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ترین عوامل محیطی محدودکننده تولید گیاهان  کمبود آب و دماي بالا مهم

ژنتیکی  است. خشکی با ممانعت از بیان پتانسیل بسیاري از مناطق دنیادر 

هاي زیادي در شرایط خشکی  کند. ژن گیاهان زراعی، تولید را محدود می

ها از ابزارهاي  شوند که براي مطالعه نحوه بیان این ژن تحریک می

هاي مختلف  گوناگونی نظیر الگوي تظاهر بیان ژنی و آنالیز پروتئوم بافت

فاده از گیاهی (پروتئومیکس) استفاده شده است. در این آزمایش با است

دهنده به تنش  هاي پاسخ ژن راهکار پروتئومیکس، مطالعه جامعی براي بیان 

خشکی و تغییرات ملکولی ایجاد شده در اثر این تنش در سطح 

 2×2این آزمایش بصورت فاکتوریل هاي برگ پرچم انجام شد.  پروتئین

رقم  وBabex انجام گردید. فاکتورهاي آزمایشی شامل (رقم مقاوم 

) و آبیاري با دو سطح (آبیاري نرمال و اعمال تنش) بودند. Seriحساس 

% ظرفیت 50اعمال تنش قبل از شروع مرحله گل شکفتگی و میزان آن 

هایی که در  ها و پروتئین اي در نظر گرفته شد. با آنالیز پروتئوم، آنزیم مزرعه

هاي پروتئینی مختلف  اثر اعمال تنش تغییر بیان نشان دادند، در گروه

هاي متفاوتی را  بندي شدند. نتایج نشان داد که رقم مقاوم مکانیسم طبقه

هاي  بیشترین پروتئیندهد، اما  براي تحمل خشکی مورد استفاده قرار می

هاي دخیل در تنش اکسیداتیو قرار داشتند.  شناسایی شده در گروه پروتئین

زدودن  زدایی و هایی که در دفاع اکسیداتیو نقش دارند با سم پروتئین

هاي آزاد، از مرگ سلولی جلوگیري کرده و با کمک به بقاي  رادیکال

هاي برگ، آنها را در انجام فعالیت هایفیزیولوژیک و به ویژه فتوسنتز  سلول

دارد. این موضوع با توجه به ماهیت بافت قابل توجیه  پویا و فعال نگه می

بوده ولی با فعالیت هاي آزاد در برگ بیشتر  باشد، زیرا تراکم رادیکال می

  هاي دفاعی، رقم مقاوم توانسته است به خشکی مقاومت نشان دهد. آنزیم

  

  .برگ پرچم ،تنش خشکی ،پروتئومیکس ،گندم کلیدي: هايواژه

  

  

  

  

Water shortage is one of the most important 

environmental factors in limiting plant production 

worldwide. Molecular breeding may help to develop 

drought tolerant plants. Proteomics approach can help 

in comprehensive analysis of stress responsive genes 

and identification of drought signaling pathways. These 

drought tolerance candidate genes or their regulatory 

genes may be further analyzed for their possible 

implication in increase plant tolerance to drought stress. 

In this studied we analyzed the changes in proteome of 

wheat flag leaf in response to drought. We compared a 

drought tolerant with drought susceptible genotypes 

under normal and stress well-watered and stress 

conditions. Stressed plants were exposed to 50% field 

capacity before anthesis. Out of 900 proteins analyzed 

across two dimensional gels, 57 protein spots showed 

significant differences in response to stress. Of these, 

42 protein spots could be identified using mass 

spectrometry analysis. Differentially expressed proteins 

and enzymes could be grouped in different functional 

groups. Our results showed that tolerant genotype may 

use various mechanisms particularly the up-regulation 

of genes involved in oxidative stress defense in flag 

leaf. This may help the tolerant genotypes to better 

remove reactive oxygen species generate by stress in 

flag leaf and maintain its physiological and 

photosynthetic activities. 
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  مقدمه

ترین  گسترده (.Triticum aestivum L)گندم 

محصول در جهان بوده و تقریبا یک ششم کل 

هاي قابل کشت در دنیا زیر کشت این محصول  زمین

. بیش از نیمی از (Sattar et al., 2003)قرار دارد 

اي تحت تاثیر خشکی قرار  این اراضی به صورت دوره

میلیون  60. حداقل در (Kumar, 2004)می گیرد 

هاي کشورهاي در حال توسعه،  هکتار از زمین

درصد  90تا  50عملکرد گندم در اثر خشکی به اندازه 

از پتانسیل خود نسبت به شرایط بدون تنش کاهش 

 Skovmand et al., 2001; Reynolds)یابد  می

et al., 1999) میانگین عملکرد گندم در دنیا .

