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  »مقاله كوتاه  «
  هاي سرمايي بر ايجاد پروتئين ضد يخ و افزايش پراكسيداسيون ليپيدها اثر تنش

  در دو گونه مركبات شمال ايران
  

  جعفريان وهبو  2فتوحي قزويني  رضاگلواني،  مجيد، *1سريري ريحانه 
  دانشكده علوم، دانشگاه گيلان، رشت، ايران ،بخش بيوشيمي 1

  گاه گيلان، رشت، ايرانبخش باغباني، دانشكده كشاورزي، دانش 2
 

  چكيده
بهبـود كيفيـت ايـن    . قـه ايرانيـان از اهميـت كشـاورزي و تجـاري برخوردارنـد      ئمركبات شـمال از نظـر كيفيـت و تطـابق بـا ذا     

 نـارنج ، مركبـات از پاسـخ دو گونـه    ،در پـژوهش حاضـر  . محصولات از اهداف مهم كشاورزان و دانشمندان اين رشـته اسـت  
(Citrus aurantium) هيبريدي از پرتقال شيرين و نارنج( يترنجو س Citrus sinensis x Poncirus trifoliata ( سرما از  تنشبه

نتـايج نشـان    .هاي مركبات مذكور بررسـي گرديـد   ق بررسي وجود پروتئين ضد يخ و تغيير پراكسيداسيون ليپيدها در گونهيطر
كيلـو دالتـون    23 ر صفر، پروتئين ضد يخ با وزن مولكولي تقريباًداد هر دو گونه مركبات مورد بررسي بر اثر اعمال دماهاي زي

  .يافتدر هر دو گونه تا حدي افزايش  پراكسيداسيون ليپيديتوليد نمودند و 

 كاتالاز، ديسموتاز، سوپراكسيد يخ، ضد پروتئين ليپيدي، پراكسيداسيون فعال، اكسيژن هاي گونه مركبات، :كليدي هاي واژه
  زپراكسيدا آسكوربات

  
هـاي سـرمايي بـه يـك دوره      گياهان براي تحمـل تـنش  
ينـد سـازگاري بـا    آدر نتيجه فر .سازگاري به سرما نياز دارند

شـود يـا    هاي خاصي در گياه توليـد مـي   دماي پايين، پروتيئن
كننده  هاي محافظت نقش پروتئين .يابد ميزان آنها افزايش مي

ي و غشـا  هاي درون سـلول  در برابر سرما، حفاظت از پروتئين
ــاد   ــي فرآينــــــــد انجمــــــ   ذوب اســــــــت -در طــــــ

(Zhang et at., 2006) .      بـه عـلاوه، برخـي انـواع پـروتئين

خارج سلولي نيز در طي سازگاري سـرمايي در گيـاه ايجـاد    
 .(Antikainen and Griffith, 1996)يابنـد   شده، تجمع مي

هاي مربوط  دهنده ديواره سلولي، پروتئين  هاي تغيير پروتئين
زا  زايـي كـه گياهـان را در مقابـل عوامـل بيمـاري       به بيمـاري 

هـاي ضـد انجمـاد يـا ضـد يـخ        كند و پـروتئين  محافظت مي
(Antifreeze proteins, AFPs)    توسط موجـوداتي كـه در

بـراي تحمـل سـرما و     كننـد،  زنـدگي مـي   آب و هواي سرد
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هاي اخير با اتصال  پروتئين. شوند اجتناب از انجماد توليد مي
 هـا  ايـن پـروتئين   .كننـد  تشكيل آن ممانعت مي به بلور يخ از

هــاي منــاطق ســرد ماننــد مــوش  درگســتره وســيعي از گونــه
ــحرايي  ــان  (Włostowski et al., 2008)صـ و گياهـ

(Zykova et al., 2000) هايي كـه   تنوع گونه .اند يافت شده
كنند، به همراه گوناگوني موجود  ها را توليد مي اين پروتئين

ها، باعث پديدآمدن طيـف وسـيعي    وتئينكه در خود اين پر
ها و عملكردهـاي مختلـف    هاي ضد يخ در اندازه از پروتئين

هــاي ضــد يــخ از  پــروتئين. (DeVries, 1986)شــده اســت 
مسيرهاي گوناگون مانند كـاهش دمـاي انجمـاد، تعـديل يـا      

هاي يخ، جلـوگيري از تبلـور مجـدد و    بلورممانعت از رشد 
 ــ ر آســيب ناشــي از ســرما، محافظــت غشــايي ســلول در براب

