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  هاي گياهي تجمع يافته در روده حشرات كاملشناسايي پروتئين: تجزيه پروتئوم
 Aelia acuminata  

  محمد سعادتي
  بيرجند، دانشگاه بيرجند، دانشكده كشاورزي، گروه گياهپزشكيايران، 

  28/01/1400: تاريخ پذيرش  17/08/1399: تاريخ دريافت
  چكيده

باشد كه جديد در اين زمينه مي سبتاًپروتئوميكس يك تكنيك ن. گياه وارد فاز مطالعات مولكولي گرديده است-برهمكنش حشره
گوارش شده به دستگاه شناسايي پروتئينهاي گياهي وارد. گيري نمايداندازه را هاي مختلفدر بافتها تواند تفاوت بيان پروتئينمي

در  تجمع يافته گندمتعدادي از پروتئينهاي گياهي در اين مطالعه . باشدلشها در اكولوژي تكاملي ميحشرات يكي از مهمترين چا
 هايكنندهمهار.ندگرفتبا استفاده از پروتئوميكس مورد رديابي و شناسايي قرار Aelia acuminateهاي روده حشرات كامل سن

 كتاز وواكسيدانت شامل پراكسيداز و دهيدرواسكوربات ردآنتي پروتئينهاي آميلاز،-كننده آلفاآنزيمي شامل سرپين و مهار
هيپوتتيكال  و 3، آگلوتينين ايزولستينCيتوكروم آميلاز، داكسي ميوژنيك اسيد سنتاز، س-ي مانند كالمودولين، بتاذات هايپروتئين
ثر در ؤكنند كه براي شناسايي پروتئينهاي منتايج پيشنهاد مي. اسايي گرديدندشن) Hypothetical protein( )پروتئين فرضي(پروتئين

را در  شوندان از پروتئوميكس استفاده نمود و نقش هريك از پروتئينهايي كه شناسايي ميتوبرهمكنشهاي گياه و گياهخوار مي
  . فيزيولوژي مورد بحث قرار داد فرايندهاي 

  . كننده، آنتي اكسيدانتوشيمي، دستگاه گوارش، مهاركس، بيپروتئومي: كليدي واژه هاي

 M-saadati@birjand.ac.ir :پست الكترونيكي،  05632456630: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
 نقشگوارش حشرات  دستگاهمختلف  يقسمتها تكامل

  جهيمتنوع ودر نت زبانانياز م هيتغذ روش نييتع در  ياژهيو
. )13( داردرا  اهانيگ در ياحتمال يهاخسارت وقوع

اين دستگاه وظيفه اصلي در جذب مواد غذايي بطوركلي 
هاي متابوليكي بدن را به عهده يندآبراي ساير فرمورد نياز 

ر گونه اختلالي در روند جذب از اينرو ه). 12و  8(دارد 
اي به ساختمان دستگاه گوارش غذايي يا ايجاد صدمهمواد
غذايي گرديده و عث توقف جريان كسب انرژي از موادبا

هموستازي بدن مختل گرديده و حشره پس از مدتي از بين 
ناجوربالان داراي هضم حشرات راسته . )23( خواهد رفت
كه در ) 7(د نباشمي )Extra oral digestion( خارج دهاني

اين روش ابتدا غده بزاقي از طريق كانال بزاقي ترشحات 
پروتئيني خود را به بافت گياه تزريق كرده كه در نتيجه آن 

آمده و سپس از طريق متي از بافت گياه به شكل مايع درقس
ترشحات ). 12(شوند كانال غذايي به درون روده پمپ مي
كه باعث هيدروليز  شوندبزاقي بيشتر شامل پروتئازهايي مي

). 13و  8( گردندنام گلوتن ميه اي گندم بپروتئين ذخيره
آن  يروده انجام شده كه در طمرحله هضم نهايي نيز در 

 يانيروده م وارهيد قيقابل جذب از طر به ذرات ييغذامواد
  ).46و  21(گردنديم ليتبد

حشرات مانند ساير جانوران وابسته به يند تغذيه در آفر
نوع و . باشدهاي موجود در دستگاه گوارش ميپروتئين
پروتئينهاي موجود در دستگاه گوارش اطلاعات  فراواني

