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Extended abstract 

Introduction 

During evolution, plants have developed diverse mechanisms to cope with biotic and abiotic stresses, one of which 

is the production and secretion of antimicrobial peptides such as defensins. Plant defensins are short, cysteine-rich 

and highly stable peptides that have four disulfide bonds in their structures. Defensins, are important group of plant 

antimicrobial peptides and play vital role in the plant defense system. Barley (Hordeum vulgare L.) due to its 

importance in agriculture and relative resistance to adverse conditions is a suitable candidate for identifying 

defensin genes. In the present study, members of the barley defensin gene family were identified and sequenced 

using bioinformatics and laboratory methods. 

Materials and methods 

To identify the defensin gene family, the protein sequences of plant defensins were obtained from the protein 

repository of NCBI database and aligned against the barley genome using the tBLASTn tool. Specific primers 

were designed based on the identified defensin sequences using Allele ID 6.0 software. Oligonucleotide primers 

were synthesized by Metabion (Metabion GmbH, Germany) using solid-phase phosphamidiate chemistry and 

purified by high-pressure liquid chromatography (HPLC). Genomic DNA was extracted from powdered leaf 

samples using CTAB method. PCR reaction was performed to amplify gene fragments using the extracted DNA 

as a template. PCR results were purified from agarose gel and sequenced by Bioneer (Bioneer, South Korea). 

Sequencing results were analyzed using bioinformatics tools. Conserved functional domains were identified using 

three different tools (CDD, Pfam and InterproScan). The signal peptide and subcellular localization of defensins 

were predicted using online tools (SignalP 6.0 and Cello2GO). Physicochemical properties of defensin proteins 

were predicted using the ProtParam tool. Protein structures were determined using Phyre2 software. Exon-intron 

boundaries were identified using Gene Structure Display Server. Analysis of cis-elements was performed using 

https://pgr.lu.ac.ir/issue_50799_51606.html?lang=en
http:/dx.doi.org/10.22034/PGR.11.2.4
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://www.pgr.lu.ac.ir/
file:///C:/Users/sohra/OneDrive/Desktop/Revised_JPGR_Vol10/pgr.lu.ac.ir
https://orcid.org/0009-0004-0672-3418
https://orcid.org/0000-0002-7813-0820
https://orcid.org/0000-0002-1376-1664
https://orcid.org/0000-0002-7137-5366
mailto:sm.sohrabi@scu.ac.ir
http:/dx.doi.org/10.22034/PGR.11.2.4
https://pgr.lu.ac.ir
https://pgr.lu.ac.ir
https://en.lu.ac.ir


Identification and Sequencing of Defensin Genes in Barley … 

Plant Genetic Researches (2025), 11(2): 47–64 | www.pgr.lu.ac.ir                                                                       48 

PlantCare database. Phylogenetic analysis was performed using MEGA X software. Evaluation of potential 

antimicrobial activity was performed using CAMP (Collection of Anti-Microbial Peptides) antimicrobial peptide 

database. Analysis of defensin gene expression in different tissues and in biotic and abiotic stresses was performed 

using transcriptomic data.  

Results and discussion 

In the present study, we identified 13 defensin genes in barley genome. The results showed that all identified 

defensin genes contain one intron and two exons in their genomic structure. Protein sequences analysis of defensins 

revealed the presence of signal peptides ranging from 21 to 35 amino acids, indicating their extracellular 

localization. Functional domain analysis showed that all identified barley defensins contained the conserved 

functional Knot1 domain. Furthermore, all identified defensins contained 4 disulfide bonds, contributing to  alpha 

helices and beta strands. The study of post-translational modifications in defensin proteins showed the presence of 

possible phosphorylation and glycosylation residues. Physicochemical analysis of defensin peptides revealed that 

identified defensins molecular weight ranged from 7 to 9 KDa, isoelectric point ranged from 7.28 to 10, instability 

index above 40, GRAVY value ranged from -0.073 to 0.43, and aliphatic index ranged from 58.09 to 33.82. The 

prediction of antimicrobial properties of the identified defensins predicted the presence of potential antimicrobial 

properties in all these peptides. Phylogenetic analysis classified the identified barley defensins into distinct groups. 

Analysis of cis-regulatory elements in defensine promoter regions revealed the presence of hormone-responsive 

elements, as well as elements associated with responses to biotic and abiotic stresses, and light. The expression 

analysis of identified defensin genes showed that these genes have different expression pattern in the barley tissues 

and in response to biotic and abiotic stresses. 

Conclusion 

The present study identified and analyzed defensin genes in barley genome and showed that these genes, with 

similar structure and function to other plant antimicrobial peptides, play an important role in plant defense against 

biotic and abiotic stresses. The findings of this study indicate that defensin genes, are secreted peptides, enhancing 

plant defense mechanisms by interacting with microbial membranes. Defensins are particularly activated under 

severe stress conditions, such as pathogen attack, and contribute to enhancing plant resistance to adverse 

environmental stresses. The findings of present study provide a foundation for future research aimed at improving 

barley and other crop plants resilience. Plus, these results may contribute to the development of genetic engineering 

strategies to enhance plant resistance to both biotic and abiotic stresses. 

Keywords: Antimicrobial peptides, Cysteine-rich peptides, Plant innate immunity, Regulatory gene analysis, 

Sequencing, Stress-responsive genes 
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  و بیوانفورماتیکی بررسی(: .Hordeum vulgare L) جو گیاه در فنسینید هایژن یابیتوالی و  شناسایی

 غیرزیستی و  زیستی هایتنش به  پاسخ در بیان تغییرات

         4آناهیتا پنجیو       3محمد معتمدی، ،*     2سید محسن سهرابی،       1زینب صفار

 ران ، ای گروه بیوتکنولوژی گیاهی، واحد شوشتر، دانشگاه آزاد اسلامی، شوشتر دانشجوی کارشناسی ارشد، -1

 گروه مهندسی تولید و ژنتیک گیاهی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه شهید چمران اهواز، اهواز استادیار،  -2

 ، ایراناستادیار، گروه بیوتکنولوژی گیاهی، واحد شوشتر، دانشگاه آزاد اسلامی، شوشتر -3

 آبادخرم گروه مهندسی تولید و ژنتیک گیاهی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه لرستان، آموخته دکتری تخصصی، دانش  -4

 (27/12/1403؛ تاریخ انتشار برخط: 25/11/1403: ؛ تاریخ پذیرش20/11/1403؛ تاریخ آخرین ویرایش: 08/09/1403 )تاریخ دریافت:

   چکیده

  ضدمیکروبی   پپتیدهای   تولید   ها آن   از   یکی   که   اند داده   توسعه   محیطی   های تنش   با   مقابله   برای   را   متنوعی   های مکانیسم   گیاهان   تکامل،   طول   در 

  سامانه   در   حیاتی   نقش   و   روند می   شمار به   گیاهی   میکروبی   ضد   پپتیدهای   مهم   های گروه   از   یکی   گیاهی   های دیفنسین .  است   ها دیفنسین   مانند 

  مناسب   ای گزینه   نامساعد،   شرایط   برابر   در   نسبی   مقاومت   و   کشاورزی   اهمیت   دلیل به  ( .Hordeum vulgare L)   جو .  کنند می   ایفا   گیاه   دفاعی 

  در   فنسین ی د   ژنی   خانواده   اعضای   های با هدف شناسایی و بررسی ویژگی   حاضر   مطالعه .  شود می   محسوب   دیفنسین   های ژن   شناسایی   برای 

  یک   دارای   شده شناسایی   های ژن   تمامی   که   داد   نشان   نتایج .  شدند   شناسایی   جو   ژنوم   در   دیفنسین   ژن   13  مطالعه،   این   در .  شد   انجام   جو   گیاه 

  35  تا   21  طول   با   سیگنال   پپتید   وجود   دهنده نشان   ها دیفنسین   پروتئینی   های توالی   تحلیل .  هستند   خود   ژنومی   ساختار   در   اگزون   دو   و   اینترون 

  جو،   در   شده شناسایی   های دیفنسین   تمامی   که   داد   نشان   عملکردی   نواحی   بررسی .  دارد   اشاره   ها آن   تجمع خارج سلولی   به   که   بود   اسیدآمینه 

  تشکیل   در   که   شد   مشاهده   ها دیفنسین   تمامی   در   سولفیدی دی   پیوند   4  وجود   همچنین، .  هستند  Knot1 شده محافظت   عملکردی   دمین   دارای 

  فسفریلاسیون   احتمالی   های جایگاه   حضور   دهنده نشان   ای پساترجمه   تغییرات   بررسی .  دارند   نقش   بتا   های رشته   و   هلیکسی - آلفا   ساختارهای 

  ایزوالکتریک   نقطه   دالتون،   کیلو   9  تا   7  بین   ها دیفنسین   مولکولی   وزن   که   داد   نشان   فیزیکوشیمیایی   های ویژگی   تحلیل   .بود   گلیکوزیلاسیون   و 

