتئيني، تغيير بيان  11 ،نقطه پروتئيني تكرارپذير 218مجموع 
كه در پاسخ به تنش  ها بودند ، مربوط به گروه خاصي از پروتئين42تفرش با الگوي بيان افزايشي در ژنوتيپ 

سبب   ايخوشه تجزيه پروتئيني، نظر بياننقطه از  .% تغييرات داشتند46/45به ميزان  ،ايجاد شده توسط آفت
. لذا، هايي با بيان مشابه در هر خوشه استبيانگر وجود پروتئينشد كه ها به سه خوشه اصلي پروتئين تقسيم

بندي را ز خوشهنتايج حاصل ا ،تابع تشخيص تجزيه شد.حضور همه آنها در مسير بيولوژيكي مشتركي ثابت 
اين كه با استفاده از كلي نتيجه  .بودهاي پروتئيني با شرايط آزمايش % تأييد كرد كه نشان از انطباق داده100
دار ناشي از خسارت آفت سرخرطومي توان تغييرات بيان معنيبه سادگي مي ،هاي آماريتجزيهافزار و نرم

آن از  و متعاقب قرار داد و شاخص تغييرات را مشخص در سطح پروتئوم مورد ارزيابيرا برگ در يونجه 
  نمود. برداريمقاومت گياه مورد مطالعه بهره فزايش سطحمهندسي ژنتيك براي ا
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  مقدمه

 Hypera)آفت سرخرطومي برگ يونجه 

postica Gyll.)  كننده  محدود هايتنشاز جمله
شود در توليد يونجه در شرايط ايران محسوب مي

)Mazahery-Laghab, 2003 اين آفت از طريق .(
تواند چين اول تغذيه از شاخه و برگ يونجه، مي

آن را به طور كلي نابود كند و باعث محدوديت 
). بنابراين، Karimi, 1989توليد علوفه گردد (

هاي عامل مقاومت و نيز ئينشناسايي پروت
تشخيص ارقام مقاوم به سرخرطومي برگ يونجه 

- هاي اصلاحي، از جمله روشتواند در برنامهمي

هاي افزايش عملكرد اين گياه به حساب آيد 
)Danilson et al., 1989 امروزه با گسترش .(

هايي چون الكتروفورز دوبعدي امكان تكنيك
ح پروتئين ميسر ها در سطالگوي بيان ژن تجزيه

پروتئوميكس دانشي  واقع،گرديده است و در 
هاي است كه امكان بررسي الگوي بيان كل ژن

 Gygiكند (فراهم ميرا بيان شده درسطح پروتئوم 

et al., 2000.( هاي هدفمند با استفاده از بررسي
هاي توام با بكارگيري تكنيكآناليزهاي مولكولي 

لات مقاومت به ازمايشگاهي، مخصوصا در تعام
هاي مربوطه هاي زيستي و شناسايي پروتئينتنش

 Khezri, 2013; Saiari etبه عمل آمده است (

al., 2015(. هاي پروتئوميكي با دارا تجزيه داده
متغيره  ي چندهابودن متغيرهاي زياد نياز به روش

آماري همزمان چندين متغير  دارد كه امكان تجزيه
 جملهاز ). Zali et al., 2011كنند (را فراهم مي

-  و پلاسم و تجزيهبندي ژرمراهكارهاي طبقه

تحليل روابط ژنتيكي بين افراد استفاده از 
- متغيره است. در تكنيك هاي آماري چندالگوريتم

- از تجزيه هم ،متغيره تحليل چند و هاي تجزيه

زمان چندين متغير براي بررسي روابط بين افراد 
 طورها امروزه بهين تكنيكا .شوداستفاده مي

ژنتيكي  تحليل تنوع و اي براي تجزيهگسترده
هاي مورفولوژيكي، هاي مختلف از قبيل دادهداده

بيوشيميايي يا نشانگرهاي ملكولي مورد استفاده 
 ,Mohammadi and Prasanna( گيرندقرار مي

پيرامون ميانگين و يا  ،هادر اين تكنيك ).2003
تغير و يا رابطه دو متغير بحث واريانس يك م

شود بلكه در تجزيه چندمتغيره در ارتباط با نمي
 ،گردد. در واقعزمان متغيرها بحث ميروابط هم

هاي ميان سه ها و همبستگيپيرامون كوواريانس
مطالعه يك در  .شودمتغير يا بيشتر سخن گفته مي

)Zali et al., 2011(، هاي حاصل از  داده جزيهت
اده از الكتروفورز دوبعدي با استف هاي ژل

هاي آماري چندمتغيره انجام شد كه در  روش
روش آماري مطلوبي جهت تعيين شاخص  نتيجه،

هاي اصلي، د. تجزيه به مؤلفهگرديتغييرات معرفي 
اي و تجزيه تابع تشخيص از جمله تجزيه خوشه