قابل حصول  درصد حداکثر عملکرد 60تا  30نزدیک 

هاي محیطی و  باشد که بطور عمده در اثر تنش می

خشکی خطري جدي افتد.  بویژه خشکی اتفاق می

براي تولید موفقیت آمیز محصولات زراعی در 

 Boyer, 1982; Araus et)است   سرتاسر جهان

al., 2002, 2002; Chaves, 2002; Ashraf 

and Harris, 2005).  در شرایط مزرعه اغلب

هاي محیطی به ویژه خشکی،  ان در معرض تنشگیاه

 Yordanov)نور زیاد، دماي بالاو پایین قرار دارند 

et al., 2001)ترین  ، اما کمبود آب و دماي بالا مهم

عوامل محیطی محدودکننده تولید گیاهان در بسیاري 

 ,.Levitt et al)شوند  از مناطق دنیا محسوب می

1980; Boyer, 1982)انعت از بیان . خشکی با مم

کند  پتانسیل ژنتیکی گیاهان زراعی، تولید را محدود می

(Mitra, 2010) طبق اظهارات .Blum (1996) ،

خشکی تنشی چند بعدي است که سازماندهی گیاه را در 

  دهد. سطوح مختلف تحت تاثیر قرار می

هاي تنش آبی بر عملکرد؛ براي  درك اثرات رژیم

با عملکرد بالا ضروري   تولید ارقام زراعی پایدارتر و

و بدست آوردن  (Moral et al., 2003)بوده 

هاي با ارزش اقتصادي پایدار و بالا هم به  ژنوتیپ

عنوان رقم زراعی و هم به عنوان والدین اصلاحی 

. در (Guttieri et al., 2001)باشد  مطلوب می

ژنتیکی یکی از  مقابله با تنش خشکی اصلاح

آوردن گیاهانی است  بدست ها براي ترین روش مناسب

بخش تحت شرایط تنش  که قادر به تولید رضایت

 Bajji et al., 2004; Turner et)خشکی باشند 

al., 1991) . این  1استفاده از راهکار پروتئومیکسبا

امکان وجود دارد که بتوان بطورجامع به مطالعۀ بیان 

دهنده به تنش پرداخت و مسیر  هاي پاسخ ژن 

را شناسائی  2هاي ملکولی ترارسانی پیام ها یا واکنش

ها  . این ژن(Dubey & Grover, 2001)نمود 

هاي  کاندیدهایی براي افزایش تحمل گیاه به تنش

هاي  محیطی خواهد بود که یا خود آنها و یا ژن

توانند درتحمل گیاه به  کننده تغییرات آنها می کنترل

خشکی دخیل باشند. از طرف دیگر با شناسائی 

 توان در ها می هاي مختلف تحمل در ژنوتیپ انیسممک

آوري آنها دریک ژنوتیپ گام برداشت  جهت جمع

(Salekdeh et al., 2002). 

هاي اخیر آزمایشات و مطالعات زیادي در  در دهه

خصوص کنترل ثبات آبی گیاه در شرایط خشکی 

هاي فیزیولوژي و بیوشیمیایی  صورت گرفته و فرآیند

تنش آبی مورد آزمایش و تحقیق  گیاهان در شرایط

 Schulze, 1986; Chaves et)قرار گرفته است 

al., 2003) با وجود این تحقیقات گسترده و توجه .

به فرآیندهاي مولکولی دخیل در  بسیار محققین

هاي محیطی، هنوز دانش  مقاومت و تحمل به تنش

هاي مولکولی پاسخ گیاهان به  کافی در مورد مکانیسم

محیطی به ویژه زمانی که اثرات متقابل هاي  تنش

اي در نتیجه ترکیب دو یا سه تنش محیطی  پیچیده

 & Ingram)شوند، در دسترس نیست  ظاهر می

Bartles, 1996; Chaves & Oliveira, 2004). 

هاي زیادي که در شرایط خشکی تحریک  امروزه ژن

براي مطالعه  اند. شوند،  مورد شناسایی قرار گرفته می

ها از ابزارهاي گوناگونی نظیر  ه بیان این ژننحو

                                                                  
1. Proteomics 
2. Molecular signal transduction 
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الگوي تظاهر ژنی و نیز گیاهان تراریخته استفاده 