  متغیر   58/ 09  تا   33/ 82  بین   آلیفاتیک   شاخص   و   - 0/ 073  تا   0/ 43  بین   GRAVY  شاخص   ، 40  از   بیش   ناپایداری   شاخص   ، 10  تا   7/ 28  بین 

  تحلیل . هستند  میکروبی  ضد   بالقوه   توان   دارای  شده شناسایی   های فنسین ی د   تمامی  که   داد   نشان   میکروبی   ضد   های ویژگی   بینی پیش . است 

  ها، فنسین ی د   پروموتری   نواحی   در   cis  تنظیمی   عناصر   تحلیل .  نمود   بندی طبقه   مجزا   های گروه   در   را   ی شناسایی شده ها فنسین ی د   فیلوژنتیکی 

  نیز   شده شناسایی  های ژن  بیان  تحلیل .  داد  نشان   را   نور   همچنین   و  غیرزیستی  و  زیستی  های تنش   ها، هورمون   به  دهنده پاسخ   عناصر  حضور 

  به   منجر   حاضر   مطالعه .  هستند   مختلف   های تنش   به   پاسخ   در   و   مختلف   های بافت   در   متفاوتی   بیانی   الگوهای   دارای   ها ژن   این   که   داد   نشان 

  مقاومت   بهبود   هدف   با   آینده   تحقیقات   برای   ای پایه   تواند می   پژوهش   این   نتایج   . شد   جو   گیاه   ژنوم   در   دیفنسین   های ژن   تحلیل   و   شناسایی 

  و   زیستی   های تنش   به   گیاه   مقاومت   افزایش   برای   ژنتیک   مهندسی   راهکارهای   توسعه   در   همچنین   و   آورد   فراهم   زراعی   گیاهان   سایر   و   جو 

 .شود   واقع   مؤثر   غیرزیستی 

 تنش   به   دهنده پاسخ   های یابی، ژن ها، توالی ژن   تنظیمی   ضدمیکروبی، تحلیل   گیاهان، پپتیدهای   ذاتی   ایمنی   واژگان کلیدی: 

 sm.sohrabi@scu.ac.ir، آدرس پست الکترونیکی: نویسنده مسئول *
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 مقدمه

  یطیمختلف مح یزاهمواره در معرض عوامل تنش اهانیگ 

از جمله  که  دارند  تنش  توانیمها  آن  قرار    ی ست یز  ی هابه 

 ، یمانند خشک  ی ستیرزیغ  یهاها و تنشبیمارگرمانند حمله  

سال تکامل،   هاونیلیم  یبالا اشاره کرد. در ط  یو دما  یشور

ا  یبرا   یتنوعم  یهامکانیسم  اهانیگ  با  ها تنش  نیمقابله 

داده مؤثرتر  یکی.  (Li et al., 2021)  اندتوسعه    ن یاز 

پپت  دیتول  ها،مکانیسم ترشح  پروتئ  دهایو   یهانیو 

د  یکروبیضدم دهاست نیفنسیمانند  از    یگروه  هانیفنسی. 

غن  یدهایپپت س  یکوچک،  تجز  نیستئیاز  به  مقاوم   هیو 

گ   یمیآنز از  دفاع  در  که  ح  اهانیهستند    .دارند  یاتینقش 

 ییتوانا  ،یدیسولفیو اتصال د  داریساختار پادلیل  بهها  آن 

ها  قارچ  ها،یها شامل باکتربیمارگر  از  یعیوس  ف یمقابله با ط

 .(Sher Khan et al., 2019) را دارا هستند هاروسیو و

  ی شواهد  ،یستی در دفاع ز  هانیفنسید  یدیکنار نقش کل   در

م نشان  که  دارد  به    دهایپپت  نیا  دهدیوجود  پاسخ  در 

هستند.    زی ن  یستیرزیغ  یهاتنش در عنوان  بهمؤثر  مثال، 

ب  دیتول  ،یشور  ای  یخشک  طیشرا در    هانیفنسید  انیو 

 دهد یموضوع نشان م  نی. اابدییم  شیافزا   اهانی از گ   یاریبس

خود در    میممکن است علاوه بر نقش مستق  هانیفنسیکه د

  ستم یس  یعموم  یهاکنندهمیتنظعنوان  بهها،  بیمارگرمقابله با  

مقاومت    ت یدر تقو   یعمل کنند و نقش مهم  اهانی گ   یدفاع

 Sher Khan et)  کنند  فاینامطلوب ا   ی هاطی در برابر مح  اه یگ 

al., 2019). 

 ن یتراز مهم  یکیعنوان  به (.Hordeum vulgare L) جو  اهیگ 

دارد.   یاغذا و خوراک دام نقش عمده  نیدر تأم  ا،یغلات دن

و تحمل   خشکمهیرشد در مناطق ن ت یقابل دلیل به اهیگ  نیا

شرا  ینسب بهتنش  طیبه  از    یکیبه    ،یخشک  ژهیو زا، 

شده    لیآب تبدکشت در مناطق کم  یبرا  یاصل  یهانهیگز

ن  اهان،ی گ   ریحال، مانند سا  نیاست. با ا  ریتحت تأث  زیجو 

 ی منف  راتیتأث  تواندیقرار دارد که م  یطیمح  یهاتنش   دیشد

و    یی رو، شناسانیمحصول داشته باشد. از ا  دیبر رشد و تول

دق به  ی دفاع  یهامکانیسم  قی درک  با    ژهیوجو  مقابله  در 

  ومتدر بهبود مقا   تواندیم   ،یستیو ز  یست یرزیغ  یهاتنش

افزا  اهیگ   نیا در شرا  شیو  آن    ز یبرانگ  چالش  طیعملکرد 

 . (Wiegmann et al., 2019)  کننده باشدکمک یطیمح

گ   یمهم مطالعه بر رو  یهااز جنبه  یکی به    اهانیمقاومت 

غ  یستیز  یهاتنش جداساز  ییشناسا  ، یستیرزیو    ی و 

  گیاهی،   های. دیفنسیناست   یمرتبط با پاسخ دفاع  یهاژن

  های خانواده  ترینبزرگ  از  یکی   و  ترینشدهشناخته

  گیاهان   غشاء  در  محلول(  AMPs)ضدمیکروبی    پپتیدهای

دیفنسین  .(Dong et al., 2023)  هستند گیاهی  اولین  های 

جدا شدند و مشخص   شناسایی شده، از گندم، جو و هویج

 هایژن آن، از پس. کنندمی  مهار را ها قارچ رشد که گردید

مانند   دولپه   و  لپهتک  مختلف  گیاهان  از  متعددی  دیفنسین

 ,.Sels et al., 2007; Silverstein et al)آرابیدوپسیس  

 Bleackley et al., 2016; Kvansakul et)، توتون  (2005

al., 2016; Lay et al., 2003)بلبلی  ، لوبیا چشم(Melo et 

al., 2002) نخود ،(Do et al., 2004) عدس ،(Finkina et 

al., 2008) ماش ،(Chen et al., 2004) ذرت ،(Balandín 

et al., 2005; Cordts et al., 2001; Souza Castro et al., 

شناسایی و جداسازی    (Sakai et al., 2013)، برنج  (1996

  بیمارگرهای  به  گیاه  دفاعی   پاسخ  در  که  گردید مشخص  و  شد 

دارند   باکتریایی   و   قارچی   مختلف  های  دیفنسین   اکثر .  فعالیت 

شده    بیمارگرهای   رشد   قوی   های بازدارنده عنوان  به   شناسایی 

  ، Botrytis cinerea ،  Fusarium culmorum  مانند   قارچی 

Colletotrichum lindemuthianum   و  C. sphaerospermum  

 رشد  هادیفنسین  سایر.  (Sharma et al., 2018)کنند  می   عمل 

  بر ها  آن   بازدارندگی  اثر  میزان  اما  کنند،می  مهار  را  هاباکتری

 برای.  (Sathoff et al., 2019)  است   ترقوی  معمولاً  هاقارچ

اسفناج  So-D7  و  So-D2  هایژن  مثال،  Spinacia)  در 

oleracea)   را   ایگسترده  طیف  باضدمیکروبی    هایفعالیت  

 Ralstonia  مانند  باکتریایی  بیمارگرهای  برابر  در

solanacearum  دهند  می   نشان (Segura et al., 1998)  .