مفيدي در زمينه تغذيه حشره شامل وابستگي به 
غذايي را ص يا ميزان استفاده از بعضي موادسوبستراهاي خا

هاي كنندهده از مهاراتفاس. )44و  15( نمايدارائه مي
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ايجاد اختلال در برهمكنش پروتئينهاي پروتئيني براي 
هاي جديد و مورد غذايي از راهكاردستگاه گوارش با مواد

 باشدوهشگران براي كاهش تغذيه در حشرات ميژعلاقه پ
ي كه داراي ساختمان سه بعدي اين پروتئينهاي سم. )46(

اختصاصي بر عليه  باشند به صورت نسبتاًاي ميويژه
ي نند و در نتيجه آلودگي زيست محيطكحشرات عمل مي

هاي شيميايي خواهند كشكمتري را نيز در مقايسه با آفت
   .)22،32(داشت

هاي آنزيمهاي كنندهمهار ،كشهاي حشرهپروتئين مهمتريناز 
باشند كه باعث بلوكه كردن فعاليت كاتاليتيكي گوارشي مي

نتيجه سوبستراهاي زيستي تجزيه نشده آنزيمها شده و در 
و حشره توانايي خود را در بهره برداري از موادغذايي از 

هايي كنندهمهار. روددر اثر گرسنگي از بين مي و دست داده
هاي گوارشي صورت كاربردي بر عليه پروتئينه كه ب

- هاي آلفاكنندهاند در دو گروه مهارحشرات استفاده شده
 هاي پروتئازيو مهاركننده) α-amylase inhibitors( آميلاز

)Protease inhibitors( گيرندقرار مي )از  .)24و  16
آميلاز در كنترل عملي تعدادي از -هاي آلفامهاركننده

سوسك و  مانند سوسك نخود Bruchidaeحشرات خانواده 
. )29 و 16( اي حبوبات استفاده شده استچهارنقطه

پروتئازي به دليل تنوع بيشتر نسبت هاي همچنين مهاركننده
نترل حشرات تري در كطور گستردهه ها ببه ساير مهاركننده

خوار سويا و كرم مانند كرم قوزه پنبه و كرم ساقه آفت
علاوه بر . )30( گرفتندقرارمورد آزمايش  خوشه خوارذرت

در كنترل  لكتين استفاده ازهاي آنزيمهاي گوارشي،مهاركننده
در  گاما آندوتوكسين در، ، كيتينازداران و جوربالانبالپولك

بالپوشان و دو پروتئين بالپوشان، دوبالان و نيمكنترل سخت
داران در كنترل بالپولك IPD083Cb و  IPD083Aaجديد 

 Bacillusحاوي ژن باكتري  تراريخت مقاوم به گياهان

thuringiensis گزارش كش حشره هاينيز به عنوان پروتئين
    ).37 و 33 ،29 ،25 ،17( شده اند

شامل   Eurygaster integricepsگندم دستگاه گوارش سن
ي تحت مطالعه طور نسبه كانال گوارش بغده بزاقي و

نقشه پروتئيني . )41و  40( استتجزيه پروتئوم قرار گرفته
گندم زمستان ي و روده مياني در حشرات كامل سنغده بزاق

حشرات كامل نسل جديد، تعيين گذران و همچنين 
هاي يني موجود بين حشرات كامل و پورهاختلافات پروتئ

سن پنجم و همچنين شناسايي چندپروتئين گياهي در روده 
  . )42(ل از جمله مهمترين آنها مي باشند حشرات كام

گياه به –برهمكنش حشره ،در مطالعات اكوفيزيولوژي
در نظر در حال تغيير است  عنوان يك سيستم پويا كه دائماً

 سازوكارهايگياهان . )31و  27 ،22( شودگرفته مي
 .براي كاهش خسارت حشرات توسعه داده اند را مختلفي

از طرفي حشرات نيز از راهكارهاي مختلفي  جهت غلبه بر 
كنند تا بتوانند از ميزبان تغذيه و تفاده ميدفاع گياهان اس

از جمله سازوكارهاي . نمايندروي آن رشد و توليد مثل 
كردن تركيبات ستفاده حشرات عبارتند از غير سميمورد ا

سمي گياه، اجتناب از گياه، ذخيره سموم در بدن و 
مهمترين آن تغيير الگوي بيان ژن در دستگاه گوارش 