اي هستند كه در تغيرهم هاي آماري چندروش
- شوند. خوشهي استفاده ميهاي دوبعدژل تجزيه

ها بر مبناي معيار بندي پروتئينبندي، به گروه
هاي كه دادهنظر به اين پردازد.مورد نظر مي

 ،پروتئوميكي داراي متغيرهاي متعددي هستند
- متغيره كه مي استفاده از روش تجزيه آماري چند

زمان همه نقاط پروتئيني موجود را مورد تواند هم
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هاي كلي بيان ژن را هد و تفاوتارزيابي قرار د
هاي مختلف درگير در آناليز را شناسايي بين گروه

 ,.Zali et al( نمايد روش مطلوب و مؤثري است

2011; Pedreschi et al., 2008.(  روش تجزيه
يكي از الگوهاي تشخيص و  1هاي اصليمولفه

باشد. در  شناسايي در يك مجموعه اطلاعات مي
ها و  ا بر اساس شباهتاين روش اطلاعات ر

كنند. از آن جا كه از  ها بيان مي هاي آن تفاوت
در اطلاعات در ابعاد بالا، نقشه و طرح خاص 

تجزيه به  ان پيدا كرد،تو يرا به سختي مها  داده
تواند مؤثر باشد.  هاي اصلي در اين زمينه ميلفهمؤ

هاي اصلي، ارتباط بين لفهمؤتجزيه به  ،در حقيقت
و در جايي كه نمايش  كندميا كشف ها ر داده

گرافيكي به دليل حجم بالا و پيچيدگي تصاوير 
وجود ندارد، تجزيه اجزاي اصلي يك ابزار 

تحليل اطلاعات محسوب  و نيرومند براي تجزيه
در مطالعه نمونه برگ دو رقم گندم تحت شود.  مي

پپتيدي مقايسه الگوهاي پلي ،تنش كادميوم و جيوه
، تأثير فلزات دوبعدي تروفورزحاصل از الك

هاي گياه تحت كادميوم و جيوه در سنتز پروتئين
  .)Raeesi Sadati et al., 2016( دشتنش گزارش 

كاربردهاي آماري مطالعه حاضر، در 
گيرد.  افزارهاي آناليز ژل مورد توجه قرار مي نرم

هاي پاسخگو و بررسي پس از شناخت پروتئين
ج حاصل از اين بررسي نتايها، نقش احتمالي آن

شناسايي  و هاي مولكوليدر كنار ساير تكنيك
تر اثرات تنش سرخرطومي روي گياه يونجه، دقيق

                                                            
Principal component analysis -1 

تواند بستر مناسبي را در جهت بهبود صفت مي
مقاومت به سرخرطومي در يونجه فراهم كند. در 

هاي وتئينهدف اين گزارش مطالعه پر ،واقع
آلوده به د و هاي شاه در نمونه 42ژنوتيپ تفرش

با  ها ارتباط آن آفت سرخرطومي برگ يونجه و
هاي پروتئيني  شناسايي لكههمچنين، مقاومت و 

دار با كمك تكنيك  با تغييرات بياني معني
  باشد.الكتروفورز دوبعدي مي

  
  هامواد و روش

ها در  به منظور بررسي ارتباط بيان پروتئين
شرايط تغذيه و عدم تغذيه سرخرطومي برگ 

بندي  بر اساس جمع 42ونجه، ژنوتيپ تفرشي
در اينجا  نتايجكليه اي ( اي و گلخانه نتايج مزرعه
ز دوبعدي مطالعات الكتروفورمورد  اند)،ذكر نشده

ژنوتيپ به اين اين سازي . نحوه آلودهقرار گرفت
ي هاي جداگانهدر گلدان آنگونه بود كه بذر 

به ها (سه گلدان برخي از گلدان .كشت گرديد
مثابه سه تكرار) از آسيب آفت سرخرطومي 
مصون بودند و سه گلدان (سه تكرار) ديگر با 

مورد تغذيه آلوده و استفاده از لاروهاي سن سوم 
واقع شدند. بافت سبز قسمت هوايي ژنوتيپ 
تحت تغذيه و عدم تغذيه سرخرطومي در مرحله 

زمان برداشت و بلافاصله  دهي بطور همقبل از گل
-مايع قرار گرفت و تا زمان انجام تجزيهدر ازت 

درجه سلسيوس  -80هاي بيوشيميايي در فريزر 
گرم از هر نمونه برگي  5نگهداري شدند. سپس 

گرم نيز بدون  5تحت تغذيه آفت سرخرطومي و 
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تغذيه آفت سرخرطومي برگ يونجه، در هاون 
چيني در حضور نيتروژن مايع، به طور كامل 

حاصل گرديد. استخراج  آسياب و پودر يكنواختي
 .et alروشاساس  پروتئين از بافت برگ بر