توان عمل ویژه هر ژن و  شده است. با این کار می

نقش آن را در اعطاي سازگاري به گیاه در شرایط 

خشکی بررسی کرد. در هر حال به علت پیچیدگی 

یف هاي محیطی، وظا پاسخ هاي گیاهان به تنش

 ,Bray) بسیاري از آنها هنوز مشخص نشده است

ي گیاهان در سازگار مؤثر. بسیاري از صفات (1997

به خشکی، مربوط به شکل ظاهري و نمو گیاهی از 

 ،اي قبیل فنولوژي، عمق و اندازه سیستم ریشه

سازي منابع  خصوصیات بافت آوندي و یا ذخیره

از باشد. این صفات اغلب بیش از آن که ناشی  می

هاي ساختاري گیاه را  تنش محیطی باشند، ویژگی

 .(Passioura, 2002)دهند  تشکیل می

مطالعه پروتئوم و تغییرات آن در محیط را 

نامند. به عبارت دیگر وقتی آنالیز  پروئتومیکس می

شود، منظور  پروتئومیکس خشکی یا شوري مطرح می

ر تجزیه و تحلیل پاسخ سلول یا گیاه به تیمار مورد نظ

. (Salekdeh et al., 2002)در سطح پروتئین است 

ها، روشی است که گیاهان از  تنظیم الگوي بیان ژن

 .دهند مساعد محیطی پاسخ می آن طریق به شرایط نا

هایی مثل ریزآرایه، نمایش افتراقی و  روش

هایی هستند که براي آنالیز الگوي  پروتئومیکس روش

و تعیین  و پروتئین mRNAها در سطح  بیان ژن

ها در سطح ژنوم در شرایط نموي و محیطی  نقش ژن

ها  گیرند. این روش مختلف مورد استفاده قرار می

هاي بیان شده  امکان بررسی الگوي بیان کل ژن

توسط سلول بافت یا اندامک معینی تحت شرایط 

کنند. پروتئومیکس در  محیطی خاص را فراهم می

بیان ژن داراي  مقایسه با ریزآرایه در بررسی الگوي

مزایایی است.  براي مثال ژنوم داراي اطلاعات کد 

کند  مانندي است که براي رشدونمو جاندار کفایت می

ها از اجزا کلیدي  ها به عنوان محصول ژن اما پروتئین

مسئول اعمال سلولی هستند. چون مقدار پروتئین 

تولید شده در سلول قابل  mRNAاغلب از میزان 

اي  و از طرفی تغییرات پس از ترجمه بینی نیست پیش

دهد (حذف پپتید  ها رخ می که در ساختار پروتئین

راهنما، فسفوریلاسیون، گلیکوزیلاسیون) براي فعالیت 

باشد، مطالعه  ها ضروري می شناختی آن زیست

هاي  شان در بافت ها براي بررسی فعالیت پروتئین

خاص یا در پاسخ به شرایط محیطی خاص از اهمیت 

چنین این روش بینش  بالقوه اي برخوردار است. هم

ها  لازم را در مورد کمیت و کیفیت فرآورده نهایی ژن

 Zivy)دهد  ها دراختیار محقق قرار می یعنی پروتئین

&  De Vienne, 2003).  

 هدف تحقیق انجام شده استفاده از راهکار

هاي  ژن پروتئومیکس براي مطالعه جامع بیان 

تنش خشکی و تغییرات ملکولی ایجاد دهنده به  پاسخ

هاي برگ  شده در اثر این تنش در سطح پروتئین

هاي گیاهی  پرچم است. با مطالعه کل پروتئوم بافت

تر تاثیرات  توان امیدوار بود که با درك عمیق گندم می

خشکی در گیاه از پیچیدگی و مشکلات مربوط به 

اصلاح براي تحمل به خشکی و افزایش عملکرد 

م در مناطق خشک کاسته شده و راهی براي گند

  تولید ارقام متحمل جدید ایجاد شود.

  

 هامواد و روش

با طرح پایه  2×2این آزمایش بصورت فاکتوریل 

هاي  کاملا تصادفی با سه تکرار انجام گردید. فاکتور

و رقم  Babexآزمایشی شامل رقم (رقم مقاوم 

رمال و ) و آبیاري با دو سطح (آبیاري نSeriحساس 

هاي مورد آزمایش از نتایج   اعمال تنش) بودند. رقم

هاي انجام شده در سیمیت انتخاب و از همان   آزمایش

مرکز تهیه گردید. آزمایش داخل گلخانه تحقیقاتی 

هاي آزمایشی  دانشگاه زنجان اجرا گردید و کرت

کیلویی مربع شکل با ابعاد  17هاي عبارت از گلدان

عدد بذر  30که داخل هر گلدان  متر بودند سانتی 25

کاشته شد و در مرحله دو برگی به بیست بوته تنک 

  گردید.
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و  1شکفتگی گلاعمال تنش قبل از شروع مرحله 

اي در نظر گرفته شد.  % ظرفیت مزرعه50میزان آن، 

اي خاك مورد آزمایش  در این آزمایش ظرفیت مزرعه

بر اساس وزن خاك اشباع و خشک تعیین گردید. 

ها هر دو روز یکبار توزین و بر اساس وزن  دانگل

هاي  شدند. مقدار آب اضافه شده به گلدان آبیاري می

اي و  نرمال تا رسیدن وزن آنها به حد ظرفیت مزرعه

اي  % ظرفیت مزرعه50هاي تحت تنش  براي گلدان

بود و این کار تا آخر آزمایش نیز ادامه داشت. 

عد از اعمال تنش هاي برگ پرچم، پانزده روز ب نمونه

برداشت و بلافاصله بعد از جدا شدن از گیاه  داخل 

هاي آلومینیومی قرار گرفته و درون ازت مایع  پاکت

درجه منتقل  -80قرار گرفتند و سپس به فریزر 

  شدند.