تجزيه پروتئوم روده حشرات ). 33و  26 ،20(حشرات 
در روده حشرات  گندم نشان داد كه سرپين گندمسن كامل

گندم توانسته گندم تجمع يافته و در واقع سنكامل سن
ين تحقيق در ا. كندار كننده پروتئازي غلبهاست بر اين مه

مورد  A.acuminataبراي اولين بار دستگاه گوارش سن 
هاي گياهي روتئينو تعدادي از پ بررسي پروتئوم قرار گرفته

مورد شناسايي پس از توقف تغذيه ساعت  72در آن را 
رديابي پروتئينهاي گياهي در روده . قرار خواهد گرفت

حشرات گياهخوار نقش اساسي در روشن شدن 
همچنين اي وي تغذيه اي، موانع احتمالي تغذيهراهكارها

همكنشهاي روشن شدن مسيرهاي بيوشيميايي تغذيه در بر
  . گياهخوار در حشره شناسي مولكولي بر عهده دارد-گياه

  روشها مواد و 
  كامل    حشرات    :  حشرات   تشريح   و  جمع آوري 
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A.acuminata جمع  ت جامبزارع گندم حومه ترگشتي از مرب
اين حشرات از . منتقل شدند رشدآوري شدند و به اتاقك 

و به آنها اجازه داده  هكرد هاي گندم رقم الوند تغذيهدانه
وجود ه و حشرات نسل جديد را ب شد كه جفتگيري كنند

گراد و رطوبت نسبي  سانتي درجه 27شرايط رشد . آورند
بعد از تخم گذاري حشرات كامل والد از . درصد بود 60
 كه حشرات كامل نسل جديد .ف پرورش حذف شدندظرو
ساعت تغذيه نكرده  24 كه ساعت و حشرات شاهد 72

چون . براي تشريح دستگاه گوارش انتخاب شدند  بودند
گياهي بود نياز است تا  هدف آزمايش رديابي پروتئينهاي

حشره زمان مشخصي را گرسنه بماند تا پروتئينهاي تجمع 
 و 22( مشخص گردد اين حشرات يافته گياهي در روده

39.(  

قطع و يك طرف بدن آن در ظرف  هابتدا سر و بالهاي حشر
و از طرف مقابل آن با استفاده از قيچي  گرديدتشريح ثابت 

سپس . شدي قطع تشريح ارتباط قسمت پشتي و شكم
و  شدهقسمت پشتي با استفاده از پنس به صورت كتابي باز 

و  گرديدتيوب حاوي بافر فسفات منتقل روده آن به ميكرو
ل و تا قبل از قبلافصله براي انجماد سريع به ازت مايع منت

  .شدگراد نگهداري  سانتي درجه - 80استفاده در دماي 

ميكروتيوب حاوي عدد روده در سه : استخراج پروتئين
 Cocktail of protease( كننده كامل پروتئازفسفات و مهاربافر

inhibitors (Roche Applied Science, Manneheim, 

Germany) (هموژنيزه شدند، سپس در g 30000 به مدت 
. وژ شدنديگراد سانتريف سانتي درجه 4 دماي دقيقه و 30

 4دقيقه و  g 30000 ،10 در حاصل مجدداً روييسوپ 
 درصد تري 6سپس . گرديدوژ يگراد سانتريف سانتي درجه

به روشناور قبلي اضافه و به ) TCA(كلرو استيك اسيد 
 هابعد از آن نمونه. دنددقيقه در يخ انكوبه ش 30مدت 
گراد  سانتي درجه 4دقيقه و  g 15000 ،10 در مجدداً
 200 ،فذح سوپ رويي در اين مرحله  .وژ شدنديسانتريف

 g 15000 ،2و در  هاضاف رسوبميكروليتر استون مطلق به 
اين مرحله  .وژ شدنديگراد سانتريف يسانت درجه 4دقيقه و 

 200 نهايت در .دو بار تكرار گرديد) استون با شستشو(
 ,Lysis buffer (Urea 7M, Thioure 2M(ميكرو ليتر بافر ليز 

CHAPS 2%, DTT 6mM, Ampholyte 1%) ( رسوب به
. گرديد و با استفاده از هموژنايزر محلول فزودها پروتئيني