(1986)  Damerval  .با اندكي تغيير انجام شد
گرم از پودر حاصل از نمونه  ميلي 200 مقادير

-هاي دو ميليآلوده و غيرآلوده، به ميكروتيوب

ليتري منتقل شد. پنج برابر حجم نمونه گياهي 
) TCA1اسيد (محلول استخراج تري كلرواستيك 

 - 20ده درصد، در استوني كه در فريزر در دماي 
درجه سلسيوس سرد شده بود، به پودر حاصله 
اضافه گرديد و بافت له شده چندين بار ورتكس 

درجه  -20گرديد. سپس به مدت يك ساعت در 
هاي پروتئيني به سلسيوس قرار گرفت. نمونه

ه درج 4دار منتقل و در دماي سانتريفيوژ يخچال
 g14000دقيقه با دور  15سلسيوس به مدت 

سانتريفيوژ گرديد. مايع رويي با دقت دور ريخته 
مانده در ميكروتيوب، شد و به رسوب باقي

بعلاوه  Acetoneليتر ميلي 50( 2محلول شستشو
) اضافه گرديد. مواد باقي مانده DTT3گرم 15/0

در ميكروتيوب سوسپانسيون شدند. سپس 
دقيقه  20حاوي پروتئين به مدت هاي ميكروتيوب
درجه سلسيوس قرار گرفتند تا  -20در دماي 

هاي موجود در ميكروتيوب (كه مجدد پروتئين
اند) به طور كامل رسوب كنند. سانتريفيوژ شده

خشك  - C°4هاي پروتئيني در دماي نمونه ،نهايتاً
بهينه مورد نياز در اين تحقيق  pHشد. 

                                                            
1- Tricolor Acetic Acid  
2- Washing Solution  
4- Dithio Threitol  

بودند. براي متورم  4-7خطي  pHهايي با  استريپ
ميكروليتر از محلول  360ها، ميزان نمودن ژل

گرم  ميلي 8/0) كه حاوي 1(جدول  4سازي متورم
سازي مطلوب  پروتئين (انتخاب محلول متورم

بستگي به ميزان محلوليت پروتئين نمونه مورد 
استفاده دارد) بود به داخل شيار موجود در سيني 

 DTTو  IPG Bufferسازي قرار گرفت.  متورم
سازي  قبل از استفاده به محلول استوك متورم

روي محلول حاوي  5اضافه شدند و ژل نواري
شدن دستگاه،  پس از آماده پروتئين قرار گرفت.

شده در محل مربوطه در تانك  ژل متورم
ساخت شركت  IIالكتروفورز دستگاه مولتي فور

قرار گرفت و برنامه آن به  6آمرشام بيوساينس
). در اين 2گرادينت تنظيم گرديد (جدول  صورت

 18مطالعه، جهت الكتروفورز يك ژل نواري 
طور متوسط، ، به7تا  pH 4متري با دامنه سانتي

هزار ولت ساعت بود. اين انرژي طي  59نياز به 
شش مرحله  تأمين گرديد. در اين مرحله پس از 

ها  ) و تفكيك پروتئينIEFاتمام مراحل بعد اول (
ب بار الكتريكي، لازم است تا اثر بار به بر حس

ها تنها بر حسب وزن  نوعي خنثي شده و پروتئين
  ملكولي در بعد دوم الكتروفورز تفكيك شوند.

                                                            
4- Rehydration 
5- Immobilized pH gradient Strip 
6- Amersham Bioscience 
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  .ليتر ميلي 30سازي با حجم نهايي  مواد لازم جهت تهيه محلول متورم -1جدول 

Table 1- The required materials for the preparation swelling agent solution with a final 
volume of 30 ml. 

  نوع
Type

  مقدار 
Amount 

 Urea 12 gr    اوره

  CHAPS 0.5 gr     چپس
  آبي برمو فنل بلو

Blue bromophenol  
200 µl in Ethanol  

  آب ديونيزه (دو بار تقطير)
DH2O

25 ml     

  
  .برگ يونجه IEFبرنامه الكتروفورز-2جدول 

Table 2- IEF electrophoresis applications alfalfa leaves. 
-جريان (ميلي

 آمپر)
Current (mA) 

توان (وات)
Power (w) 

زمان 
 (ساعت)
Time (h)

 ولتاژ (ولت)
Voltage (V) 

 مراحل
Stage 

 رديف
Row 

2 5 1500Gradient 1 
2 51500Stop 2 
2 51300Gradient 3 
2 52300Stop 4 
2 54800Gradient 5 
2 53800Stop 6 

 
بعد اول طي دو  IPGبه همين منظور، نوار 

 SDS-PAGEمرحله در محلول متعادل كننده 
ليتر محلول  ميلي 10قرار داده شد. براي هر نوار 

