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هاي بیان شده در شرایط ها و ژنسنجی پروتئینشناسایی و کمیت

هاي پاسخی چه بهتر مکانیسمتواند منجر به درك هرتنش شوري می

اي شود. بدین منظور در این تحقیق از روش پروتئومیکس مقایسه

iTRAQ  جهت بررسی تغییرات پروتئینی در شرایط تنش شوري

هاي بیشتر ها استفاده شد. سپس جهت بررسیسنجی آنو کمیت

هاي شناسایی شده از اطلاعات بیان ژن و همپیرامون عملکرد ژن

هاي مربوطه استفاده شد. با توجه  داده و آنالیز توالیبیانی در پایگاه

مجموعه iTRAQ-2DLC-MS/MSآمده از  دست بهبه نتایج 

، P5CS1 ،KIN1 ،KIN2 ،ERD10ها از جمله اي از پروتئین

ERD14  وCOR47 هاي مربوطه شناسایی شد. نتایج بیان ژن

شود و ها تنها به تنش شوري محدود نمینشان داد که بیان این ژن

ژنی  يهاي اسمزي نیز دخالت دارند. شبکهدر پاسخ به سایر تنش

بررسی گردید. بر  Stringافزار هاي شناسایی شده با نرمپروتئین

ها ترکیبات محافظ از ده در طی بیان این ژنآم دست بهاساس نتایج 

هاي دهایدرین و غیره در سلول  جمله مواد محلول سازگار، پروتئین

هاي مقاومت ها منجر به القاي مکانیسمشود که حضور آنتولید می

   شود.هاي اسمزي از جمله شوري میو تحمل در گیاه در برابر تنش

  

اي ومیکس مقایسهپروتئ آرابیدوپسیس، هاي کلیدي:واژه

)iTRAQ،( شوريترکیبات محافظ، شبکه ژنی ،.  

  

  

Identification and quantification of proteins and 
genes that expressed in the salinity stress 
conditions could lead to better understanding of 
the response mechanisms. So, in this study 
iTRAQ comparative proteomic method was used 
to investigate the protein changes and 
quantification of them under salinity stress. Then, 
more studies about the function of identified 
genes were done using gene expression and co-
expression data obtained from databases and 
analysis of related sequences. According to the 
results of iTRAQ-2DLC-MS/MS a set of proteins 
including P5CS1, KIN1, KIN2, ERD10, ERD14 
and COR47 were identified. Results showed that 
expressions of the related genes were not just 
restricted to salinity stress. They were also 
involved in other osmotic stresses. Gene network 
based on identified proteins was evaluated by 
String software.  Based on the results, during the 
expression of these genes, protective compounds 
such as compatible solutes, dehydrin proteins and 
etc. were produced in the cells. Presence of the 
compounds led to induction of resistance and 
tolerance mechanisms in plants against osmotic 
stress such as salinity. 

 
Keywords: Arabidopsis, iTRAQ Comparative 
proteomics, Protective compounds, Gene 
network, Salinity. 

  

  

  در گیاه آرابیدوپسیس تحت تنش شوري هاي محافظبررسی بیان افتراقی پروتئین

 نالیز شبکه ژنی مربوطهآو   iTRAQ-2DLC-MS/MSبا روش 

  

  2، حمید نجفی زرینی*1محمدامین باقري

  علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساريدانشگاه  ،اصلاح نباتات دکتريدانشجوي . 1

 دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساريعضو هیئت علمی استادیار و  .2

  )21/9/1395 :بیتصو  خیتار -19/2/1395 :افتیدر  خیتار(
 

 

Investigation of differential protein expression of protective proteins 
under salinity stress in Arabidopsis by iTRAQ-2DLC-MS/MS and 

analysis of gene expression and related gene network 
  

Mohammad Amin Bagheri1*, Hamid Najafi Zarini 

1. Ph.D Student of Plant Breeding, Sari Agriculture Sciences and Natural Resources University (SANRU), Sari, Iran 
2. Assistant Professor of Plant Biotechnology, Sari Agriculture Sciences and Natural Resources University (SANRU), 

Sari, Iran 

(Received:  May 8, 2015 -Accepted: Dec. 11, 2015) 
 

 
 Abstract  چکیده

Archive of SID

www.SID.ir

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir
http://www.sid.ir


 )38-49( 1394پائیز ، یازدهمشماره  چهارم، سال ،فناوري گیاهان زراعیمجله علمی ـ پژوهشی زیست 38

 