دقيقه و  g 15000 ،10 در بالاخره محلول پروتئيني حاصل
 كه نهايي سوپ رويي  ووژ شد يسانتريف دماي اتاق دو بار

ن براي تعيين غلظت پروتئي .حاصل گرديد بود امپروتئين خ
گاوي به عنوان  پروتئين سرم آلبومين واز روش برادفورد 

مجموعه غلظتهاي استاندارد . ستفاده گرديداستاندارد ا
ليتر بودند و بعد از ترسيم گرم بر ميليميلي 0،1،2،3،4

تكرار و تعيين معادله خطي سه نمودار استاندارد در هر 
هاي مورد آزمايش مربوطه، غلظت پروتئين در نمونه

   ).41و  40 ،39 ،20( محاسبه گرديد

بعدي بر اساس الكتروفورز دو: الكتروفورز دوبعدي
در بعد اول و وزن نقطه ايزوالكتريك  ها باجداسازي پروتئين

. طراحي گرديده استدوم مولكولي در بعد
 صورت ياروش ژل لوله با) اولبعد ( نگيزوالكتروفوكسيا

سانتيمتر و  11هايي به طول در اين روش از لوله  .رفتيپذ
. اول استفاده گرديد هاي بعدمتر براي تهيه ژل ميلي 3قطر 

ساعت زمان  5/17برنامه تنظيم شده براي انجام بعد اول 
ساعت در  16ولت،  200دقيقه در  30كه شامل  شتنياز دا

لوله هاي  .بودولت  600ولت و يك ساعت انتهايي  400
دوم  بعدگذاري ، براي بارالكتروفورزاول  حاصل از بعد

)SDS‐PAGE (مورد استفاده واقع شدند)عد از اتمام ب .)2
 به ظرف حاوي محلول رنگيل الكتروفورز بعد دوم، ژ

 تكان داده مدور ك امنتقل و براي يك ساعت ب كوماسي
خشك  مخصوص نكژل با دستگاه خشك سپس .شد

 نايلون سلفوندر يك لايه از  را ژل براي اينكار ابتدا .گرديد
بين  موجود حبابهاي هواي پس از خارج نمودن و قرار داده

 ساعت حرارت 2 به مدت دستگاه و ژل، هاي پلاستيكلايه
هوا جهت خشك  ساعت مكش 3و  گراد درجه سانتي 70

هاي خشك شده يا مرطوب با ژل .كردن ژل تنظيم گرديد
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 )Densitometer (GS-800, Bio-Rad)( استفاده از دانسيتومتر
افزاري مورد نياز براي تجزيه نرمه فرمت اسكن شده و ب

تكرار  سه .تبديل شدند) jpg( هاي نوشتاريو فايل tiff)(ژل
ستفاده از نرم افزار ابا  هاكيفيت ژل از هر ژل براي مقايسه

) PDQuest software (ver. 8.0.1, Bio-Rad)(پي دي كوئست 
كه در  تجزيه ژل شامل چندين مرحله است. استفاده شد

ساعت از  24مربوط به حشراتي كه  ابتدا تصوير بهترين ژل
سپس تغذيه محروم بودند را به عنوان ژل پايه انتخاب و 

كه مربوط به حشراتي بود كه هاي ديگر تكرارها تصوير ژل
همراه با ژل پايه وارد نرم ساعت تغذيه نكرده بودند  72
بصورت دستي متناظر  هاي روي همه ژلهاارشده و لكهافز

ميزان  حاوي نرم افزار يك فايل به فرمت اكسل كه .گرديد
بر اساس درصد  پروتئيني هاياز لكه شدت عبور نور

- محاسبه و ارائه مي براي تمام ژلهاباشد حجمي هر لكه مي

-مي تي تست و باروش اعداد كميبا استفاده از اين  .كند

دار در سطح كه داراي اختلاف معني هاي پروتئينيلكه توان
 40، 39(كرد انتخابنهايي  درصد بودند را براي برشپنج 

  ).41 و

هاي پروتئيني با استفاده از آنزيم لكهدر اين فرايند  :هضم
 ,Digest Pro 96;Intavis(ماشين تمام اتومات توسط تريپسين 

koeln, Germany (به پپتيدهاي كوچكتر تبديل و  هضم
ابتدا . بود برنامه دستگاه شامل سه مرحله متوالي. شدند