متعادل سازي از فريزر بيرون آورده شد، و به 
دماي اتاق رسيد. اين محلول شامل گليسرول 

، pH 7مولار با ميلي 50تريس  مولار، 6%، اوره 30
SDS 4  ،%DTT 1 بود. 002/0بلو %، برموفنول %

ليتري تقسيم و  ميلي 5سپس به دو قسمت مساوي 

دار ريخته شد. نوارهاي  در لوله آزمايش درپوش
IPG سازي اول كه حاوي محلول متعادل درDTT 

دقيقه روي شيكر  20گذاشته و به مدت  ،% بود1
سلسيوس قرار گرفت. سپس درجه  37با دماي 

محلول اول كاملاً دور ريخته شد و نوارها با آب 
نوارها در  سپسمقطر دوبار تقطير شسته شدند. 
% وزني/حجمي 5محلول دوم حاوي يدواستاميد 

 پس از آن، و ، قرار داده شدندDTTبه جاي 
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 37دقيقه روي شيكر با دماي  20به مدت  محلول
ها پس از آماده  لدرجه سلسيوس قرار داده شد. ژ

 Image Scanner IIIشدن با دستگاه اسكنر مدل 
اسكن و  Tiff ساخت شركت فارماسيا با فرمت 

ها ذخيره شدند. مقايسات براي هر يك از جمعيت
تحت تنش زيستي آفت سرخرطومي برگ يونجه 
و فاقد تنش زيستي انجام گرفت. براي بررسي 

روي  هاي پروتئيني بيان شده كمي و كيفي لكه
 Melanieافزار هاي دوبعدي اسكن شده، از نرم ژل

6.2 (Gene Bio, Geneva, Switzerland)  
ها  استفاده شد. بدين ترتيب كه پس از انتخاب لكه

ها،  ها در نرم افزار و ويرايش دستي آن روي ژل
هاي مختلف با هم  ها به طور اتوماتيك در ژل لكه

هاي  نمودن لكه جفت شدند. پس از جفت
يمارهاي مختلف، به طور دستي بررسي شدند تا ت

ها  نمودن لكه  افزار در جفت از صحت عمل نرم
هاي دو  هاي بين لكه اطمينان حاصل شود. تفاوت

شناسايي شدند. درصد حجمي  ،تيمار متفاوت
افزار محاسبه شد. براي شناسايي  توسط نرم

دار نشان  هايي كه بين دو تيمار تفاوت معني لكه
استيودنت - tاستفاده از آزمون آماري  دادند با

هاي درصد حجمي دو تيمار  تفاوت بين ميانگين
به منظور تعيين ميزان  ،همچنينمشخص شد. 

ها در شرايط كاهش و يا افزايش بيان پروتئين
تغذيه و يا عدم تغذيه سرخرطومي، ميانگين 
درصد حجمي هر لكه در مرحله تنش به ميانگين 

ر مرحله عدم تنش درصد حجمي همان لكه د
 1تقسيم و به عنوان شاخص تغييرات بيان پروتئين

                                                            
1- Induction factor 

در تعيين ميزان كاهش يا افزايش بيان هر لكه 
  پروتئيني مورد استفاده قرار گرفت. 

  
  نتايج و بحث

نتايج الگوي  2و  1هاي در شكل
الكتروفورزي در ژل دوبعدي آورده شده است. 

شود وزن مولكولي همان طور كه مشاهده مي
ها با استفاده از الكتروفورز همزمان پروتئين

مشخص و در  2نشانگرهاي پروتئيني استاندارد
تخمين زده شد. نقطه   Melanie 6.2 افزار نرم

- ايزوالكتريك نيز براي هر لكه پروتئيني با اندازه

متري سانتي 18مهاجرت لكه روي نوار  گيري
IPG  با محدوده pH 7-4 افزار خطي در نرم

- شد. هر لكه پروتئيني با تغيير بيان معنيمشخص 

دار، با در دست داشتن وزن مولكولي و نقطه 
ايزوالكتريك و با جستجو در مقالات مرتبط در 

، Uniprot هاي اطلاعاتي و سايت اين زمينه، بانك
 ).4مورد شناسايي احتمالي قرار گرفت (جدول 

اي بوده كه ها به گونهروند تغييرات اين پروتئين
مرحله تحت تغذيه نسبت به مرحله عدم  در

تغذيه سرخرطومي، دچار افزايش بيان شده و 
  داري از خود نشان داده است.اختلاف معني

                                                            
2- Amersham Pharmacia Biotech 
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 5/12يونجه، روي ژل  42الگوي الكتروفورز دوبعدي مرحله تحت تغذيه ژنوتيپ تفرش -1شكل 
  درصد.

Figure 1- Two-dimensional electrophoresis pattern under feeding on genotype 
Tafresh42, onto the 12/5% gel.  