 و   آمیلازآلفا  فعالیت   مهار  با  توانندمی  همچنین  هادیفنسین

 Spodoptera liturata  مانند  حشرات  روده  در  تریپسین

 Dowd)هند  د  افزایش  حشرات  برابر  در  را  گیاه  مقاومت 

and Johnson, 2018; Vi et al., 2019; Vijayan et al., 

توان به  می  های گیاهیهای دیفنسیناز دیگر فعالیت .  (2013
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  های تنش  با  گیاه  سازگاری   در  ،یونی  هایکانال  مسدود کردن

  ، (Kumar et al., 2019)  خشکی  مانند  غیر زیستی،  نامطلوب

مانند   فلزات  و  (Shahzad et al., 2013)  روی   سنگینی 

ها با وجود  اشاره کرد. این پپتید  (Luo et al., 2019)  کادمیوم

های آمینه سیستئین  ساختار بسیار حفاظت شده، به جز اسید

دی پیوندهای  میکه  تشکیل  را  پایدار  و سولفیدی  دهند 

بسیار   توالی  دیگر،  شده  حفاظت  آمینه  اسیدهای  برخی 

دارند. ساختار  طور  به  متغیری  آن سهکلی،  سه  ها  بعدی  از 

مارپیچ    βصفحه   یک  و  موازات صفحات    αموازی   βبه 

 .(Graham et al., 2008)تشکیل شده است 

  اه ی در گ   نیفنسید  یهاحال، اطلاعات مربوط به ژن  نیبا ا

 .اندنشده یطور جامع بررسجو هنوز محدود است و به

  های خانواده  روی  بر  متعددی  مطالعات  اخیر،  هایسال  در

.  است   شده  انجام  جو   گیاه  در  تنش  به  پاسخ  با  مرتبط  ژنی

 ,.Abedini et al)  دهیدرین  ژنی  هایخانواده  نمونه،  عنوانبه

 مورد  (Mir Derikvand et al., 2022)  هوئین  و  (2012

 های تنش  به  پاسخ  درها  آن   نقش  و  اندگرفته  قرار  بررسی

  سرما،   و  خشکی   مانند  غیرزیستی  های تنش  ویژهبه  محیطی،

 این   روی  بر  شدهانجام   هایپژوهش.  است   شده  مشخص

  از   محافظت   اسمزی،  تنظیم  باها  آن  که  اندداده  نشان  هاژن

  در   غشایی،  ساختارهای  تثبیت   و  سلولی  هایپروتئین

 .هستند  مؤثر  محیطی  نامطلوب  شرایط   به  گیاه  تحمل  افزایش

و    یستیز  یهابه تنش  اهی در پاسخ گ   یدفاع  یهاژن  ت یاهم

عنوان مثال،  قرار گرفته است. به  دیبارها مورد تأک   ی ستیرزیغ

عامل    یدفاع  یهاژن  انیب  یبررس به  واکنش  در  جو  در 

ژن  Blumeria graminis  ی زایماریب که  داد    ی هانشان 

اکس  پاسخ  با  ا  و یداتیمرتبط  م  ریمس  نی در   شوندیفعال 

(Ramezanpour et al., 2024).  ژنی   خانواده   این،  بر  علاوه 

  مشابه   ها،ژن   این.  است   شده  مطالعه  جو   گیاه  در  نیز  اسنیکین

  از   غنیضدمیکروبی    پپتیدهای  عنوانبه  ها،دیفنسین  با

 نقش  گیاهان  دفاعی  سیستم  در  و  شوندمی  شناخته  سیستئین

  در   اسنیکین  هایژن   که  اندداده  نشان  تحقیقات.  دارند  مهمی

  محیطی   هایتنش  تأثیر   تحت   و  گیاه   رشد  مختلف  مراحل

 .(Panji et al., 2023) شوندمی بیان

درپپتید  مجموع،  در گیاهی  ضدمیکروبی    مسیرهای   های 

 تواندمیها  آن  عملکردهای  اما  دارند،  نقش  جو   گیاه  دفاعی

. باشد  متفاوت  گیاه  فیزیولوژیکی  شرایط  و  تنش  نوع  به  بسته

  درک  به  تنهانه   ژنی،  هایخانواده  این  هایویژگی  مقایسه

  بلکه   کند،می  کمک  جو   گیاه  دفاعی  هایمکانیسم  بهتر

  گیاهان   تولید  برای  نژادیبه  های برنامه  توسعه  در  تواندمی

 . باشد  مفید محیطی هایتنش به ترمقاوم

اصل شناسا  نیا  یهدف  جداساز  ییمطالعه،    ی ها ژن  یو 

د گ   نیفنس یخانواده  بررس  اهیدر  و    ی هایژگ یو  یجو 

تکامل  ییا یمیکوشیزیف ابزارهاها  آن  یو  از  استفاده    ی با 

  ن ییتع  لی از قب  ییزهایراستا، آنال  نیاست. در ا  ی کیوانفورماتیب

پ ن ی فنس ی د   ی ها ژن   یی ا ی م ی کوش ی ز ی ف   ات ی خصوص    د ی پپت   ی ن ی ب ش ی ، 

و    و عناصر تنظیم کننده سیس   های رونویسی ، فاکتور ی گنال ی س 

شد.  ژن   ن ی ا   ی ک ی لوژنت ی ف   ز ی آنال  انجام    های تحلیل   همچنین، ها 

  شرایط   در   ها ژن   این   بیان   بررسی   برای (  in silico)   بیوانفورماتیکی 

  مختلف   های بافت   در   و   شوری   خشکی،   مانند   زا تنش   مختلف 

تر شدن نقش  به روشن   تواند ی م   ق ی تحق   ن ی ا   ج ی نتا .  شد   انجام   گیاه 

و    ی ست ی ز   ی ها جو به تنش   اه ی مقاومت گ   ت ی در تقو   ها ن ی فنس ی د 

  ی برا   یی مبنا   تواند ی م   ج ی نتا   ن ی علاوه، ا کمک کند. به   ی ست ی رز ی غ 

  ق ی از طر   ی زراع   اهان ی گ   ی ک ی بهبود ژنت   نه ی در زم   نده ی آ   قات ی تحق 

مقاومت به    ش ی فزا ا   ی برا   ی نژاد به   ی ها برنامه   ا ی   ک ی ژنت   ی مهندس 

 .فراهم آورد   ی ط ی مح   ی ها تنش 

 ها مواد و روش

جو: ژنوم  در  دیفنسین  ژنی  خانواده  اعضای   شناسایی 

تمامی   ابتدا  در  دیفنسین  ژنی  خانواده  شناسایی  جهت 

ی که در پایگاه  گیاه  به خانواده دیفنسین  مربوطهای  یتوال

بودند،  ثبت شده  NCBI  (Pruitt et al., 2005  )  یداده پروتئین

ی دیفنسین  هاژن. سپس برای شناسایی توالی  شدند  دریافت 

 McGinnis)  استفاده شد  tBLASTnدر ژنوم جو از ابزار  

and Madden, 2004).    نتایجtBLASTn    از استفاده  با 

( 22)نسخه    CLC Genomics Workbench  افزارنرم 

(QIAGEN, USAسرهم )های حاصله  یو توال  هشد  بندی

ددر   داده   Conserved)شده  حفاظت   هایمینپایگاه 

Domains Database, CDD)   گرفتند قرار  بررسی    مورد 
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(Marchler-Bauer et al., 2014)  .هایی که شامل  تنها توالی

کمتر   e-valueبا  Knot1  (Gamma-Thionin  )  کامل  میند

به  0/ 001از   ژبودند  دیفنسینعنوان  شدند  ن    .انتخاب 

طراحی  به اختصاصی،منظور  توالی  آغازگرهای  های  از 

شده شناسایی  تحل  دیفنسین  تمامی  توسط  های  یلکه 

شد  دستییینپا بودندتأیید  شده  استفاده    آغازگرهای   .، 

نرم توسط   Apte)(  6)نسخه    AlleleIDافزار  اختصاصی 

and Singh, 2007 ) (1)جدول  طراحی شدند. 

، بذرها با پس از تهیه بذور  :DNAمواد گیاهی و استخراج  

در   و  ضدعفونی  بنومیل  ستیکی  پلاهای  گلدانقارچکش 

شدند.   ازنمونهکشت  روزه    20های  گیاهچه  برگ  گیری 

و پس از فریز شدن در ازت مایع، تا زمان صورت گرفت  

گراد  درجه سانتی- 80دمای  یخچال با  در     DNAاستخراج

  CTABژنومی با استفاده از روش    DNA  .نگهداری شدند

(Doyle, 1991  )نمونه مایع  هااز  ازت  با  شده  پودر  ی 

  استفاده   استخراجی با  DNA کیفیت  و  شد. کمیت  استخراج

)نانودراپ(  از اسپکتروفتومتر  یک   ژل  و  دستگاه  آگارز 

 . بررسی گردید درصد

برای    PCRواکنش  برای تکثیر و جداسازی:    PCRواکنش  

شرکت سیناژن    تکثیر قطعات ژنی با استفاده از مستر میکس

(SinaClon BioScience, Iran  و  )DNA    شده استخراج 

شرکت  عنوان  به ترموسایکلر  دستگاه  از  استفاده  با  الگو 

BioRad  (BioRad, USA  انجام شد. شرایط واکنش )PCR  

جدول   واکنش،    2در  انجام  از  پس  است.  شده  ارائه 

روی ژل آگارز یک درصد بارگذاری و    PCRمحصولات  

پس از تعیین اندازه، باندهای   .(1تأیید اندازه شدند )شکل  

ژن  از  دیفنسین  حاصل  با  های  آگارز  ژل  از  از  کیت  استفاده 

GeneJET    (Thermo Fisher Scientific, USA  )  استخراج ژل 

نهایت   ی ساز خالص  در  و  برگشتی  صورت  به   شده  و  رفت 

  یابی ی شدند. نتایج توال یابی  ی توال   آلمان   متابیون   توسط شرکت 

قطعه  ب  هر  جداگانه  به رای  از  طور  استفاده   CLCافزار نرم با 

Genomics Workbench    ند د ش   ( مونتاژ 22)نسخه  . 