سولفيدي است كه با كمك پيوندهاي دي يمرحله احيا
 گيرد، سپسانجام مي) DDT )Reduction solutionمشتقات 

وسيله تركيبات يدواستامايد ه كردن است كه بمرحله الكيله
 حله سوم هضم با تريپسين مي باشدمر. پذيردانجام مي

  ). 41و  40 ،39(

 تعيين نسبت وزن مولكولي به بار هر پپتيد با استفاده از
nano LC-MS/MS )Nano liquid chromatography- mass 

spectrometry/mass spectrometry( : اين دستگاه از دو
قسمت اول يك . قسمت اصلي تشكيل شده است

قيم به تطور مسه كه بست يي بالاآكروماتوگرافي با كار

. متصل گرديده است )MS/MS(اسپكترومتري جرمي پياپي 
يك ميكروليتر عمل شد كه  به طور خلاصه به اين صورت

پپتيدهاي حاصل از هضم پروتئيني با استفاده از نمونه بردار 
ميكرومتر قطر  C18 PepMap trap )300خودكار به ستون 

دقيقه  ميكروليتر بر 25ن با جريا) متر طول ميلي 5× دروني 
 ,Ultimate 3000 nano LC (Dionex( كروماتوگرافيدر نانو

Germering, Germany)( سپس پپتيدها با . تزريق شدند
نيتريل رقيق درصد در استو 1/0از فرميك اسيد  استفاده

 ,C18 )Nikkyo Technos, Tokyoشده و در ستون 

Japan()75 سانتيمتر طول 12ميكروليتر قطر دروني و (
نانوليتر  200براساس حركت در فاز معكوس و با جريان 

بعد از آن پپتيدها در ولتاژ . بر دقيقه از يكديگر جدا شدند
 LTQ XL Orbitrap(كيلوولت به اسپكترومتري جرمي  1,8

MS (Thermo Fisher, San Jose, CA, USA) (پاشيده شدند .
ر نصب شده براي تعيين تنظيمات اسپكترومتري نرم افزا

 Xcalibur software (ver. 1.4, Thermo(پياپي ايكس كاليبر 

Fisher) ( نام داشت و محدوده كسب داده بر اساس نسبت
 2000تا  100بين ) Mass-to-charge ratio (m/z)( جرم بر بار

دستگاه محتويات پپتيدها را سه بار . دگرفته شظردر ن
داده حاصل . براي هر نمونه اسكن كرد هدقيق 60 در متوالي

 Bioworks software(افزار بيووركس از اسپكترومتري با نرم

( ver. 3.3.1, Thermo Fisher) ( به فرمت قابل استفاده با
 Mascot search engine( مسكات مثل جستجوگر هايموتور

(ver. 2.3.02, Matrix Science, London, UK) ()MGF= 

Mascot generic format (تبديل شدند )42و  41 ،40 ،39.(  

: انفورماتيكيهاي بيوجستجو پروتئين هدف در پايگاه
 هايموتور جستجوگر مسكات قابليت جستجو در پايگاه

 Aeliaسن در مورد . را دارد مختلفيبيوانفورماتيكي 

acuminata   چون پايگاه اختصاصي براي پروتئوم اين
حشره وجود نداشت از پايگاه اطلاعاتي مركز ملي 

 National Center of( (NCBI)اطلاعات زيست فناوري 

Biotechnology Information ( اي استفاده ازبر. شداستفاده 
 مسكات پارامترهاي مورد استفاده در شناسايي پروتئين
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دالتون، حداكثر تعداد  5/0حداكثر تغييرات وزن  شامل
 Maximum number missed( پيوندهاي از دست رفته

cleavages( 1  ،وزن هر پپتيد صحتعدد )Accuracy of 

peptide mass( 10 در نظر گرفته شد امپيپي .
ها به عنوان پارامتر ثابت و سيستئينكربوآميدلاسيون 

. اكسيداسيون متيونين به عنوان پارامتر متغير تعيين شدند
دو زير مجموعه در نظر  NCBIبراي جستجو در پايگاه 

ابتدا كليه داده هاي  ، بدين طريق كهگرفته شد
اسپكترومتري در بخش جانوران جستجو گرديدند و براي 