. نماينــد مــي موجــودات زنــده را در مقابــل ســرما محافظــت 
رشـد كريسـتال    برها از طريق اثر  مكانيسم عمل اين پروتئين

ــت     ــه اســ ــورد مطالعــ ــز مــ ــر نيــ ــال حاضــ ــخ در حــ   يــ
(Griffith and Antikainen, 1996).  يكي از مهمترين آثار

يون هاي سرمايي، وقوع عمل پراكسيداس ـ هاي تنش و آسيب
ــي ــت   در چرب ــايي اس ــاي غش . (Bahar et al., 2005)ه

ــيون چربـــي ــه در آن   پراكسيداسـ ــا فرآينـــدي اســـت كـ هـ
هاي غشايي پلاسمايي  هاي آزاد، الكترون را از ليپيد راديكال

بـه   .رسـانند  اين طريق به سلول آسيب مـي  يافت كرده، ازدر
هاي مختلف مركبات در شـمال   دليل اهميت و فراواني گونه

با مقاومـت بـه سـرما و لـزوم      و ارتباط پروتئين ضد يخايران 
وري، ايـن   يافتن مسيري جديد بـراي بهبـود و افـزايش بهـره    

ــا هــدف بررســي وجــود  و پراكسيداســيون  AFPs تحقيــق ب
  .هاي غشايي در برگ انواع مركبات انجام گرفت چربي

هـاي   به همين جهت، براي اعمـال تـنش سـرما، گياهچـه    
ــانتي 10-20 ــري ســ ــه دو گ متــ ــاتاز ونــ ــارنج، مركبــ   نــ

(Citrus aurantium) ــيترنج  Citrus sinensis x) و س

Poncirus trifoliata) ــات در  ؤاز م ــات مركب سســه تحقيق
رامسر تهيه و پس از انتقال به آزمايشگاه در مخلوط ماسـه و  

ســپس گياهــان بــه  .كشــت گرديدنــد 4:1پرليــت بــه نســبت 
% 75 اد، رطوبتدرجه سانتيگر 20با دماي  دستگاه ژرميناتور

 2هـاي   دمـا طـي دوره   .ساعت منتقـل شـدند   16و طول روز 
 3و  5، 10، 15درجه سـانتيگراد بـه ترتيـب بـه      20ساعتي از 

درجه سانتيگراد كاهش يافته، در هر يـك از ايـن دماهـا بـه     
ها براي اعمال دماهاي  ساعت ثابت ماند تا گياهچه 24مدت 

،  -3اهاي صفر، سپس دم .زير صفر به تدريج سازگار شوند
بـرگ هـر دو گونـه در    . ها اعمال شد روي گياهچه -9و  -6

. همـوژنيزه شـود   هاون با نيتروژن مايع ساييده شـد تـا كـاملاً   
منتقـل   بهاي هموژنيژه بلافاصله توزين و به ميكروتيو برگ

ــد ــا  . گرديدن ــفات و بت ــافر فس ــپس ب ــانول  س ــاپتو ات ــه  مرك ب
دار در صفر درجه  لاضافه و در سانتريفوژ يخچا بميكروتيو

. دقيقـه سـانتريفوژ شـدند    15براي  rpm 14000سانتيگراد با 
ــه ميكرو   ــي ب ــول روي ــوبمحل ــدد   تي ــل و مج ــد منتق  اًجدي

. (Rehman, 2009)سانتريفيوژ و محلول رويي برداشته شـد  
ــالا     ــرعت بــ ــا ســ ــروتئين بــ ــايع پــ ــاتوگرافي مــ   كرومــ

(Fast Protein Liquid Chromatography, FPLC)  و
 (SDS-PAGE)ي آكريــل آميــد ژل الكتروفــورز ســپس پلــ

پـس از تزريـق عصـاره     .ناپيوسته براي تخليص اسـتفاده شـد  
هـاي جـدا    قسـمت  FPLCسلولي برگ مركبات به دسـتگاه  

جمـع شـده، بـا     تيـوب شده توسط كروماتوگرافي در ميكرو
ــه پيــك ييــد خلــوص أهــاي كرومــاتوگرام، بــراي ت توجــه ب

ــت    ــام گرف ــورز انج ــنجش . (DeVries, 1986)الكتروف س
ها بر اساس واكنش مـالون دي آلدئيـد    پراكسيداسيون چربي

(MDA)   به عنوان محصول دوم پراكسيداسيون ليپيـدها، بـا ،
اسـتيك   در حضور تري كلـرو  (TBA)تيوباربيتوريك اسيد 