 

، طول قطعه تکثیری، دمای اتصال شده طراحی آغازگرهای توالی و اسامی -1 جدول  

Table 1. Names and sequences of designed primers, amplicon length, annealing temperature 
 ردیف 
Row 

 نام ژن 
Gene 

name 

ژن   شناسه   

Gene ID 

 توالی آغازگر 
Primer sequence 

 طول قطعه تکثیر 
Product length 

گراد( دمای اتصال )سانتی   
Ta (°C) 

1 Def01 HORVU1Hr1G010250-F 5'- CCTACCACCACCACCACCAG-3' 445 60 

HORVU1Hr1G010250-R 5'- TCTAGCGAACGGCACTGACC-3' 

2 Def02 HORVU1Hr1G010230-F 5'- GTGAAGGTGGAGCAGAGCAG -3' 459 61 

HORVU1Hr1G010230-R 5'- TAAGAACTGTGACGACGAACG -3' 

3 Def03 HORVU1Hr1G002150-F 5'- CAACCAGCCAGCAAGCAGAG -3' 409 60 

HORVU1Hr1G002150-R 5'- CACGGAACAGACAGACAACGG -3' 

4 Def04 HORVU2Hr1G120390-F 5'- TCACGCAAGGAGAGCAAATGG -3' 501 61 

HORVU2Hr1G120390-R 5'- TAGACGGACACGGGAGGAAC -3' 

5 Def05 HORVU2Hr1G007650-F 5'- TAGCACATACCAACAAGGAAG -3' 450 61 

HORVU2Hr1G007650-R 5'- CATAATTGTCGCCATCCATCC -3' 

6 Def06 HORVU2Hr1G007650-F 5'- GCTATCAATAATGGCGTCGTC -3' 562 61 

HORVU2Hr1G007650-R 5'- ACACCGTGAACCTGAAGTCC -3' 

7 Def07 HORVU4Hr1G082400-F 5'- ACACACAGACGCAACACACAC -3' 524 60 

HORVU4Hr1G082400-R 5'- ATGGACGCACGCAGGAAGAG -3' 

8 Def08 HORVU4Hr1G082390-F 5'- ACACCCAACCCTGACACACTC -3' 378 60 

HORVU4Hr1G082390-R 5'- ATGGACATTGACGCAGACACG -3' 

9 Def09 HORVU7Hr1G037690-F 5'- CTTGGAAGGTCTTAATCTGTC -3' 428 60 

HORVU7Hr1G037690-R 5'- GTTACATTATTACACGGAAGC -3' 

10 Def10 HORVU7Hr1G037720-F 5'- CCTCCCTCCTCTACATTCATC -3' 406 59 

HORVU7Hr1G037720-R 5'- GGTACAGACACAATGCTTCAG -3' 

11 Def11 HORVU6Hr1G0571450-F 5'- GCCAAGGTCACAACAATAGC -3' 439 58 

HORVU6Hr1G0571450-R 5'- GCCATCAACTCAAATCTCAAC -3' 

12 Def12 HORVU5Hr1G084390-F 5'- CAGCATGTGGACCAAGAAGG -3' 504 61 

HORVU5Hr1G084390-R 5'- TAGTGGAGTACATACGATGATACG -3' 

13 Def13 HORVU1Hr1G002100-F 5'- ATAAACCCGTGCCTCCTCTT -3' 444 61 

HORVU1Hr1G002100-R 5'- GGAGGACTGGTCTGCTTGAA -3' 
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 ها برای تکثیر دیفنسین PCRواکنش   حرارتی برنامه -2جدول 
Table 2. PCR thermal cycling used to amplify defensins in barley leaves  

 مرحله 

Step 

( گرادی)سانتدرجه حرارت   

Temperature (°C) 

 زمان )دقیقه( 

Time (Min) 

ی اولیه سازواسرشته  

Initial denaturation 
95 10 

35 Cycle 

یسازواسرشته  

 Denaturation 
95 0.5 

  اتصال

Annealing 
آغازگر دمای اتصال هر   0.5 

 گسترش

Extension 
72 1.5 

 گسترش نهایی

Final extension 
72 10 

 

ساختار تحلیل  و   ژنی  خانواده  هایپروتئین  تجزیه 

در ساختار    حفاظت م عملکردی    هایدمیندیفنسین:   شده 

های  یگاهبا استفاده از پا  دیفنسین  ژنی  خانوادههای  پروتئین

گردیدند   InterProScanو    CDD  ،Pfam  داده   مشخص 

(Finn et al., 2016; Jones et al., 2014; Marchler-

Bauer et al., 2014)  . محل  راهنما  پپتید  فعالیت  و 

پروتئینسلولدرون کمک   دیفنسین  ژنی  خانواده های  ی  به 

آنلاینسرور و    SignalP  ،Phobius  ،PSORT  های 

CELLO2GO  ندشد  بینییشپ  (Horton et al., 2007; 

Käll et al., 2007; Nielsen, 2017; Yu et al., 2014) .  

فیزیکوشیمیایی   ژنی   خانوادههای  پروتئین  خصوصیات 

مولکولی،  (pI)ایزوالکتریک    pHشامل    دیفنسین وزن   ،

کل   میانگین  و  ناپایداری  شاخص  آلیفاتیک،  شاخص 

 ,Grand Average Of Hydropathicity)هیدروپاتیک  

GRAVY)  از استفاده   شد  بینییش پ  ProtParam  ابزار  با 

(Gasteiger et al., 2005).  ساختارهای  این    برعلاوه

نرم از  استفاده  با  شد   Phyre2افزار  پروتئینی  ند  تعیین 

(Kelley et al., 2015).  همه  در  اینترون-اگزون  مرزهای 

  CDSردیفی توالی ژنومیک و  دیفنسین به وسیله هم   هایژن

 Gene Structure)  ژن  ساختار  نمایش  سرور  از  استفاده  با

Display Server)  شد    تعیین  و  شناسایی(Guo et al., 

گلیکوزیلاسیون   فسفوریلاسیون  هایمکان.  (2007 و 

 NetPhos 3  هایسرور  از  استفاده  با  دیفنسین  هایپروتئین

(  1)نسخه    NetNGlyc  و  (Blom et al., 2004)(  3)نسخه  

 .شدند بینیپیش

تحل  هی تجز  س  لیو  فاکتور  سیعناصر    ی: سی رونو  هایو 

خط   استفاده  با  پیشبر  بازجفت   1500  ناحیه بر  پایگاه    از 

PlantCare  تنظیم عناصر  تشخیص   مورد   Cisکننده  جهت 

بررسی عوامل  .  (Lescot et al., 2002)گرفتند    قرار  بررسی

صورت گرفت   PlantRegMap رونویسی به کمک پایگاه  

(Tian et al., 2020)  . 

درخت  و بازسازی    های پروتئینییچندگانه توال   ردیفیهم

ژن  یلوژنتیکیف چندگانه    ردیفیهم    دیفنسین:  یخانواده 

انجام   Clustal Wبا استفاده از الگوریتم    های پروتئینییتوال

ف  .(Larkin et al., 2007)  شد بر  یمبتن  یلوژنتیکیدرخت 

برای   (Maximum Likelihood, ML)  روش بیشینه احتمال

برنج    جو و   دیفنسین در گیاه  یخانواده ژنهای  ینوالی پروتئت

لپه دو  و  تک  اصلی  مدل  )گیاهان  آرابیدوپسیس  با  ای(  و 

از   گرفتن  با)   MEGA Xافزار  نرماستفاده  نظر    1000  در 

  .(Kumar et al., 2018)  بازسازی شد (استرپ تکرار بوت

  ی خانواده ژناعضای  تجزیه و تحلیل فعالیت ضدمیکروبی  

ضدمیکروبی اعضای برای ارزیابی فعالیت بالقوه    دیفنسین:

 از پایگاه داده پپتیدهای ضدمیکروبی  دیفنسین  یخانواده ژن

CAMP   (Collection of Anti-Microbial Peptides ) 
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ضدمیکروبی   .شداستفاده   پپتیدهای  داده  پایگاه    مجموعه 

(CAMP)    هایمطالعات پپتید  دهی و راحتی درسرعت برای 

است  شده  ایجاد  پایگاه ضدمیکروبی   .CAMP    اطلاعات

  های شده پپتیدهای ضدمیکروبی خانوادهت  ظاحف  هایتوالی

اطلاعات مربوط به توالی   که در آن   را در بر دارد  مختلف

دسترسی،  یپروتئینو    نوکلئوتیدی شماره  فعالیت،  نوع  ، 

به    یهدف و خانواده پروتئین  های یسمارگانیسم منبع، ارگان

ارائه   این (Waghu et al., 2014) گردد  میکاربران  در   .