. قرار گرفتند بار دوم كل داده هاي پايگاه مورد جستجو
درجه مورد قبول براي اين دو جستجو به ترتيب عبارت 

چند پروتئين در  شاملنتايج مسكات .  48و  55بودند از 
بالاترين درجه نتيجه . شودقسمت نتايج نمايش داده مي

 حاصل از مسكات و همچنين بالاترين ميزان همپوشاني و
وجود در هاي مشابه با پروتئينهاي مداشتن حداكثر پپتيد

نتيجه مسكات به عنوان شاخصهاي اصلي انتخاب پروتئين 

هاي مشابه در اين مطالعه حداقل پپتيد. در نظر گرفته شدند
يدند و درصد لحاظ گرد هفتو حداقل همپوشاني پنج 

ها را نداشتند به عنوان پروتئين پروتئينهايي كه اين شاخص
  ). 35و  34 ،33( ناشناخته محسوب گرديدند

  نتايج و بحث 
با  A.acumniataالگوي پروتئيني روده حشرات كامل سنهاي 

 ).1شكل ( گرديدفاده از الكتروفورز دوبعدي تعيين است
مركز ملي اطلاعات زيست فناوري استفاده شد تا 

گياهي، ( پروتئينهاي احتمالي با منشاء غير جانوري
همانطور نتايج . مورد شناسايي قرار بگيرند...) باكتريايي و 

 10دارد كه نشان داده شده است بيان مي 1كه در جدول 
لكه ناشناخته منشا گياهي داشته  11لكه پروتئيني از مجموع 

و از گياه گندم وارد روده حشره كامل شده بودند و يك 
  .ماندناشناخته باقي) 10لكه شماره (لكه نيز 

   
ينهاي گياهي در روده حشرات كامل ئحلقه ها نشان دهنده تجمع پروت. Aelia acuminateالگوي  پروتئيني بيان شده از روده حشرات كامل  -1شكل 

  .باشندمي
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اكثر لكه هاي پروتئيني در اين الگو مربوط به پروتئينهاي 
لكه پروتئيني در  يازده. ذاتي دستگاه گوارش حشره بودند

پايگاه داده جانوران شناسايي نگرديد، از اين رو در جستجو 
ها در دوم به جاي جانوران از گزينه كل موجودات و داده

هاي شناسايي شده به ترتيب عبارت پايگاه اطلاعاتي لكه
بودند از سرپين، دهيدرواسكوربات ردوكتاز، بتا آميلاز، 

آميلاز، پراكسيداز، -ده آلفاداكسي ميوژنيك سنتاز، مهار كنن
، هيپوتتيكال پروتئين 3، آگلوتينين ايزولسيتين Cسيتوكروم 

)  39( 2017سعادتي و تورچي در سال .  و كالمودولين
گندم را مورد تجزيه دستگاه گوارش حشرات كامل سن

پروتئوم قرار دادند و شش پروتئين گياهي شامل تريتيسين، 
آميلاز، - ز، بتاآميلا-سرپين، مهاركننده آلفا
آرابينوفورينادوز را با  - دهيدرواسكوربات ردوكتاز و  آلفا

در . منشا گياه گندم مورد رديابي و شناسايي قرار دادند
پژوهش جاري نيز مشابه سن گندم چهار پروتئين سرپين، 

آميلاز و دهيدرواسكوروبات - آميلاز، بتا-مهاركننده آلفا
  . ناسايي واقع گرديدمورد ش A.acuminataردكتاز در روده 

وتئازي كوچك در ساختار گياهان هاي پرفراواني مهاركننده
طور بالقوه بر عليه حشرات گياهخوار موثر ه تواند بمي

 درگندممهاركننده پروتئازي  ي ازسرپين يك). 19(باشد 
دهد كيموتريپسين را هدف قرار مياست كه بيشتر آنزيم 

سرپين داراي يك توالي كاملا حفاظت شده  ). 11،36،38(
 - فنيل آلانين - لوسين -فنيل آلانين - اسيدآمينه اي پرولين

در تمام موجودات حامل آن مشترك  مي باشد كهلوسين 
يشتر مطالعات انجام شده مربوط به ب ).1،11،31(مي باشد

وده و اطلاعات كمي در مورد هاي جانوري بسرپين
روده حشرات پروتئوم  .باشدسرپينهاي گياهي موجود مي