 Damerval etبراي استخراج پروئتین از روش 

al. (1986)  با تغییرات اندك استفاده شد. در این

ها در ازت مایع کاملا ساییده  ینکه نمونهروش بعد از ا

لیتري  میلی 10و پودر شدند به لوله هاي سانتریفوژ 

که  TCA/acetonمنتقل گردیده و محلول استخراج 

 درصد وزنی به حجمی تهیه شده و کاملاً 10بصورت 

ها اضافه شد. این محلول شامل  سرد بودند به نمونه

تیو  دي )، استون وTCAاسید ( کلرو استیک تري

) بوده، وبعد از اینکه بافت پودر شده در DTTتریول (

دقیقه  45آن بصورت  سوسپانسیون در آمد  به مدت 

گراد نگهداري شدند.  درجه سانتی - 20در دماي 

گراد به  درجه سانتی 4مخلوط مورد نظر در دماي 

سانتریفیوژ گردید.  g 35000دقیقه در  15مدت 

لیتر محلول  میلی 10رسوب حاصل از این مرحله در 

) قرار گرفت Aceton/DTT 0.07% w/vشستشو (

 - C ْ20و پس از یک ساعت نگهداري در دماي 

درجه  4جی در دماي  12000درجه در دور 

دقیقه سانتریفیوژ شد. فرآیند  20گراد به مدت  سانتی

                                                                  
1. Anthesis 

دوبار تکرار  TCAهاي  شستشو براي حذف پسمان

مونه رسوب شد. به منظور حذف استون موجود در ن

دقیقه در دستگاه فریزر  45حاصل از شستشو به مدت 

به منظور استخراج پروتئین کل درایر قرار گرفت. 

با ترکیب  2محلول از ماده حاصل از بافر لیز کننده

 ;Urea 9M; CHAPS 4%; DTT 1%شیمیایی (

pH 3-10 ampholytes 1%; Tris base 

35mMفر ) استفاده گردید. در نتیجه افزودن با

لیزکننده به پودر حاصل از مرحله قبل و نگهداري 

گراد به مدت یک  درجه سانتی 37نمونه در دماي 

ساعت و نهایتا سانتریفیوژ مخلوط حاصل عصاره 

  پروتئینی نمونه گیاهی بدست آمد. 

  تعیین غلظت پروتئین 

هاي بدست آمده با استفاده از  تعیین غلظت پروتئین

یري از دستگاه گ روش برادفورد و با بهره

ساخت کشور استرالیا  Carry 300اسپکتروفتومتر 

انجام گردید. بدین منظور از کیت خریداري شده از 

  استفاده شد.   Bio-Rad شرکت

  سازي پروتئین تفکیک و آشکار

ها از الکتروفورز دوبعدي  براي جداسازي پروتئین

آماده با  هایی از پیش استفاده شد. در بعد اول از ژل

 Immobiline pHمشخص با عنوان  pH شیب

gradient (IPG) ها در  استفاده شد. این ژل

pHشود و  هاي مختلف بصورت تجاري عرضه می

تکرارپذیري تحقیق بر پایه آنها بسیار بالا و قابل 

 pHهاي مختلف با دامنه  اعتماد است. استفاده از ژل

با  pH، 7-4هاي با دامنه متفاوت نشان داد که ژل

متر براي انجام تحقیق مناسب  سانتی 24 طول

 250باشد. مقدار پروتئین بهینه براي این مرحله  می

آمیزي با  میکروگرم در هر ژل بود که براي رنگ

 14ها به مدت   کرد. این ژل نقره کفایت می نیترات

 ;Urea 8Mساعت با بافر آبدهی که متشکل از

CHAPS 2%; Bromophenol blue; IPG 

                                                                  
2. Lysis buffer 
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buffer; DTT 7 mg/2.5 ml of IPG buffer  
هاي  هاي مخصوص آبدهی شدند. ژل بودند در سینی

تیمارشده پس از این مرحله وارد دستگاه الکتروفورز 

شدند. در این  Multiphor IIبعد اول موسوم به 

ها در وضعیتی خوابیده در دامنه  سیستم ژل

ولت ساعت قرار داده  3500الکتروفورتیک تا 

 15به مدت  IPGهاي  بعد ژل شوند. در مرحله می

کننده قرار گرفتند.  لیتر بافر متعادل میلی 10دقیقه در 

بعد ها بر اساس وزن مولکولی در  جداسازي پروتئین

و در صفحات عمودي ژل   SDS-PAGEبوسیلهدوم 

اکریلامید صورت گرفت. در این مرحله از جریانی با 

ساعت استفاده  8ولت و به مدت تقریبی  200شدت 

ها از دستگاه خارج و به درون محلول  ردید. ژلگ

کننده منتقل و بعد از یک ساعت آماده  تثبیت

  آمیزي شدند. رنگ

  نقره رنگ آمیزي با روش نیترات

نقره بعلت حساسیت  آمیزي نیترات روش رنگ

العاده آن در حد نانوگرم پروتئین در محلول روش  فوق

هاي مورد تجزیه در  بسیار مناسبی براي ژل

 Penington and)روتئومیکس به شمار می رود پ

Dunn, 2001) نظر به حساسیت برخی مراحل .