  

  
 5/12يونجه، روي ژل  42تفرش ژنوتيپ از الگوي الكتروفورز دوبعدي مرحله عدم تغذيه -2شكل 
 .درصد

Figure 2- Two-dimensional electrophoresis pattern of the non-feeding on Tafresh42 
genotype, onto the 12/5% gel.  
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هر چقدر نسبت شاخص تغييرات بيان 
دهنده افزايش تر از يك باشد، نشانپروتئين بزرگ

بيان آن لكه پروتئيني طي مرحله تغذيه 
سرخرطومي نسبت به عدم تغذيه توسط آن بوده 

تر از يك باشد به و هرچه اين شاخص كوچك
 11از بين معناي كاهش بيان لكه مورد نظر است. 

لكه  8دار ( داراي تغييرات بياني معني لكه پروتئيني
 در ژنوتيپلكه با كاهش بيان)  3با افزايش بيان و 

 46/45ها يعني  ، بيشترين تعداد آن42تفرش
درصد در پاسخ به تنش، بيان شده بودند و پس از 

ها در متابوليسم  درصد از آن 27/27آن حدود 
 شده با هاي بيان كردند. پروتئين انرژي نقش ايفا مي

كننده در متابوليسم و  عملكرد نامشخص، شركت
هاي  درصد از كل پروتئين 09/9سنتز نيز هركدام 

). 3بيان شده را به خود اختصاص دادند (شكل
طالعه سازوكارهاي مقاومت به تنش به كمك م

هاي متنوع ژنوميكس كاربردي نظير تلفيق روش
كريپتوميكس و پروتئوميكس با مطالعه ترانس
پذير ها امكانمچنين بيوشيمي متابوليتها و هتنش

ي خواهد بود و بدين ترتيب فرآيند پيچيده نحوه
ها مشخص خواهد شد مقابله گياهان با تنش

)Salkdeh and Nasrabadi, 20104 ). شكل 
وتئيني با بيان هاي پر بعدي لكه تصوير دو و سه

  دهد.را نشان مي 42تفرش  دار در ژنوتيپ معني
هاي مهم پروتئوميكي با دارا  هدر آناليز داد

هاي چندمتغيره  بودن متغيرهاي زياد نياز به روش
است تا امكان تجزيه آماري همزمان چندين متغير 

). در اين مطالعه، Zali et al., 2011فراهم شود (

افزارهاي تجزيه ژل مورد  كاربردهاي آماري نرم
توجه قرار گرفت. بررسي نمودارهاي تجزيه به 

هاي مرتبط با  ي اصلي نشان داد كه ژلها مؤلفه
تيمارها داراي تكرارپذيري مطلوب بوده و نيز 

داري  تيمارهاي انتخاب شده، داراي تفاوت معني
تجزيه  5باشند. شكل  ها مي از نظر بيان لكه

ها در جمعيت  اي ميانگين حجم لكه خوشه
و در شرايط عدم تغذيه سرخرطومي  42تفرش

نشان  Wardوش برگ يونجه را بر اساس ر
، دندروگرام را 4دهد كه خط برش در فاصله  مي

  بندي نموده است. در دو گروه خوشه
 87و  35هاي شماره  بدين صورت كه لكه
در نمودار)  10و  3هاي  در خوشه اول (با شماره

، 69، 67، 62، 55، 49، 31، 29هاي شماره  و لكه
، 2، 4، 7، 1در خوشه دوم (به شماره  89و  74
در نمودار) قرار گرفتند. در  8و  9، 6، 5، 11

نيز در مطالعات  et al (2011) Zaliتحقيقي 
اي استفاده  الكتروفورز دوبعدي از تجزيه خوشه

كرده و آن را روشي ارزشمند در مطالعات 
ها را  پروتئومي گزارش و بر اساس آن لكه

  بندي نمودند. دسته
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(براساس  42دار در ژنوتيپ تفرش  با تغييرات بياني معني هاي پروتئيني نمودار درصد لكه-3شكل 

  ها). عملكرد و نقش آن
Figure 3- Diagram of a protein spots with significant changes in Tafresh42 genotype 

(On the base of performance and their functions). 
  