به توليد بيش از اندازه  هاي گياهي اقدامبراي مقابله با سرپين
هاي موجود كرده و در صورت عدم تاثير ، اقدام به پروتئاز
ده كه حساسيت هاي جديدي از پروتئاز كرايزوفرمتوليد 

و  33( كننده هاي گياهي داشته باشندكمتري نسبت به مهار
ند پديده در طي فراييز براي غلبه بر اين گياهان ن).  35

سرپين گياهي خود كرده و اين تكامل متقابل اقدام به تغيير 

 نبرد بين گياه و حشره براي چندين سال ادامه خواهد يافت
ن پروتئين در روده حشرات كامل تجمع اي). 20و  14 ،10(
دلالت بر اين موضوع دارد كه  اين مهاركننده طي ها سن
يي خود را از آگندم كار-تكامل متقابل در رابطه سنرايند ف

دست داده و اگر چه غلظت بالايي از آن در روده تجمع 
يافته ولي هيچگونه اثر منفي روي تغذيه ودر نتيجه 

مكانيسم دقيق اينكه . )39و  6( نداردخسارت اين حشره 
اين مهاركننده ها در روده حشرات به كجا  سرنوشت نهايي
ه حتي به مطالعات تكميلي دارد ولي اينك مي انجامد نياز

ساعت پس از تغذيه هنوز اين پروتئين سمي در روده  24
ييد أت صورت تجمع يافته موجودند قوياًه حشرات كامل ب

كند كه در رقابت گندم و سن، سن توانسته بر اين مي
  .گياه غلبه كند مياييكانيسم دفاع بيوشيم

آميلاز موجود در گياه گندم به عنوان يك -مهار كننده آلفا
پروتئين سمي بر عليه تعدادي از حشرات مانند سوسك 

اي حبوبات، شپشه آرد و شپشه برنج گزارش چهار نقطه
همچنين عدم تأثير آن بر عليه ). 30و  10(گرديده است

 9(تأييد گردد داران و نيم بالپوشان حشرات راسته بالپولك
شابه سرپين، اين مهاركننده نيز نتوانسته است مانع م). 45و 

در شباهت . باشد A.acuminataكارآيي در مقابل تغذيه سن 
-با نتيجه اين تحقيق، در پروتئوم روده حشرات كامل سن

  ). 39(كننده تجمع يافته بودنيز اين مهار E.integricepsگندم 

درواسكوربات ردوكتاز و پراكسيداز دو آنزيم مهم دهي
اكسيدان گياهي در مقابله با راديكالهاي آزاد اكسيژن آنتي

دهيدرواسكوربات ردوكتاز در ). 33و  28، 3(مي باشند
تنظيم فعاليت اسكوربيك اسيد نقش اساسي داشته و پر 
اكسيداز نيز علاوه بر مقابله با اكسيژنهاي آزاد نقش حياتي 

وليد ليگنين در ديواره سلولي گياهان به عهده در ت
آميلاز يك آنزيم اختصاصي در گياهان است - بتا). 18(دارد

كه وظيفه آن هيدروليز پيوندهاي ثانوي گليكوزيدي از 
باشد كننده نشاسته و تركيبات مشابه ميانتهاي غير احيا

)16  .(  
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داكسي ميوژنيك اسيد سنتاز آنزيم كليدي در ساخت يك 
ت به نام داكسي حدواسط مهم گياهي در تغذيه غلا

كليدي در اين مولكول واسطه نقش . باشدميوژنيك اسيد مي
طور مستقيم روي تمام ه جذب آهن براي گياهان داشته و ب

فيزيولوژيكي آهن مثل تنفس و فعاليتهاي مربوط به نقش 
يك پروتئين  Cسيتوكروم ). 4(باشد رگذار ميثيأفتوسنتز  ت

است كه در غشاي  زنجيره انتقال الكترون كليدي در 
نقش اصلي اين پروتئين . )5( ها قرار دادداخلي ميتوكندري

انتقال الكترون از كمپلكس شماره سه به كمپلكس شماره 
ه يون كلسيم كنندپروتئين تنظيمكالمودلين . چهار مي باشد