هایی با  توالیفعالیت ضدمیکروبی و  احتمال وجود    مطالعه،

الگوریتم  بیشترین از  استفاده  با  ضدمیکروبی  های  فعالیت 

، (Discriminant Analysis)  تجزیه و تحلیل افتراقی خطی

، شبکه عصبی (Random Forestی )جنگل تصادف تمیالگور

بردار  ماشینو  (  Artificial Neural Network)  مصنوعی

شدند بینی  پیش   (Support Vector Machine)پشتیبان  

(Waghu et al., 2014) . 

اختصاصی   دیفنسین  های خانوادهژن  بیان  تحلیل  و  تجزیه

  الگوی   In silico:صورت  به  تنش  شرایط  تحت  و بافت

استفاده    مختلف،  هایبافت   در  دیفنسین  هایژن  بیان   از با 

تحلی  درک   تا  آمددست  به   RNA Seqهای  داده  تجزیه و 

  رشد   فرآیند  در  دیفنسین  هایژن  عملکرد  اهمیت   از  اولیه

  استفاده   با. همچنین  (Mayer et al., 2012)شود    ارائه  گیاه

از  ژنی  بیان  هایداده  مجموعه  از آزمایش   چندین  حاصل 

  غیر   و  زیستی  مختلف  هایتنش  تأثیر   به  مربوط   ریزآرایه

  های ژن  NCBI  سایت   GEO  داده   پایگاه   درموجود    زیستی

مطالعات .  دشدن  شناسایی(  DEGs)  متفاوت  بیان  با در 

رو از  و    ییشناسا  یبرا  یکیوانفورماتیب   یکردهایمشابه، 

استفاده شده   یستیز  یرهایدر مس  لیدخ  یهاژن  انیب  لیتحل

  ان یب  ان،یب نیریش  اهیگ   یرو  یانمونه، در مطالعه  یاست. برا

در فصول مختلف با    نیزی ریس یسنتز گل  ریمس  یدیکل  یهاژن

 Khakpour)  است   هشد  ی بررس  in silico  زیاستفاده از آنال

et al., 2019)ژن را    انیب  طیشرا   سهیها امکان مقاروش  نی. ا

  ها، تحلیل  این  در.کنندیفراهم م  یطیمختلف مح  طیدر شرا

  شناسایی   برای  کنترل  هاینمونه  با  تنش  تحت   هاینمونه

DEGs  شدند  مقایسه  .DEGs  با  FDR < 0.05  2 |  وLog

(fold change) | ≥ 1  دیفنسین   خانواده  هایژن و  هشد فیلتر  

با استفاده    حرارتی  هاینقشه  . درنهایتشدند  جدا  بین  این  از

ژنی بیان  مقادیر    شد  ایجاد  Heatmapper  از  استفاده  با  از 

(Babicki et al., 2016). 

 نتایج و بحث 

 توافق   مورد  توالی  ردیفیهم   از  حاصل  نتایج  بندیسرهم

  بر .  انجامید  کانتیگ  13  تولید  به  جو،   گیاه  ژنوم  با  هادیفنسین

 از  استفاده  با  و  طراحی  آغازگرهایی   ها،کانتیگ  این  مبنای

  ، 590  ،719  ،513  ،568  ،571  ، 554  هایطول  با  قطعاتیها  آن 

 ند شد  تکثیر  بازجفت   526  و  798  ،1122  ،611  ،1151

  ، CELLO  و  SignalP  ابزارهای  از  گیریبهره  با(.  1  شکل)

و    جو  گیاه  اسنیکین  خانواده   پروتئینی  هایتوالی تجزیه 

  پپتیدهای   دارای  هاپروتئین  این  داد  نشان  که  شدند  تحلیل

، 22  ،24  ،33  ،28  ،28  ،33  ،35  ،31  ،25  طول  به  اینشانه

  های ن یهمه پروتئدر  .  هستند  اسیدآمینه  31و    30،  21،  22

حفاظت شده در    اریبس  نی دم  کیشده،    ییشناسا  نیفنسید

  8که شامل    نه،یآم  دیاس  60  بایتقر  ی حاو  ،یلیکربوکس   یانتها

 ی دسولفیید  وندیپ  4  لیکه منجر به تشک  نیستئیس  نهیدآمیاس

گذرنده    یها  چیمارپ  نی(. همچن2شد )شکل    افتی   شود،یم

غشا  پروتئ  ءاز  تمام  که    ی بررس  نیفنسید   هاینیدر  شد 

مشاهده ها  آن   ازدرصد    70بخش گذرنده در    کیحداقل  

و    Def01  ،Def02  ،Def04  هاید پپتی  در  که  یشد، به طور

Def05   نگرد م   ها ی بررس   ن ی ا  . د ی مشاهده  که    دهد ی نشان 

پس از سنتز، به خارج از سلول ترشح شده    ن ی فنس ی د   ی دها ی پپت 

.  شوند ی فعال م   ی ست ی رز ی و غ   ی ست ی ز  ی ها و در واکنش به تنش 

ها  آن   ی د ی در خارج از سلول با نقش کل   دها ی پپت   ن ی محل تجمع ا 

دارد.    ی م ی ارتباط مستق   زا ی مار ی و مقابله با عوامل ب   اه ی در دفاع گ 

  لی خود، پس از تکم   ی ضدپاتوژن   ت ی واسطه خاص به   دها ی پپت   ن ی ا 

تغ  انجام  و  تشک   ی ا پساترجمه   رات یی سنتز  به  منجر    لی که 

مح   شود، ی م   ه ی ثانو   ی ساختارها  سلول   ط ی به    منتقل   ی خارج 

  ی کروب ی در برابر مهاجمان م   اه ی تا در خط مقدم دفاع گ   شوند ی م 

  وجود به خارج از سلول و    دها ی پپت   ن ی کنند. ترشح ا   ایفای نقش 

  ی دها ی پپت   گر ی و د   ها ن ی فنس ی مربوطه در ساختار د   ی ها گنال ی س 

تعامل    ق ی از طر   دها ی پپت   ن ی ا   را ی است، ز   ی ضرور   ی کروب ی ضدم 
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غشاها  دفاع   ، ی کروب ی م   ی با  انجام    ی عملکرد  به  را  خود 

نت رسانند ی م  در  موفق   جه، ی .  در    ها ن ی فنس ی د   ز ی آم ت ی عملکرد 

وابسته    ی رشح ت   ی ها گنال ی س   ن ی دفاع، به وجود ا   ه ی مراحل اول 

ها فراهم  را در مقابل پاتوژن ها  آن   مؤثر  ت ی است که امکان فعال 

 . ( Fu et al., 2023)   سازد ی م 

ساختار بررسی  پروتئیندر  ثانویه  جو،  های  دیفنسین  های 

.  شد  مشخص  بتا  رشته  5  تا  1  و  آلفا  مارپیچ  5  تا  0  وجود

  سایر  اما   د، ن باش می   بتا   های رشته   دارای   تنها   Def10پپتید  

دارای   پپتیدهای  هستند    بتا   های رشته   و   آلفا   مارپیچ   دیفنسین 

  رویداد   78  مجموع   در   دیفسین،   های پروتئین   در   . ( 3)شکل  

  و   ترئونین   سرین،   آمینواسیدهای   روی   احتمالی   فسفوریلاسیون 

  رویدادهای  اکثر   که   شود می   بینی پیش .  شد   بینی تیروزین، پیش 

  در   و (  31)   ترئونین سپس    ، ( 47)   سرین   بر روی   فسفوریلاسیون 

  های جایگاه   بیشترین .  شود می   ایجاد (  1)   تیروزین   نهایت 

  در   دیفنسین   های پروتئین   در (  جایگاه   9)   فسفوریلاسیون 

Def01   فسفوریلاسیون   رویدادهای   که   حالی   در   شده،   بینی پیش  

 پنج پپتید.  بود   متفاوت   جایگاه   8  تا  2  از   ها پروتئین   سایر  در 

Def04  ،Def07  ،Def08  ،Def09    وDef13   یک  حاوی   نیز 

می بودند.    گلیکوزیلاسیون   محل  بر فسفوریلاسیون  تواند 

پروتئین  تعاملات  و  پایداری  تأثیر فعالیت،  دیفنسین  های 

واسطه  با  و  پروتئین بگذارد  این  کینازها،  در گری  را  ها 

فراوان  حضور  کند.  فعال  مختلف  دفاعی  مسیرهای 

های فسفوریلاسیون بر روی سرین و ترئونین در دیفنسین 

می  نشان  پروتئین جو  این  که  تحت  دهد  است  ممکن  ها 

تأثیر کینازهایی همچون سرین/ترئونین کینازها باشند، که 

از  به  مهمی  اجزای  پیام عنوان  مکانیسمآبشار  در   رسانی 

می  عمل  می دفاعی  کینازها  این  با کنند.  توانند 

یرهای ها را در مس های دفاعی، آن فسفوریلاسیون پروتئین 

به  و  کرده  فعال  غیرزیستی  و  زیستی  تنش  سیگنالینگ 

زا و  های دفاعی گیاه در برابر عوامل بیماری تقویت پاسخ 

 زا مانند خشکی و شوری کمک کنندشرایط محیطی تنش

 (Yang et al., 2022 ). 