هاي  هاي حاصل از ژل و تحليل داده  تجزيه
  هاي آماري چندمتغيره با كمك روش دوبعدي

بندي بر اساس نقاط پروتئيني در  نتايج گروه
در شرايط عدم تغذيه مورد  42ژنوتيپ تفرش

 6باشد. شكل  تأييد تجزيه تابع تشخيص مي
ها در  پلات مربوط به پراكنش حجم لكه باي

 42هاي اصلي در جمعيت تفرش تجزيه به مؤلفه
را نشان در شرايط عدم تغذيه سرخرطومي 

هايي كه  پلات، لكه ي دهد. با توجه به شكل با مي
اي  نزديك به هم قرار دارند، از نظر تجزيه خوشه

در يك گروه قرار دارند. اين موضوع نشان 
هايي در نزديك هم قرار دارند  دهد كه لكه مي
خانواده بوده و يا از عملكرد مشابهي  هم

اه نخود در گيCastiljo et al (2011) برخوردارند. 
اي، در مطالعه الكتروفورز دو بعدي با كمك علوفه
هاي آماري چندمتغيره نظير تجزيه به  روش
لكه پروتئيني مختلف تحت  43هاي اصلي،  مؤلفه

شرايط آزمايشگاهي شناسايي كرده و استفاده از 
تحليل وهاي آماري چندمتغيره را در تجزيه روش
  .هاي پروتئيني مطلوب گزارش نمودند لكه
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    Number of spot  شماره لكه

29  

    
31  

   
35 

   
49 

   
55  

   
62 

   
67  

   
69  

   
74  

   
87  

   
89  

   
  .42دار در ژنوتيپ تفرش  هاي پروتئيني با بيان معني بعدي لكه تصوير دو و سه-4شكل

Figure 4- three-dimensional image of two protein spots with significant expression in 
Tafresh 42 genotype. 
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 بين مرحله عدم تغذيه و مرحله تحتدار  هاي پروتئيني داراي تغيير بياني معنيويژگي لكه -3جدول 
  تغذيه سرخرطومي در يونجه مورد مطالعه.

Table 3- Features of protein spots with different significant detections between the 

feeding and non-feeding conditions in alfalfa under study. 

يان
ع ب
 نو

E
xp

re
ss

io
n

 t
yp

e 

F
ol

d 
ch

an
ge

 (
IF

) 

T
-t

es
t 

ميانگين درصد حجم
لكه پروتئيني در براي هر 
عدم تغذيه  مرحله

 خطاي ±سرخرطومي 
  استاندارد

Average volume 
percent of spots in non-
feeding conditions ± 
standard error 

ميانگين درصد حجم 
لكه پروتئيني در براي هر 
تغذيه  مرحله

 خطاي ±سرخرطومي 
  استاندارد

Average volume 
percent of spots in 
feeding conditions ± 
standard error 

M
at

ch
 I

D
 

N
u

m
b

er
 (

L
an

d
m

ar
k

) 

 29 894 0.01±0.0080.24346±0.37496 0.002 0.6492 كاهشي

 31 805 0.04±0.0030.45669±0.0070.2235 2.0433 افزايشي
 35 866 0.01±0.010.18007±0.0110.9455 0.1904 كاهشي

 49 655 0.05±0.010.44024±0.0220.23251 1.8934 افزايشي
 55 658 0.02±0.010.18267±0.0070.06335 2.8835 افزايشي
 62 800 0.004±0.010.4592±0.0180.10230 4.4887 افزايشي
 67 852 0.01±0.010.25241±0.0370.17231 1.4648 افزايشي
 69 850 0.03±0.020.27717±0.0200.13038 2.1258 افزايشي
 74 810 0.03±0.020.29796±0.0120.12664 2.3528 افزايشي
 87 745 0.02±0.010.17580±0.0270.6846 0.2567 كاهشي
 89 729 0.02±0.010.14902±0.05218 0.047 2.8558 افزايشي
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  .بر اساس گزارشات موجود 42تفرش هاي بيان شده در ژنوتيپات پروتئينمشخص -4جدول 
Table 4- Profile proteins expressed in Tafresh 42 genotype based on present reports. 

Reference  
FunctionOrganism

M
W

(k
D

a)
 

pI  Name 

L
an

dm
ar

k  

Aranjuelo et al., 
2011

EnergyOryza sativa30.5 4.20sedoheptulose-1,7-
bisphosphatase precursor

29  
Hashimoto and 
Komatsu, 2007

Stress O. sativa48.45 4.47 Putative calreticulin 
precursor

31  
C. Xu et al., 2006EnergyPisum sativum39.23 5.41 Phosphoribulokinase35  
Chen et al., 2009StressMedicago sativa75.40 5.22 Heat Shock protein HSP 

70
49  

Hashimoto and 
Komatsu, 2007

StressO. sativa76.02 6.07 Putative phenylalanine 
ammonia lyase

55  
Di Carli et al., 2011 

Stress 

Vitis vinifera 43.16 6.18Chalcone synthase(CHS)62  

Di Carli et al., 2011Energy 
and 
Carbon 
Metaboli
sm

V. vinifera34.73 6.62Glyceraldehydes-3-
phosphate dehydrogenase

67  

Peltier et al., 2002Unknow
n 
Function

Arabidopsis 
thaliana 

36.5 6.2  DegP169  

Di Carli et al., 2011Stress V. vinifera43.16 6.18 Chalcone synthase(CHS)74  
Chen et. al., 2009SyntheticM. sativa51 5.62 ATP synthase beta subunit87  
Hashimoto and 
Komatsu, 2007

Metaboli
sm

O. sativa51.31 5.21 UDP-glucose 
pyrophosphorylase

89  
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در شرايط عدم تغذيه سرخرطومي  42تفرش ها در ژنوتيپ لكهاي ميانگين حجم  هتجزيه خوش -5شكل 

  .)1963بر اساس روش وارد (
Figure 5- Cluster analysis of the average volume of spots in Tafresh42 genotype in non-
feeding weevil condition based on input Ward method (1963). 