در موجودات زنده بوده كه در گياهان بيش از چهار 
درصد با كالمودلين  99تا  97ايزوفرم مختلف دارد كه بين 

. خصوص مگس سركه شباهت در توالي دارده جانوران ب
علاوه بر اين كالمودلين گياهي نقشهاي فيزيولوژيك ويژه 

تواند با ودولين گياهي ميكالم. )34( ياهان دارداي  در گ
-در روند رشد و نمو تاثير P-450اتصال به آنزيم سيتوكروم 

تواند با اتصال به كالمودولين همچنين مي. گذار باشد
كينازها در گرده افشاني و بارور كردن گياهان نقش داشته 

يك پروتئين باند شده  3آگلوتينين ايزولستين ). 29(باشد 
مونوساكاريد، دي ساكاريد و به تركيبات قندي 

خوبي ه اليگوساكاريد است كه نقش ويژه فيزيولوژيك آن ب
اي ناشناخته يينهائهيپوتتيكال پروت. شناخته نشده است

ژني آنها شناخته شده است ولي  ءهستند كه اگر چه منشا
 .)43( درك درستي از نقش فيزيولوژيك آنها موجود نيست

هاي زيادي است پروتئين طالعات پروتئوم ممكندر حين  م
صورت هيپوتتيكال يا فرضي شناسايي ه در پايگاه داده ها ب

طور موردي مطالعه ه براي هريك ب است گردند كه نياز
و  ءجداگانه اي صورت پذيرد تا بيشتر در مورد منشا

رسد حشرات به نظر مي .سرنوشت آنها اطلاع كسب شود
اهي به عنوان منبع هاي موجود در روده گينتوانند از پروتئين
ساعت  72تغذيه كنند چون عليرغم گذشت  اسيد آمينه اي

صورت ه ها هنوز بآخرين تغذيه حشرات، اين پروتئين از
اگر چه اين . باشندست نخورده در آنجا تجمع يافته ميد

ين پروتئينها خود محصول احتمال نيز وجود دارد كه ا
كه در حال هاي بزرگتري نيز باشند كاتابوليسم پروتئين

  .توان با قاطعيت اين فرضيه را نيز رد نمود حاضر نمي

هاي گياهي در روده حشرات اولين مرحله شناسايي پروتئين
گياهخوار در سطح - براي شروع مطالعات برهمكنش گياه

هاي گياهي در روده اين تجمع پروتئين.باشدمولكولي مي
فرايند حشره نيز نشان داد كه ستيز حشره و گياه در غالب 

تكامل متقابل بسيار پويا بوده، چون عليرغم وجود بعضي 
توانند بطور بالقوه پروتئين هاي آنزيمي كه مياز مهاركننده

كش محسوب گردند، تغذيه و در نتيجه آن خسارت حشره
 .گردداين حشره روي گندم بطور پيوسته ومداوم تكرار مي

 در مطالعات پروتئوميكس جهت كلي روند تحقيقات
شود و براي مطالعه هر پروتئين بصورت مشخص مي

موردي نياز به خالص سازي، تعيين ساختار و نقش 
  .باشدفيزيولوژيكي اختصاصي آن در بافت مورد نظر مي
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Proteome analysis: identification of accumulated plant proteins in 
the gut of adults Aelia acuminate 

Saadati M. 
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Abstract 

Proteomics is a new technique in plant-insect interaction studies. Identification of 
effective proteins in the insect- plant systems is main challenge in the evolutionary 
ecology. In this study, accumulated plant proteins in the gut of Aelia acuminate were 
visualized using two dimensional electrophoresis. Targets spots were selected to cut, 
digest and blast in the mascot software using the National Center of Biotechnology 
Information database, respectively. Results showed that accumulated proteins were 
serpin, alpha- amylase inhibitors as plant inhibitors; peroxidase, dehydroascorbate 
reductase and deoxymuogenic acid synthase as antioxidant proteins; beta-amylase and 
agglutinin lecithin 3 as stored proteins; calmodulin as regulation protein and 
hypothetical protein as unknown protein. Accumulation of plant inhibitor proteins in the 
gut of adults proved that gut proteases of insect can be overcome to these toxic proteins. 
Results suggest that proteomics is effective technique to identify changed proteins in the 
insect and plants tissues and it will be helpful to discuss their physiological roles in the 
biochemical process.  
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