آمیزي و سختی کار در تعداد زیاد ژل از دستگاه  رنگ

مخصوص رنگ آمیزي ساخت کارخانه بیوراد 

(Dodeca Stainer, 165-3400, Bio-Rad)   که

ژل است، استفاده شد. با  12داراي ظرفیت همزمان 

هاي دوبعدي بلافاصله بعد از  ینکه ژلتوجه به ا

باشند و  آمیزي داراي حداکثر وضوح و کیفیت می رنگ

ها ضروري  استفاده از این کیفیت به هنگام تجزیه ژل

آمیزي توسط   بود. تصویربرداري بلافاصله بعد از رنگ

 (GS-800, Bio-Rad)سنج   دستگاه اسکنر چگالی

کان تبدیل علاوه بر حفظ تصاویر ژل در رایانه ام

هاي کمی را توسط  نقاط پروتئینی به داده

هاي  افزارهاي تجزیه ژل فراهم کرد. تصاویر ژل نرم

هاي مختلف با استفاده از  دوبعدي مربوط به بافت

مورد تجزیه و تحلیل قرار  Melanie-3افزار  نرم

افزار قدرت تعیین اندازه و حجم نقاط  گرفتند. این نرم

توان حجم  افزار می ریتم این نرمرا دارد. بر پایه الگو

نسبی هر نقطه را نسبت به حجم کل نقاط قابل 

 1تشخیص ارائه کرد. بر این اساس درصد حجمی

) به عنوان معیار کمیت پروتئین بر روي Vo%نقاط (

شود. در این تحقیق نقاط  ژل در نظر گرفته می

تکرارپذیر به عنوان نقاط موردنظر براي آنالیز آماري 

نقطه  900شدند. در هر بافت و مرحله حدود  انتخاب

هاي  تکرارپذیر شناسایی و برچسب زده شدند و داده

الذکر گرفته شده و توسط  افزار فوق مورد نظر از نرم

مرتب و ذخیره شدند. تجزیه و  Excelافزار  نرم

انجام   SASافزار ها با استفاده از نرم تحلیل نهایی داده

%  و با تغییر 5اطمینان  دار در سطح شد. نقاط معنی

برابر انتخاب شدند. مقایسه  5/1میزان تظاهر 

اي دانکن در     ها به روش آزمون چند دامنه میانگین

چنین براي هر  % انجام گردید. هم5سطح اطمینان 

رقم، تفاوت بین شرایط تنش و نرمال با استفاده از 

ها و  انجام شد. اشکال مربوط به میانگین tآزمون 

اشتباه معیار مربوط به هر میانگین توسط  خطوط

  ترسیم گردید. Excelافزار  نرم

هاي دوبعدي و انتخاب  بعد از تجزیه و تحلیل ژل

دار در تنش  نقاط پروتئینی داراي تغییرات معنی

خشکی ژل مقدماتی به منظور جداسازي و ارسال 

ها جهت شناسایی تهیه گردید. نظر به اینکه  نمونه

سنجی جرمی روش آبی  گار با طیفآمیزي ساز رنگ

باشد، میزان پروتئین بیشتري براي  می 2کوماسی

بارگذاري در این قسمت لازم است که این میزان 

میکروگرم تعیین شد. با توجه به  3000الی 2500

مقدار زیاد پروتئین بارگذاري شده میزان محلول 

آبدهی کاهش یافت این کاهش به منظور سیالیت 

میکرولیتر نباید کمتر شود. میزان  350 ها از پروتئین

ولتاژ بکار رفته در بعد اول نیز با توجه به مقدار 

                                                                  
1. Percent volume 
2. Coomassie Blue (CBB) 
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ولت ساعت افزایش یافت.  79000پروتئین به 

همچنین در بافر متعادل کننده قبل از بعد دوم از 

iodoacetamide   به جايDTT ) باW/v  (5/2  %

  استفاده گردید.

ط محلول هاي حاصل بعد از تثبیت توس ژل 

آمیزي شدند هر  با روش کوماسی رنگ ،کننده تثبیت

ساعت در این محلول قرار گرفته و  24ژل به مدت 

سپس با آب دیونیره شستشو شد. در این مرحله ژل با 

میزان بسیار کمی آب دیونیزه در روي آن که از 

کند، قابل نگهداري  خشک شدن ژل جلوگیري می

جداسازي، ژل منظور تشخیص نقاط جهت  است. به

مورد تجزیه مجدد قرار گرفته و نقاط موردنظر پس از 

تیپ (سر سمپلر)، داخل  جداسازي توسط نوك

لیتري قرار گرفته و جهت شناسائی  میلی 5/1هاي  لوله

به دانشگاه یورك انگلستان ارسال شدند. شناسائی 

سنجی جرمی  ها با استفاده از روش طیف پروتئین

MALDI-TOF/TOF
رفت و نتایج صورت گ 1

و  NCBIحاصله با استفاده از بانک هاي اطلاعاتی 

Expasy  .مورد جستجو و بررسی قرار گرفت  

                                                                  
1. Matrix-assisted laser desorption/ionization Time-of-

flight 

  