 

 
 :2 ، چاهکbp100نشانگر  :1در تمام تصاویر چاهک  .های دیفنسین ژن PCRژل الکتروفورز محصولات تصاویر  -1شکل 

 کنترل منفی  :3جو رقم زهک و  DNAتوالی تکثیر شده ژن مورد نظر روی 
Figure 1. Gel electrophoresis of PCR products targeting barley defensin genes. In all images: Lane 1: 100 bp 

marker, Lane 2: Amplified sequence of the target gene on Hordeum vulgare cv. Zahak DNA, and Lane 3: 

Negative control. 
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 . است ها آن حفظ شده  نیستئی س 8سبز نشان دهنده  هایستون .دیفنسین جو  هاینیپروتئ اصلی نیدم  یهمتراز -2 شکل

Figure 2. Alignment of the core domain of barley defensin proteins. Arrowheads indicate the eight conserved 

cysteine residues 
 

 
 سازیمدل پایه بر و Phyre2  از استفاده با ساختارها. جو  گیاه  دیفنسین پپتیدهای در شدهبینیپیش ثانویه ساختارهای -3 شکل

 .اندشده ایجاد ثانویه ساختار بینیپیش و همولوژی
Figure 3. Predicted secondary structures of defensin peptides in barley. The 3D structures were generated using 

Phyre2, based on homology modeling and secondary structure prediction. 
 

دارای   مطالعه   مورد   دیفنسین   های پروتئین  جو،  گیاه    وزن   در 

  ایزوالکتریک   نقطه   همچنین، .  بودند   کیلودالتون   7- 9  مولکولی 

  های پروتئین   اکثر .  بود   متغیر (  Def10) 10  و (  Def05)   7/ 28  بین 

  Def06 جز  به  ، 40 بالای  ناپایداری  شاخص  مقادیر  با  دیفنسین 

  ، GRAVY  مقادیر   اساس   بر   . شناخته شدند   ، ناپایدار Def10  و 

Def03  ،Def04  ،Def07  ،Def08  ،Def11    وDef12   آبدوست  

سایر  بودند. ها  آن   و    58/ 09  آلیفاتیک   شاخص   مقادیر   آبگریز 

 (Def11  ) 82/ 33  تا   (Def12  )  ( 4بود )جدول  . 

انتقال کارآمد   ع، یسر  دیتول  دها،یپپت  نیا نییپا  یوزن مولکول

. دامنه  کندیم  لیرا تسه  افته ی بهبود  ضدمیکروبی    ت یو فعال

ا  شدهینیبشیپ پپتpI)  کیزوالکتر ینقطه   یدهای( 

است  ها  آن  یباز  اریبس   ت ی دهنده خاصنشان  شدهیجداساز

س  یباز  نهیآم  یدهایاس  یفراواندلیل  بهکه    ن، یستئیمانند 

  ی کل   یباز  ت ی به خاص  ب یترک   نی. اباشدی م  نیزیو ل  نیآرژن

مها  آن  برا  کندیکمک  فرآها  آن   عملکرد  یکه    یندهایدر 

ب تکن  ،ییا یمیوشیمختلف  جمله    ی سازخالص  یهاکیاز 
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کروماتوگراف ا  یونیتبادل    یمانند    نگ، یزوالکتروفوکوسیو 

 .(Ijaz et al., 2023) است  یضرور

آل دادن حجم   یبرا  یار یمععنوان  به  کیفاتیشاخص  نشان 

  کند یعمل م  کیفاتیآل  یجانب  یهارهیاشغال شده توسط زنج

پا آبگر   یحرارت  یداریو  منعکس    نیپروتئ  کی   یزیو  را 

شاخص    یجو دارا  نیفنسید  یدهایمثال، پپتعنوان  به.  کندیم

نشان  یاشدهمحاسبه  کیفاتیآل که  مقاومت  هستند  دهنده 

آن را    توانیاست، که م  ییدما  راتییدر برابر تغها  آن  خوب

ساختارها وجود  پل  هیثانو   یبه  در   یدیسولفید  یهاو 

 ی داریپا   یساختار  یهایژگیو  نینسبت داد. اها  آن  ب یترک 

 Kaur)  دهدیم  شیافزا  یحرارت   یهارا در برابر تنش  دهایپپت

et al., 2020)  .ه  نیانگیم   ی کی(  GRAVY)  یدروپاتیکل 

  ر یمجموع مقاد  میمهم است که از تقس  ی از پارامترها  گرید

 ی دهایبر تعداد کل اس  نهیآم  یدهایتمام اس  یبرا  یدروپاتیه

  ی دهندهنشان  GRAVY  ی . مقدار منفدیآیمدست  به  نهیآم

از   ی که مقدار مثبت آن حاک   یاست، در حال ی قطب ت ی خاص

اباشدیم  یرقطبیغ  یهایژگ یو   ی دهایپپت  یبرا  یژگ یو  نی . 

بس AMPs)ضدمیکروبی   ز  اری(  است،  با  ها  آن   رایمهم 

خصوص  یسلول  یغشاها دارند.    ک، یدروفوبیه  اتیتعامل 

ساختارها با  پ  ه یثانو   یهمراه  و    ی وندهایخاص 

مؤثر با  طور به تا   دهدیاجازه م دهایپپت نیبه ا ،یدیسولفید

  ل یتشک  زیچرب آبگر  یدهایپاتوژن که عمدتاً از اس  یغشاها

درگ شده افزا  ریاند،  طر  یتیس یدروفوبیه  ش یشوند.    ق ی از 

 نیا  ن،یو لوس  نیمانند آلان  یرقطبیغ  نهیآم  یدهایگنجاندن اس

 .(Ijaz et al., 2023) کندیم ت یتعامل را تقو 

نقش  هانیفنسید  ی ساختار  ی هایژگ یو بر    ی هاعلاوه 

ها  آن   بودن   ی و چندکاربرد   ی کل   ی دار ی خود، به پا ضدمیکروبی  

شرا  م   ط ی تحت  کمک  تنش  پ کند ی مختلف  وجود    ی وندها ی . 

بلکه   دهد، ی م   ش ی را افزا   ی حرارت  ی دار ی نه تنها پا   ی د ی سولف ی د 

  کند ی محافظت م   ک ی ت ی پروتئول  ی ه ی را در برابر تجز  دها ی پپت  ن ی ا 

  لی تبد   اه ی گ   ی ذات   ی من ی ا   ستم ی مستحکم س   ی را به اجزا ها  آن   و 

ب د ی نما ی م  توازن  ثانو   ، ی ت ی س ی دروفوب ی ه   ن ی .  و    ه ی ساختار 

  ی غشاها   ب ی در تخر ها  آن   ی اثربخش   ی برا   ی کووالانس   ی وندها ی پ 

 . ( Kaur et al., 2020) ت  اس   ی ضرور   ی کروب ی م 

با    ی ابزار   CAMP  ی اطلاعات   گاه ی پا  که  است  داده  توسعه  را 

-و بر اساس ویژگی   مختلف   ی محاسبات   ی ها تم ی استفاده از الگور 

های  وجود بار مثبت، فولدینگ و ساختار هایی مانند آبگریزی، 

پ ثانویه،   پپت   ی ژگ ی و   ی ن ی ب ش ی به  در  و    دها ی ضدمیکروبی 

ی  تنها در صورت   ها تم ی الگور   ن ی ا   . پردازد می   گر ی د   ی ها ن ی پروتئ 

به پروتئین  را  پپتید ها  می عنوان  ضدمیکروبی  که  های  شناسد، 

  اه ی در گ باشند. مشترک ضدمیکروبی  ی ژگ ی چند و  ا ی  ک دارای ی 

با   RF تم ی ، الگور 0/ 88احتمال    ن ی انگ ی با م   SVM  تم ی جو الگور 

احتمال    ن ی انگ ی با م   DA  تم ی ، الگور 0/ 77از    شتر ی احتمال ب   ن ی انگ ی م 