 
 

  
در  42تفرش  ژنوتيپبندي بر اساس نقاط پروتئيني خيص گروهتجزيه تابع تشنتايج  -5جدول 

  .شرايط عدم تغذيه سرخرطومي
Table 5- Result of discrimination analysis for classification based on Tafresh 42 
genotype protein spots in feeding weevil condition. 

Groups 
based on 
cluster 

analysis  
هاي گروه

حاصل از 
تجزيه 
  اي خوشه

Predicted Group Membership  
  بيني شده بر اساس تجزيه تابع تشخيص هاي پيشگروه

  
Total  
  مجموع

1 23  
Number 

  تعداد
%  

  درصد
Number 

  تعداد
%  

درصد 
Number 

  تعداد
%  

   درصد
Number 

  تعداد
%  

  درصد

1 21000 0 0  0  2  100 
2  00 9 100 0  0  9  100  
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در  42تفرش ژنوتيپهاي اصلي  ها در تجزيه به مؤلفه پلات مربوط به پراكنش حجم لكه باي -6شكل 

  .شرايط عدم تغذيه سرخرطومي
Figure 6- Biplot related to the distribution of Tafresh 42 genotype spots on principal 
component analysis in non-feeding weevil condition. 

 
ين اي بر اساس ميانگ تجزيه خوشه 7شكل 
و در شرايط  42تفرش ها در ژنوتيپ حجم لكه

را  Wardتغذيه سرخرطومي بر اساس روش 
هاي  ، لكه4دهد. خط برش در فاصله  نشان مي

دار را در سه گروه  پروتئيني با تغييرات بياني معني
هاي  لكه ،بندي كرده است. بر اين اساس خوشه

در خوشه اول (به ترتيب با  62و  49، 31شماره 
هاي شماره  در نمودار)، لكه 6و  4، 2هاي  شماره

، 5، 3هاي  (به ترتيب با شماره 74و  69، 67، 29
هاي  در نمودار) در خوشه دوم و لكه 11و  10

هاي  (به ترتيب با شماره 89و  87، 55، 35شماره 
جدول ) در خوشه سوم قرار گرفتند. 9و  8، 7، 1
بندي بر اساس ابع تشخيص براي گروهنتايج ت 6

 در شرايط 42نقاط پروتئيني در ژنوتيپ تفرش
دهد و اين نتايج  تغذيه سرخرطومي را نشان مي

درصد مورد تأييد تابع تشخيص  100بطور 
پلات مربوط به پراكنش  باي 8باشد. شكل  مي

هاي اصلي  ها با روش تجزيه به مؤلفه حجم لكه
رايط تغذيه و در ش 42در ژنوتيپ تفرش

دهد كه بر اساس آن   سرخرطومي را نشان مي
هايي كه نزديك به هم هستند و در يك  ژنوتيپ

اي  اند، از نظر تجزيه خوشه خط بسته قرار گرفته
اند. در گياه گندم  در يك گروه قرار گرفته

Janmohamdi )2009هاي  ) نيز از تجزيه به مؤلفه
را روشي  اصلي به نحو مطلوبي استفاده كرده و آن

بندي تيمارهاي مورد  توانا و مناسب در گروه
  اند. مطالعه دانسته
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و شرايط تغذيه سرخرطومي بر  42ها در ژنوتيپ تفرش اي ميانگين حجم لكه تجزيه خوشه -7شكل 

  .)1963اساس روش وارد (
Figure 7- Cluster analysis Average volume Tafresh 42 Genotype spots in the alfalfa 

weevil feeding conditions based on input Ward method (1963). 
  

.  
در شرايط تغذيه  42تفرش بندي بر اساس نقاط پروتئيني ژنوتيپتابع تشخيص گروهنتايج  -6جدول 

  .سرخرطومي
Table 6- Result of discrimination analysis for Classification based on the protein 
detection function Alfalfa Weevils Tafresh 42 genotype in the alfalfa weevil feeding 
condition. 