  نتایج و بحث 

نقطه پروتئینی  900در آنالیز ژل الکتروفورزي بیش از 

که داراي تکرارپذیري نیز بودند مشخص شدند 

خورده و درصد حجمی  ). این نقاط برچسب1(شکل 

ها در نظر گرفته  یزان تظاهر پروتئیننقاط به عنوان م

تحت تجزیه  SASافزار  ها توسط نرم شد. این داده

هاي  زمان با این کار داده واریانس قرار گرفتند. هم

مربوط به هر رقم در شرایط تنش و نرمال نیز براي 

قرار گرفتند. با توجه به نتایج  tهمه نقاط تحت آزمون 

که داراي افزایش یا نقطه  57حاصله از این دو تجزیه 

داري بین دو رقم بودند و یا اثر متقابل  کاهش معنی

دادند، انتخاب شدند. براي  داري را نشان می معنی

سنجی جرمی مجددا مراحل الکتروفورزي  انجام طیف

آمیزي گردیدند.  بلو رنگ ها با کوماسی انجام و ژل

هاي  هاي آماري تفاوت توسط تجزیه نقاطی که قبلاً

دار نشان داده بودند بر روي ژل مقدماتی  معنی

 2مشخص و براي شناسایی به دانشگاه یورك

  انگلستان ارسال شدند.

                                                                  
2. University of  York 

  

  
  دار مورد بررسی در تنش خشکی تصویر ژل دوبعدي برگ پرچم گندم براي رقم مقاوم و نقاط پروتئینی معنی -1شکل  
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پروتئین در  19 ،شده هاي  انتخاب بین پروتئین از

تغییرات  Seriپروتئین در رقم  13 ،15رقم شماره 

پروتئین نیز در هر دو  25داري را نشان دادند و  معنی

  .)2رقم داراي تغییرات بیان بودند (شکل 

  

تغییر  Babexپروتئین که در رقم  19از بین 

پروتئین  11پروتئین کاهش بیان و  9تظاهر داشتند 

  Seriافزایش بیان داشتند. ارقام مشابه براي رقم 

  ).3بود (شکل  9و  4بترتیب برابر 

  

  

  دیاگرام پراکنش پروتئین هاي مورد بررسی - 2شکل 

  

  
  .دهند یهاي بافت برگ گندم که در ارقام مورد مطالعه افزایش یا کاهش بیان نشان م تعداد پروتئین - 3شکل 

  

سنجی  نقطه ارسالی جهت انجام طیف 57از تعداد 

  mascot scoreپروتئین که داراي  15جرمی، تعداد 

پروتئین) مورد  42بودند حذف و مابقی ( 70کمتر از 

هاي  تجزیه و تحلیل قرار گرفتند. پروتئین

شده بر اساس فعالیت مربوطه و طبق الگوي  شناسایی

بندي شدند.  گروه Bevan et al. (1998)پیشنهادي 

هاي هاي پروتئینی عبارت بودند از پروتئینگروه

هاي درگیر در دفاع دخیل در متابولیسم، پروتئین

هاي درگیر در اکسیداتیو و مقابله با تنش، پروتئین

هاي مرتبط با فتوسنتز، برداري، پروتئین نسخه

هاي  پروتئینهاي انرژي و  هاي درگیر در مسیر پروتئین

هاي منتسب به هر  درصد پروتئین 4. شکل 1ريساختا

  هاي دهد. اسامی پروتئین گروه را نشان می

بندي انجام شده و سایر  شده بر اساس گروه شناسایی

  آورده شده است. 1در جدول  مشخصات مربوطه

  
  

  

  

  

  

  

 

 

                                                                  
1. Protein synthesis 

19 25 13 Babex Seri 

10  

5  
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  )1998بندي پروتئین هاي بافت برگ پرچم بر اساس بیون و همکاران (گروه - 4شکل 

  

  سنجی جرمیشده بافت برگ پرچم توسط طیف هاي شناسایی لیست پروتئین -1جدول 
Spot 
ID 

Exp.  
Pi/Mw1 

Theo. 
Pi/Mw1 

Accession 
No. 