الگور   0/ 69 ب   ANN  تم ی و  احتمال  با  وجود    0/ 84از    شتر ی با 

شده    یی شناسا   ی ها ن ی ک ی اسن   ی ضدمیکروبی را در تمام   ت ی خاص 

 (. 4)جدول کرد    ی ن ی ب ش ی پ 

  تکاملی  ارتباطات   بهتر  درک  برای :  فیلوژنتیکی تجزیه و تحلیل 

  دیفنسین   پروتئین   های توالی   از   استفاده   با   فیلوژنتیک   درخت 

  درخت،   این   در   . شد   برنج و آرابیدوپسیس ایجاد   ازگیاهان جو، 

  طور به (  AtDef)   آرابیدوپسیس   به   مربوط   دیفنسین   های ژن 

  تمایز   دهنده نشان   که   اند، گرفته   قرار   مجزا   گروه   یک   در   و   جداگانه 

.  است (  برنج   و   جو )   ها ای لپه تک   از   ای لپه دو   گیاه   این   تکاملی 

  برخلاف (  OsDef)   برنج   و (  HvDef)   جو   در   دیفنسین   های ژن 

  قرار   مختلف   گروه   چندین   در  صورت پراکنده به  آرابیدوپسیس، 

  دلیل مسیرهای به   احتمالًا  ها ای لپه تک   در   پراکندگی   این .  اند گرفته 

  منجر  که  است   ژنی   سازی دوگانه   رخدادهای  و  متفاوت  تکاملی 

  این  طور کلی، به .  است   شده   دیفنسین  های ژن  در   بیشتر   تنوع  به 

  مسیرهای   ها ای لپه تک   و   ها ای لپه دو   که   دهد می   نشان   ساختار 

  تنوع (  برنج  و  جو )  ها ای لپه تک  در   اما  اند، داشته   مستقلی  تکاملی 

 (.  4شود )شکل  می   دیده   دیفنسین   های ژن   در   بیشتری   ژنتیکی 

 Gene Structure  با استفاده از ابزار   : ا ه ساختار ژن   ت ی وضع   ن یی تع 

Display Server   ترازی هم   اساس   بر   اینترون - اگزون   ساختارهای  

CDS   دیفنسین   های ژن   از   گروه   هر .  ژنی ایجاد گردید   توالی   و  

صورت حفاظت شده داشتند، به  مشترک به   ژنتیکی   ساختارهای 

  Def08که ژن  به طوری .  که دارای دو یا یک اگزون بودند طوری  
ها دارای یک اینترون و دو اگزون  دارای یک اگزون و سایر ژن 

متعدد    ی ها نترون ی وجود ا   (. 5  شکل )   بوده و الگوی مشابهی داشتند 

که منجر به    دهد ی م   ش ی متناوب را افزا   ش ی را ی پ   ت ی ها ظرف در ژن 

.  شود ی م   تر ده ی چ ی پ   ی م ی تنظ   ی ها و مکانیسم   ها ن ی پروتئ   شتر ی تنوع ب 
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بلکه    کند، ی م   نه ی را به   ی ک ی ولوژ ی ب   ی نه تنها عملکردها   ی دگ ی چ ی پ   ن ی ا 

ر کدکننده در ژنوم  ی و عناصر غ   ها نترون ی ا   ی بر نقش مهم تکامل 

تأک  زنده  ا کند ی م   د ی موجودات  درک  درک    ی برا   ندها ی فرآ   ن ی . 
با مح   ی سازگار   ی چگونگ  تکامل موجودات    ی ات ی خود ح   ط ی و 

 . ( Lim et al., 2018)   است 

تحل   ه ی تجز  فاکتور   س ی س کننده  تنظیم عناصر    ل ی و    های و 

  ی ها ژن   ی م ی تنظ   ی ها سم ی مکان   ی بررس   جهت   ی: س ی رونو 

  ی اب ی جفت باز بالادست کدون شروع مورد ارز   1500  ن، ی فنس ی د 

  ی در پروموترها   ی اه ی گ   های مرتبط با هورمون  Cis گرفت. عناصر 

  ، جعبه TGACG ف ی جو، از جمله موت   اه ی در گ  ن ی فنس ی ژن د  13

TATC جعبه  ،  P  ،ABRE عنصر  ،  TGA هسته  ، AuxRR   و

 ن ی شدند. مشخص شد که اکثر ا   یی شناسا  TCA و  ERE عناصر 

مرتبط    ک ی ل ی س ی سال  د ی و اس   ن ی ، اکس ABA  ،GA  به  س ی عناصر س   
انواع مختلف پاسخ   Cis هستند. عناصر  با  ،  LTR)  تنش مرتبط 

MBS     و STRE )  از   ی غن   ی تکرارها )  ی مار ی و مقاومت به ب  TC  ،
W-box  و WUN-motif )  شدند. عناصر   یی ها شناسا در اکثر ژن

  ی کننده اختصاص   م ی و تنظ  zein ( O2-Site)   سم ی متابول   س ی س   م ی تنظ 
د.  دن ش   یی مناطق از پروموتر شناسا   ن ی در ا   ز ی ن (  RY-element)   بذر 

 شامل عناصر   ن ی فنس ی د   های اکثر ژن   ی پروموترها   ن، ی بر ا علاوه 

cis    ی هواز   ی مربوط به تنفس ب  (ARE )  ی  و پاسخ نورGT1-

motif  ،TCT-motif  ،Box 4  ،GATA  ،G-BOX و ، AE-box 

چند   ها افته ی بودند.   که  داد  گ   ن ی نشان  شامل    ی اه ی هورمون 
مت   ک ی برل ی ج  آبس   ن ی اکس   ک، ی جاسمون   ل ی است،    د ی اس   ک ی ز ی و 

ژن  است  برا   ن ی فنس ی د   ی ها ممکن  تنش   ی را  به    ی ها واکنش 
 . ( 6شکل  مختلف کنترل کنند ) 

 

یی )شامل وزن مولکولی، نقطه ایزوالکتریک، شاخص ناپایداری، متوسط  ا یمیکوشیزیف اتیخصوص ،یطول توال -3جدول 

 ی مکان تجمع سلولهیدروپاتی کل و شاخص آلیفاتیک( و 
Table 3. Sequence length, physicochemical properties (including molecular weight, isoelectric point, instability 

index, grand average of hydropathy (GRAVY), and aliphatic index), and subcellular localization. 

  مکان

 سلولی  تجمع
Cell localization 

 شاخص

آلیفاتیک   
Aliphatic Index 

 متوسط
 کل  هیدروپاتی

GRAVY 

شاخص 
 ناپایداری

II 

نقطه 
 ایزوالکتریک 

pI 

 وزن

مولکولی    
MW (KDa) 

 طول 

توالی    
Length (aa) 

  نام

 ژن

Gene Name 
Extracellular 77/43 0/039 50.38 9.48 8.8 82 Def01 
Extracellular 72/89 0/076 67.18 9.67 8.97 83 Def02 
Extracellular 68/81 -0/073 49.8 8.48 9.2 84 Def03 
Extracellular 63/81 -0/274 53.54 9.43 9.44 84 Def04 
Extracellular 80/66 0/384 58.42 7.28 7.85 75 Def05 
Extracellular 75/65 0/43 35.59 8.94 8.13 76 Def06 
Extracellular 70/24 -0/16 63.91 9.95 9.07 82 Def07 
Extracellular 66/77 -0/124 51.91 9.86 8.95 82 Def08 
Extracellular 87/1 0/286 41.55 8.96 8.38 76 Def09 
Extracellular 85/78 0/35 37.49 8.71 8.27 76 Def10 
Extracellular 58/09 -0/336 60.59 7.42 9.85 89 Def11 
Extracellular 82/33 0/014 56.93 10 8.4 77 Def12 
Extracellular 73/02 -0/116 55.03 9.42 9.09 83 Def13 

 

، (RF)جنگل تصادفی ، (SVM) بردار پشتیبانماشین  هایتمیبا استفاده از الگور ،یکروبیخواص ضد م ینیب شیپ -4جدول 
 (ANN)مصنوعی عصبی شبکه و (DA) تفکیکی تحلیل

Table 4. Prediction of antimicrobial properties using Support Vector Machine (SVM), Random Forest (RF), 
Discriminant Analysis (DA), and Artificial Neural Network (ANN) algorithms. 