Groups based on 
cluster analysis  

هاي حاصل از گروه
  اي تجزيه خوشه

Predicted Group Membership  
 Total  شده بر اساس تجزيه تابع تشخيص بيني هاي پيشگروه

  كل
 1 23 

Number 
  تعداد

%  
  درصد

Number 
  تعداد

%  
  درصد

Number 
  تعداد

%  
  درصد

Number 
  تعداد

%  
  درصد

1 3 100 0 00  0  4  100 
2 00 4 100 0  0  4  100 
3 0 0 00 4  100  4  100 
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و  42تفرش هاي اصلي ژنوتيپ تجزيه به مؤلفهها در  پلات مربوط به پراكنش حجم لكه باي -8شكل 

  .يشرايط تغذيه سرخرطوم
Figure 8- Biplot related to the distribution of Tafresh 42 genotype spots on principal 
component analysis and in alfalfa Weevils feeding condition. 

  
  گيري كلينتيجه

تر كنترل آفت براي فهم بهتر و عميق
اثر متقابل و ارتباط بين  ،سرخرطومي برگ يونجه

سطوح ملكولي ضروري و مورد نياز  سازوكارهاي
است. اخيراً تجزيه پروتئوميكي به يك ابزار 
مطلوب در تحقيق فرآيندهاي پيچيده سلولي نقش 

هاي ژنتيكي و كند. اين روش در بررسيايفا مي
هاي گياهي دخيل در شناسايي احتمالي پروتئين

 تحمل و مقاومت به آفات بسيار موفق بوده است.
ي در شناخت سازوكار تحمل ساسا موارديكي از 

ها، بررسي و و مقاومت گياهان در پاسخ به تنش
هاي درگير شناسايي تغييرات در سطوح پروتئين

در اين  ).Aflatoni, 2010( باشددر اين فرآيند مي
هاي  بررسي نمودارهاي تجزيه به مؤلفه ،پژوهش

هاي مرتبط با تيمارها داراي  اصلي نشان داد كه ژل
ري مطلوب بوده و نيز تيمارهاي انتخاب تكرارپذي

ها  داري از نظر بيان لكه شده، داراي تفاوت معني
دهد كه نتايج اين تحقيق نشان ميباشند.  مي

هاي منفرد به مطالعه ميزان تغييرات بيان پروتئين

شناخت  ،تنهايي راهگشا نخواهد بود بلكه
هاي هم بيان و مطالعه الگوي مجموعه پروتئين

ها در پاسخ به سطوح مختلف جمعي آن تغييرات
در بين دهد. تنش مهم است و درك مطلوبتري مي

بيشترين  ،هاي شناسايي شده احتماليپروتئين
درصد در پاسخ به تنش،  46/45ها يعني  تعداد آن

درصد  27/27بيان شده بودند و پس از آن حدود 
و در  كردند ها در متابوليسم انرژي نقش ايفا  از آن
ها، انرژي مورد نياز براي اين نوع پروتئين ،واقع

 كنندهاي دفاعي در برابر تنش را تأمين ميواكنش
شده با عملكرد نامشخص،  هاي بيان و پروتئين

كننده در متابوليسم و سنتز نيز هركدام  شركت
هاي بيان شده را به  درصد از كل پروتئين 09/9

 ن پيشنهادتواميدر واقع  خود اختصاص دادند.
هايي كه در شرايط پروتئيننمود كه، اگر توالي 
شده بودند مشخص بيان  ،تنش آفت سرخرطومي

تري نتايج مطمئنامكان حصول به  ،دو تعيين گرد
  .فراهم خواهد شدجهت اهداف مهندسي ژنتيك 
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Abstract 

The use of resistant cultivars is one of the safest and most profitable methods of 
controlling post including alfalfa weevil. After farm and greenhouse evaluating, Tafresh 42 
genotype for molecular studies selected and evaluated to examine the pattern of protein 
expression in stress and non-stress conditions to alfalfa weevil. The Changes in protein 
expression were investigated using two-dimensional electrophoresis gels. Clustering analysis, 
principal component analysis and discriminant analysis were used in statistic studies. The 
results showed that 11 protein spots had expression changes among 218 protein spots. The 
most expression pattern of proteins with a similar increase in Tafresh 42, was related to a 
specific group of proteins which had 45.46% variations in the expression response to the 
stress. From the point of protein expression, cluster analysis caused a dividing of proteins into 
three main clusters indicating the presence of proteins with a similar performance in each 
cluster.  Therefore, the presence of these proteins in a common biologic pathway is 
confirmed. The analysis of discriminant function confirmed 100% the results from clustering 
that indicated protein conformity with the conditions of the experiment. It is concluded that 
by using statistical analysis and software, it is possible to evaluate significant expression 
changes induced damage alfalfa weevil in proteome level and determine the index changes, 
and after that genetic engineering is utilized for enhancing the level of resistance in the plant 
under studying. 
Keywords: Alfalfa Weevil, cluster analysis, Two-dimensional electrophoresis, Protein 
expression. 
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