Protein name 
Score2/ 

coverage%3 
PMF/ 

MS-MS4 

 
Multi  function 

172 6.39/17 6.4/16.4 gi|71040669 Nucleoside diphosphate kinase 167/26 2/2 
214 5.05/17 4.4/18.9 gi|15228276 TCTP 72/11 1/2 

 
Transcription 

49 4.37/33 4.5/31.9 gi|3550467 Cp31AHv protein 196/31 3/5 
 

Protein synthesis/degradation 
112 6.11/26 10/24.4 gi|218192573 50S ribosomal protein L10 129/26 3/1 
240 4.68/30 4.6/26.1 gi|195635461 Proteasome subunit alpha type 5 154/37 2/6 
336 4.67/33 6.5/39.9 gi|111073719 Triticain  gamma 133/17 3/1 
375 5.45/27 6.8/32.6 gi|195640820 ATP-dependent CIp protease proteolytic 

subunit 
77/17 2/5 

 
Photosynthesis 

222 5.24/22 6/34.7 gi|147945622 Chloroplast oxygen–evolving enhancer 
protein 

175/20 3/1 

278 5.57/28 7.7/28.6 gi|195656049 Thylakoid lumenal 29.8 kDa protein 224/24 4/1 
309 5.32/14 5.8/13.3 gi|132107 Ribulose-1,5-bisphosphate 

carboxylase/oxygenaseSmall  subunit 
294/48 3/7 

325 6.47/33 6.2/53.4 gi|61378609 Ribulose-1,5-bisphosphate 
carboxylase/oxygenase Large subunit 

359/34 4/17 

 
Stress/defense response 

124 6.14/30 5.8/27.5 gi|3688398 Ascorbate peroxidase 384/50 5/7 
140 6.17/29 5.8/23.6 gi|5923877 Glotathione  S-transferase 243/34 3/2 
225 5.23/21 5.3/20.4 gi|1572627 Cu/Zn superoxide dismutase 457/43 3/1 
360 4.81/16 4.8/15.1 gi|1346803 Profillin-1 164/49 3/2 
434 4.56/33 4.8/11.6 gi|1841466 Putative pre-pro-cystein proteinase 86/13 1/0 
478 5.06/32 10.2/29.5 gi|38679331 Harpin binding protein 1 213/28 4/4 
515 5.09/29 5.6/27.9 gi|116346 Acidic endochitinase 91/6 1/0 

 
Metabolism 

14 4.58/19 0/19.7 gi|11135474 Thioredoxin M-type 177/39 2/6 
126 5.18/33 5/53.7 gi|21684925 ATP syntase beta subunit 684/49 9/14 
141 5.39/73 5.3/29.6 gi|32400802 Phosphoglyceratemutase 122/32 3/5 
245 4.67/38 5.7/47 gi|71362640 Plastidglutaminesynthetaseisoform GS2c 205/25 4/6 
550 4.59/38 5.7/37.6 gi|881594 Cytosolic glutamine synthetase 60/4 1/0 

 
Other 

589 5.53/36 9.7/39.2 gi|115478314 Os09g0277800 97/34 1/10 
507 5.37/44 5.3/33.3 gi|159885648 Putative chloroplast inner envelope protein 124/30 3/5 

1 .PI امتیاز در2/  و وزن مولکولی تئوري .Mascot / 3تعداد پپتیدهاي شناسایی شده بوسیله . 4  / . در صد همپوشانی توالیMS/MS  
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  وسنتزيهاي درگیر در مسیر فت پروتئین