بــراي پراكسيداســيون  Liuروش . انجــام شــد (TCA)اســيد 
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اسـيون  مقـدار پراكسيد  )1(ليپيدي انجام و از طريـق فرمـول   
   .(Liu et al., 1997)محاسبه گرديد 

11
600532

155 −−

−
cmmM

AA  1(فرمول(  

A532  وA600  نانومتر و عـدد   600و  532جذب نمونه در
ــولي   155 ــر حســب  MDAضــريب جــذب م  mM-1cm-1ب

(Heath and Packer, 1968) نتيجــه بــه صــورت . هســتند
µmol g-1FW هــاي انجــام  بررســي .نشــان داده شــده اســت

ته در اين تحقيق بر روي دو گونه نارنج و سيترنج نشـان  گرف
بر اثر قرار گرفتن در دماهاي زيـر صـفر در    AFPsدادند كه 

پس از چنـدين بـار   . شوند اين دو گونه از مركبات توليد مي
مشـخص   FPLCبا استفاده از كروماتوگرافي  AFP تخليص

بـر   FPLCآوري شـده از     هـاي جمـع   شد كه بعضي از نمونه
 ف بقيه با قرار گرفتن در فريزر به مدت چنـدين سـاعت  خلا

هـاي   براي اطمينان، تعدادي از نمونه. شوند دچار انجماد نمي
يخ زده و نزده را روي ژل الكتروفـورز بـرده، مشـخص شـد     

دالتون باندي   كيلو 23 هاي يخ نزده در ناحيه تقريباً كه نمونه
يخ زده مشاهده هاي  دهند كه اين باند در نمونه را تشكيل مي

  ).1شكل (شود  نمي
  

 
 ؛ماركر وزن مولكولي پـروتئين  M) :از چپ به راست ستون اول. Citrus sinensis x Poncirus trifoliataژل اكريل آميد سيترنج  - 1شكل 

 FPLCپس از   UF= unfrozen)و (F= frozenآوري شده  هاي جمع هاي بعد فراكشن و ستون FPLCعصاره سيترنج قبل از  P.C) :ستون دوم
 .هاي تكراري براي تأييد هستند هاي يخ زده و نزده حاصل از آزمايش هاي مربوط به نمونه ستون .استفاده از ستون دي اتيل آمينو اتيل با

  
شـود، در همـه    به طوري كه در اين شـكل ملاحظـه مـي   

پروتئيني بـا   (Unfrozen, UF)زدگي  هاي مقاوم به يخ نمونه
دالتون ظاهر شده كـه در نمونـه     كيلو 24-22وزن مولكولي 

توانـد نـوعي خـاص از     ايـن پـروتئين مـي   . سالم وجود ندارد
هاي ضد يخ باشد كه بر اثر تـنش سـرمايي در گيـاه     پروتئين

شود كه اين باند مربوط به  احتمال داده مي .ايجاد شده است
شايان ذكر است كـه  . باشدحضور پروتئين ضد يخ در نمونه 

 مشـابهي  ژل اكريل آميد (Citrus aurantium)نج نمونه نار
همچنين مشخص شد كـه بـا    ،)نشان داده نشده است(داشت 

اعمال دماهاي زير صفر پراكسيداسيون ليپيدهاي غشايي نيـز  
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نتــايج حاصــل از پراكسيداســيون ليپيــدهاي  .افتــد اتفــاق مــي
غشايي نشان دادند كه اين پديده در هر دو گونه بـا كـاهش   

در گونه نارنج بسـيار   شيب اين افزايش. يابد يش ميدما، افزا
دهنده حساسـيت   بيشتر از نوع هيبريدي سيترنج بود كه نشان

هـاي   پـروتئين . سرمايي اسـت  تنشبيشتر اين گونه در مقابل 
در موجـودات مقـاوم بـه انجمـاد، از قبيـل       (AFPs) ضد يخ

از جمله . شوند ها و گياهان توليد مي ماهي، حشرات، باكتري
بـه گنـدم    تـوان  شود، مي توليد مي AFP گياهاني كه در آنها

 ,.Zhang et al)، انگـور (Zykova et al., 2000)زمسـتاني  

. (Hara et al., 2004)هلـو و مركبـات اشـاره كـرد      (2006
هاي مركبات تحت تنش  اند كه در گونه تحقيقات نشان داده

هــــاي مخصــــوص   mRNAســــرما، يــــك ســــري از   
(Thomashow, 1999)  پپتيــدها تجمــع   و برخــي از پلــي

كـه   CUCOR19نوع  mRNA. (DeVries, 1986)يابند  مي
هـاي دهيـدرين    محصول ترجمـه آن شـبيه يكـي از پـروتئين    