یدتپپ  
Peptide 

پشتیبان بردار ماشین  

SVM 

تصادفی جنگل  

RF 

مصنوعی عصبی شبکه  

ANN 

تفکیکی تحلیل  

DA 
Def01 0.826 0.897 AMP 0.72 
Def02 0.936 0.919 AMP 0.36 
Def03 0.62 0.9725 AMP 0.6 
Def04 0.98 0.9635 AMP 0.83 
Def05 0.841 0.578 AMP 0.41 
Def06 0.734 0.332 NAMP 0.78 
Def07 0.986 0.9125 AMP 0.94 
Def08 0.974 0.915 AMP 0.7 
Def09 0.939 0.4155 AMP 0.82 
Def10 0.956 0.491 AMP 0.16 
Def11 0.967 0.983 NAMP 0.93 
Def12 0.984 0.819 AMP 0.98 
Def13 0.738 0.9205 AMP 0.738 
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برگرفته از  Maximum-Likelihoodبه روش  کی لوژنتیدرخت ف -دیفنسین یهانیپروتئ کی لوژنتیف  لیو تحل هیتجز -4 شکل

 شد. جادیابرنج و آرابیدوپسیس ،  جو  اهانیاز گ  دیفنسین نهیآمدیاس  یتوال 7و 11، 13 ب یترتاز به Clustal Omega یهمتراز
Figure 4. Phylogenetic analysis of defensin proteins. A phylogenetic tree was constructed using the Maximum-

Likelihood (ML) method based on multiple sequence alignment with Clustal Omega. The tree includes 13, 11, 

and 7 defensin amino acid sequences from barley, rice, and Arabidopsis, respectively. 

 

 
ط طو زرد و خآبی،  یجعبه ها   . جو های شناسایی شده دیفنسین در گیاه  ژن نترونیا-اگزون ب ی ترک  لیو تحل هیتجز -5شکل 

 . باشندیم  نترونیاگزون و ا ت ی موقع نواحی غیر ترجمه شده و ب یبه ترت  اهیس
Figure 5. Exon-intron structure analysis of identified defensin genes in barley. Blue boxes, yellow boxes, and 

black lines represent untranslated regions (UTRs), exons, and introns, respectively 
 

شبکه    ک ی  جاد ی ا   ی را ( ب 3/ 8/ 2)نسخه  Cytoscape از   ن ی همچن 

  های ژن استفاده شد. برهمکنش   -   ی س ی رونو   های تعامل فاکتور 

 C2H2 و  ERF  ،MYB ،LBDی س ی رونو   ی فاکتورها  ن ی ب  ی قو 

در شبکه برهمکنش ساخته شده مشاهده    ن ی فنس ی د   ی ها و ژن 

 .( 7شد )شکل  

تحل   ه ی تجز    های آزمایش   های داده   ها: ژن   ان ی ب   In-Silico  ل ی و 

  پاسخ   در   GASA  های ژن   بیان   های پروفایل   بررسی   برای   ریزآرایه 

بافت   و   غیرزیستی   زیستی،   های تنش   به  اختصاصی    همچنین 

خشکی    مانند   مختلف   های تنش   که   داد   نشان   نتایج .  شد   استفاده 

 (GSE15970 ،)   ( )   (، GSE27821سرما    (، GSE5605شوری 
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بور:    سنگین   فلزات   سمیت  جیوه:  GSE14521)سمیت   ،

GSE15295 بهاره ،) ( سازیGSE27821 و )   از   زیستی   های تنش  

،   Fusarium oxysporum:GSE33398)  ها بیمارگر   جمله 

باکتری  Polymyxa graminis:  GSE17238پارازیت    ،

Pseudomonas syringae  :GSE43906    :پودری سفیدک  و 

GSE14930  ) و   بوده   تأثیرگذار   دیفنسین   های ژن   بیان   بر   آفات،   و  

.  شد   مشاهده   ها ژن   بیان   افزایش   یا   صورت کاهش به   تأثیرات   این 

در   ی ها دانه  مانند  گیاه  مختلف   های بافت  بیان در  تغییرات 

رشد  در حال جوانه حال  جنین  گل ،  میانگره،  زنی،  آذین، 

ریشه  و    الگوهای   و   گرفت  قرار   بررسی   مورد   نیز   ساقه 

  نشان   ها یافته .  شد   مشاهده   بافت  نوع   به   بسته   متفاوتی   بیانی 

  به   پاسخ   در   متنوعی   های نقش   دیفنسین   های ژن   که   داد 

  مختلف و همچنین در مراحل رشدی گوناگون   های تنش 

 . ( 9و    8دارند )شکل  

 

 
 جو های دیفنسین گیاهژن شده در پروموتر  ینیبشیپ cisعناصر . -6شکل 

Figure 6. Predicted cis-regulatory elements in the promoters of barley defensin genes. 
 

 
 یسیو خانواده فاکتور رونو نیفنسید یژن ها  نیشبکه تعامل ب -7 شکل

Figure 7.  Interaction network between defensin genes and the transcription factor family 
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.  یستیز هایبه تنش در پاسخ( b-ب . زیستی غیر هایتنش به  پاسخ در( a-الفجو.  دیفنسین هایژن انیب  یالگو  -8شکل 

 استفاده شده است.  انیب شیافزا  ی)رنگ سبز( برا 4( و  فشبن)رنگ  انیکاهش ب  یبرا -4 اسیاز مق Foldchange ریمقاد
Figure 8. Expression patterns of barley defensin genes. a) In response to abiotic stresses. b) In response to biotic 

stresses.  Fold change values range from -4 (purple) for downregulation to 4 (green) for upregulation. 
 

 
  ،ی( در دو مرحله زمان (caryopsisدر حال رشد یهاانهجو. د نیفسید یهابافت در ژن ژهیو  انیب  لیو تحل هیتجز -9شکل 

-ی لیم 5و   متریسانت 1در دو اندازه مختلف ) (Inflorescence) نی، گل آذ(Germinating embryo) یزندر حال جوانه نیجن

 ی زندر مرحله جوانه (Root) شهیو ر (Shoot) ، ساقه(Internode)  انگرهی(، مترم
Figure 9. Tissue-specific expression analysis of defensin genes in barley. Developing caryopsis at two time 

points, germinating embryo, inflorescence at two different sizes (1 cm and 5 mm), internode, shoot, and root at 

the germination stage. 
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در    نیفنسید  یهاژن  لیو تحل  ییپژوهش حاضر به شناسا 

ا  اهیگ  که  داد  نشان  پرداخت و  و  ژن   نیجو  با ساختار  ها، 

د مشابه  نقش    ،یاهیگ  یکروبیضدم  ی دهایپپت  گریعملکرد 

  ی ستی رزیو غ  یستیز  یهادر برابر تنش  اهی در دفاع گ   یمهم

خود   یتنوع بالادلیل به یکروبیضدم یدهای. پپتکنندیم فایا

  ه یعل  یاگسترده  ت یو ساختار، فعال  یدینواسیآم  بیدر ترک 

 یعیطب  یها نیگزیجاعنوان  به مختلف دارند و    یهاپاتوژن

ش  هاکیوتیبیآنت  یبرا مواد  کشاورز  ییایمی و  و    یدر 

مطالعه نشان    نیا  یهاافتهیدارند.    ییبالا  لی بهداشت، پتانس

از سنتز، به خارج از سلول    سپ  نیفنسید  یهاکه ژن  دهدیم

  اه ی گ   ه یدفاع اول  ،یکروبیم ی ترشح شده و با تعامل با غشاها

  ی ها تنش  طیدر شرا  ژهیوبه  هایژگ یو  نی. اکنندیم  ت یرا تقو 

خشک  دیشد حمله    یشور  ،یمانند  فعال    بیمارگرهاو 

 .کنندیکمک م  اهیو به بهبود مقاومت گ شوندیم

به کاهش استفاده    توانندیم  دهایپپت  نیا  ،یکاربرد  دگاهید  از

  ی محصولات کشاورز  دیتول   یهانهیو هز   ییای میاز سموم ش

بهره با  کنند.  تکن   یریگکمک  و    یوتکنولوژ ی ب  یهاکی از 

  ان یرا ب  یکروبیضدم  یدهایکه پپت  یاختهیترار  اهان یگ   دیتول

  ی هاطیتر و سازگارتر با محمقاوم یاهانیگ  توانیم کنند،یم

مقاومت    شیراهکار، نه تنها باعث افزا  ن یکرد. ا  دیزا تولتنش

بلکه به کاهش اثرات    شود،یم  یطیمح  یهابه تنش  اهانیگ 

افزا   یطیمحست یز  یمنف محصولات    دیتول  یداریپا   شیو 

 .کمک خواهد کرد  یمیاقل  راتییدر مواجهه با تغ  یکشاورز

پا  نیا زم  یآت  قاتیتحق  یبرا  یاهیپژوهش  بهبود    نهیدر 

و    کندیفراهم م  کیژنت  ی مهندس  قی از طر  اهانیعملکرد گ

ژن از  مهم  یکیعنوان  به  نیفنسید  یهااستفاده    ن یتراز 

و کاهش اتکا به مواد    اهانی دفاع گ   ت یتقو   یبرا  داهایکاند

 .دهدیم شنهادی را پ ییایمیش
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