براي  222و  325، 309هاي شماره  در این گروه لکه

داده در  داري را نشان افزایش معنی Babexرقم 

کاهش مقدار   Seri که براي رقم حساس حالی

 278مشاهده گردید. این مسئله در مورد لکه شماره 

اي که در هر دو رقم کاهش  برعکس بود به گونه

در رقم  میزان پروتئین دیده شد که این کاهش

بیشتر بود. نتایج فوق با نتایج حاصل از   Seriحساس

و  Parry) و 2009و همکاران ( Carusoتحقیقات 

و  Bartholomew ،) در گندم2002همکاران (

و  Williamsفرنگی، ) در گوجه1991همکاران (

و همکاران  Vu) در آرابیدوپسیس، 1994همکاران (

  ) در برنج منطبق می باشد.1999(

هاي آنتی اکسیدانی دخیل در دفاع اکسیداتیو آنزیم

  و مقابله با استرس

 یدانیاکس یآنت يها میآنزتعداد هفت آنزیم در گروه 

قرار گرفتند.  و مقابله با استرس ویداتیدر دفاع اکس لیدخ

هاي متفاوتی در دو  هاي مختلف این گروه، روند در آنزیم

 ،225هاي شماره  رقم دیده شد به نحوي که در لکه

با اعمال تنش میزان این آنزیم در رقم  434و   478

که در بقیه  داد. در حالی افزایش نشان Babexمقاوم  

هاي این گروه کاهش مقدار آنزیم در رقم مقاوم  لکه

Babex  در بررسی پروتئوم  225دیده شد. لکه شماره

باشد که یک  برگ مربوط به سوپراکسید دیسموتاز می

است و همراه با آنزیم  آنزیم میتوکندریایی

پراکسیداز نقش اساسی را در پیشگیري از  گلوتاتیون

کند.  ها ایفا می اکسایش و تخریب غشاي میتوکندري

کردن رادیکال آزاد سوپراکسید  نقش این آنزیم غیرسمی

)O2رغم گزارشات متعدد مبنی بر القا  باشد. علی .) می

هاي محیطی  این آنزیم در شرایط مختلف تنش

(Bowler et al., 1992) نقش آن به عنوان بخشی ،

از مکانیسم دفاعی در سرایط استرس هنوز مورد بحث 

. بیان این آنزیم در رقم (Scandalios, 1997)است 

در دو حالت تنش و نرمال تفاوت  Babexمقاوم 

، این آنزیم، کاهش Seriداري نداشت ولی در رقم  معنی

  درصدي را نشان داد. 16دار  معنی

  هاي دخیل در متابولیسم زیمآن

تیوردوکسین  ، سه آنزیمسمیدر متابول لیدخاز پنج آنزیم 

 Plastid glutamine synthetase  )،14شماره(لکه

سینتتاز  ) و سیتوسولیک گلوتامین245(لکه شماره 

 Babex)، با اعمال تنش در رقم 550(لکه شماره 

 Seriکه رقم  دار داشته در حالی افزایش بیان معنی

داري را نشان ندادند. کاهش آنزیم  تغییر معنی

هاي  تیوردوکسین موجب غیرفعال شدن آنزیم

شونده توسط نور شده و در نتیجه در چرخه  فعال

نماید. دو آنزیم بعدي نیز در  کالوین ایجاد اختلال می

هاي  چرخه تثبیت نیتروژن نقش داشته و گزارش

یمات زیادي مبنی بر اینکه این ایزوفرم ها تنظ

متفاوت بیان ژنی را در شرایط نور، نیتروژن غیر آلی، 

آمینه و قندهاي قابل حل مختلف از خود  اسیدهاي

 ,.Sakakibara et al)دهند، وجود دارد  نشان می

1996; Ishiyama et al., 2004; Rana et al., 
خلاف سه بر  141و  126هاي شماره  . در لکه(2008

دار نشان  ییرات معنیآنزیم ذکر شده رقم مقاوم تغ

دار بوده  معنی Seriنداده ولی افزایش بیان در رقم 

 سمیدر متابول لیدخهاي  است. تغییر در بیان پروتئین

در پاسخ به تنش خشکی در مطالعات مختلف گزارش 

  .(Salekdeh et al., 2002)شده است 

  ها هاي دخیل در سنتز یا اضمحلال پروتئین آنزیم

هاي  ها (پروتئین پروتئین ها براي تجزیه سلول

 ،اند هایی که اشتباهی تاخورده شده، پروتئین دناتوره

ها باید در سلول کاهش  هایی که غلظت آن پروتئین

هاي خارجی که توسط سلول جذب  یابد و پروتئین

کنند. یک  شده اند) از مسیرهاي متفاوتی استفاده می

ها  شدن پروتئین مسیر عمده درون سلولی، تجزیه

باشد.  هاي لیزوزومی در محیط اسیدي می ط آنزیمتوس

هاي درون سیتوزولی نیز  علاوه بر این مسیر، مکانیسم

شده،  وجود دارند. مسیري که بهتر از همه شناخته

باشد که خود شامل دو مرحله  می  1کیتین مسیر یوبی

                                                                  
1. Ubiquitin 
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هاي  اي از مولکول شدن زنجیره است: اضافه

در داخل پروتئین  کیتین به زنجیره جانبی لیزین یوبی

 1هدف و پروتئولیز پروتئین حاصل توسط پروتئازوم

که کمپلکسی چند زیرواحدي و بزرگ با شکل 

هاي متعدد موجود در  اي مانند است. پروتئازوم استوانه

سیتوزول سلول با فعالیت خود طی فرآیند وابسته به 

ATPکیتین  هایی که داراي برچسب یوبی ، از پروتئین

هاي دست  پتیدهاي کوتاه و مولکولپ ،باشند می

که  براي آن کنند. کیتین حاصل می نخورده یوبی

پروتئینی بتواند طی مکانیسم بالا تجزیه شود باید 

داراي ساختاري باشد که توسط کمپلکس آنزیم 

کیتینه کننده شناسایی شود. انواع متفاوتی از این  یوبی

                                                                  
1. Proteasome 

 هاي متفاوتی در پروتئین هدف را آنزیم، سیگنال

-Arg-X-Xکنند. به عنوان مثال توالی  شناسایی می

Leu-Gly-X-Ile-Gly-Asx  درCyclin  میتوزي

هاي غنی از  شود. توالی شناسایی می E1توسط آنزیم 

پرولین، گلوتامیک اسید، سرین و ترئونین توسط 

هاي شماره  هاي دیگر شناسایی می شوند. لکه آنزیم

بندي  اي گروه در دسته 240و  336، 112، 375

گردیدند که عمده فعالیت آنها در زمینه سنتز یا 

باشد. به جز پروتئین شماره  اضمحلال پروتئین می

افزایش بیان  Babexها رقم  در مابقی پروتئین 112

داري را در اثر تنش نشان داده است در حالیکه  معنی

داري را نداشته است. در لکه  تفاوت معنی Seriرقم 

داري در دو رقم مشاهده  عنیتغییرات م 112شماره 

  نشد.
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