دهـد،   پونسيروس است و از خود فعاليت ضد يخي نشان مـي 
طي آزمايشي كلـون و مشـخص گرديـد     Citru unshiuدر 

ز اعمـال  ا پـس هاي اين درخـت   كه پروتئين مزبور در برگ
ــد  ســرما تجمــع مــي برخــي از . (Hara, et al., 2001)ياب

پوپلاست گندم زمسـتاني پـس   هاي ويژه از نواحي آ پروتئين
گيري اين گياه در معـرض دمـاي سـرد جداسـازي و     از قرار

  هــا ايــن بررســي. (Zykova et al., 2000)خــالص شــدند 
كننــده نتــايج تحقيــق حاضــر در مــورد ايجــاد نــوعي    تأييــد
توضـيح   بهلازم  .هاي سرمايي است ن ضد يخ در تنشپروتئي
بـه وسـيله    (AFPs)هـاي ضـد يـخ     كه فعاليت پـروتئين  است

نيـز   AFPهاي يخ در حضور بلوررفولوژي وروش بررسي م

هـاي يـخ بـه    بلوراين روش، شـكل   در .شود گيري مي اندازه
  و فعاليــــــت ويــــــژه آن بســــــتگي دارد AFPغلظــــــت 

(Duman, 1994) .ممكــن اســت كــه   ادهتحقيقــات نشــان د
با افزايش تـنفس، جـذب    ؛اثر سرما بالا رود درشدت تنفس 

رود، در حـالي   اكسيژن در ساعات اوليه سرما بسيار بـالا مـي  
ــري   (CO2)كــه خــروج دي اكســيد كــربن   ــدار كمت ــه مق ب

بنــابراين، ممكــن . (McKersie, 1991) گيــرد صــورت مــي
ــه   ــيژن ب ــت اكس ــكلاس ــيژن ش ــه    اكس ــال، از جمل ــاي فع ه

 در بافـت  و تركيبات اكسيد شده تـك اكسـيژنه   پراكسيدسو
هـاي فعـال    مقـادير گونـه   بـه عـلاوه،  . سرمازده تبـديل شـود  

ذوب -اكسيژن، از جمله پراكسيدها در طـي چرخـه انجمـاد   
افزايش يافته، اين عوامل نيز باعـث افـزايش پراكسيداسـيون    

هـاي   بر اساس يافته .(Gülen et al., 2008)شوند  ليپيدي مي
، محصول پراكسيداسيون ليپيدها، MDAغلظت  ،تحقيق اين

ــايين افــــزايش نشــــان مــــي    دهــــد كــــه در دماهــــاي پــ
. تأييد كننده اثر سرما در افزايش پراكسيداسيون ليپيدهاسـت 

ــدار  ــق   MDAمقـ ــن تحقيـ ــل از ايـ  135/0و  148/0(حاصـ
ميكرومول به ازاي گرم وزن نمونه تازه به ترتيب براي نارنج 

ه سـانتيگراد، كمتـر از نتـايج گـزارش     درج -6و سيترنج در 
ــراي   ــده بــ ــت  Vaccinium myrtillusشــ  80-60(اســ

كـه مؤيـد    (Taulavuori et al., 2001)) گـرم /ميكرومـول 
ايجاد پروتئين ضد يخ در اين دو گونـه مركبـات و افـزايش    

گيري انـدازه . پراكسيداسيون ليپيدهاسـت  مقاومت در مقابل
) تري ان هاي كونژوگـه از قبيل دي ان ها و (ساير تركيبات 

تواند توجيه نتايج را بهبود بخشد  مي MDAدر كنار بررسي 
(Blokhina et al., 1999).  
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Abstract 
Quality wise, most citrus species from North of Iran are appreciated by the Iranian people. 
They, therefore, deserve commercial and research value. To protect their cells and tissues 
from oxidative damage, most plants produce metabolites such as carbohydrates, amino acids, 
anti-freeze protein and antioxidants. Determination of lipid peroxidation, and detection of 
anti-freeze protein were used to explore the mechanism by which a plant could resist to cold 
stress. In this research, two species of citrus family, citrange (Citrus sinensis) and bitter 
orange (Citrus sinensis x Poncirus trifoliata) were subjected to a range of temperature. 
Results showed that a protein with molecular weight of 23 KD was produced in both citrus 
species at temperature below zero degree. On the other hand, lipid peroxidation in both 
species increased only slightly in response to cold stresses below 0°C. 
Key words: Citrus, Reactive oxygen species, Lipid peroxidation, Antifreeze protein, 
Superoxide dismutase, Catalase, Ascorbate peroxidase 
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