  مقدمه

باشد که منجر هاي مهم غیر زنده میشوري از تنش

شود. شوري دو به کاهش رشد و نمو گیاهان می

کند: اثر اسمزي  محدودیت را بر گیاهان تحمیل می

تر خاك و اثر یونی ناشی از ناشی از پتانسیل آب پایین

هاي شور و عدم تعادل یونی در سمیت مستقیم یون

). وضعیت آب Munns and Tester, 2008اهان (گی

از لحاظ شوري بسیار حساس است و در نتیجه، در 

باشد هاي گیاه به تنش بسیار مهم میتعیین پاسخ

)Yeo et al., 1985 براي حفظ محتواي نسبی آب .(

، گیاهان نیاز به جذب برخی مواد NaClدر حضور 

محلول ) و تولید مواد +Kو  -Na+ ،Clمعدنی (مانند 

(مانند پرولین، قند و گلاسین بتائین) دارند  1سازگار

)Munns and Tester, 2008 با این حال .(

براي گیاهان حساس  -Clو  +Naهاي بالاتر  غلظت

آور است. در نتیجه این اثرات به شوري اغلب زیان

هاي ثانویه، نظیر خسارت اکسیداتیو اولیه، اغلب تنش

ار گرفتن گیاهان در قر ).Zhu, 2001دهد (رخ می

هاي اکسیژن فعال تواند گونهمعرض تنش شوري می

)ROS(2 مانند رادیکال) هاي سوپراکسیدO2
) و -

) را تولید کند. این H2O2پراکسید هیدروژن (

ROSپذیر هستند که اگر گیاهان قدري واکنش به ها

هاي حفاظتی کافی نداشته باشند، سوخت و مکانیسم

هاي از طریق اکسیداسیون لیپیدها را ساز طبیعی آن

طور جدي  به هاي نوکلئیکها و اسیدغشایی، پروتئین

طور  به ).Apel and Hirt, 2004کنند (مختل می

هاي خود در برابر کلی، گیاهان براي حفاظت از سلول

ROS  اکسیدان شامل آنتیداراي یک سیستم

اکسیدان، مانند سوپراکسید دیسموتاز آنتیهاي  آنزیم

)SOD(3) کاتالاز ،CAT(4) پراکسیداز ،POD(5  و

                                                                  
1. Compatible solutes 
2. Reactive Oxygen Species 
3. Superoxide dismutase 
4. Catalase 
5. Peroxidase 

، اولین SODباشد. می APX(6آسکوربات پراکسیداز (

O2زدایی، آنزیم در فرآیند سمیت
 O2و  H2O2را به  -

هاي مولکول PODو  CAT ،APXکند. تبدیل می

پراکسید هیدروژن انباشته شده را به سطوح غیر سمی 

کنند هار میپاکسازي و م O2و  H2Oشکل  به و یا

)Apel and Hirt, 2004 شناخته شده است که .(

مواد محلول سازگار، از جمله پرولین، تحت تنش 

ابند یشوري در بسیاري از گیاهان زراعی تجمع می

)Munns and Tester, 2008ها ). نقش اصلی آن

هاي گیاهی در برابر احتمالاً حفاظت از سلول

وسیله  به ريهاي ناشی از شونابسامانی و خسارت

هاي سلولی، مانند حفظ تعادل اسمزي، ثبات ساختار

 Ashrafباشد (می ROSها، و مهار ها و پروتئینغشا

and Foolad, 2007عنوان  به ). کاربرد پرولین

ها در بادام روشی موثر در بهبود تحمل به شوري بوته

 Jain et al., 2001 ،(Pancratiumزمینی (

maritimum )Khedr et al., 2003 خربزه ،(

)Kaya et al., 2007) و تنباکو (Hoque et al., 

) مطرح شده است. با این حال برخی از 2007

اند ها در رابطه با استفاده از آن هشدار داده گزارش

)Hare et al., 2002; Heuer, 2003; Lin and 

Kao, 2001،هنگام استفاده از پرولین به ). بنابراین 

قاي مقاومت به شوري، باید ابتدا عنوان عامل ال به

اثربخشی آن مشخص شود. علاوه بر این مکانیسم 

  عمل پرولین در گیاهان کاملاً شناخته نشده است.

ساز مختلف براي پرولین وجود در گیاهان دو پیش

دارد. اولین مسیر از سمت گلوتامات است که طی دو 

شود واکنش کاهشی پی در پی به پرولین تبدیل می

کربوکسیلات سنتاز  5ترتیب توسط پایرولین  هب که

)P5CS(7  و پایرولین کربوکسیلات ردوکتاز

)P5CR(8 شود. کاتالیز میP5CS  یک آنزیم دو

                                                                  
6. Ascorbate peroxidas 
7. Pyrroline-5-carboxylate synthase 
8. Pyrroline-5-carboxylate reductase 
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وسیله فسفریلاسیون فعال به کاربردي هست که اول

سازي گلوتامات و دوم احیاي واسطه ناپایدار گلوتامیل 

که در را  GSA(2به گلوتامات سمی آلدهید ( 1فسفات

 ,.Hu et alکند (است کاتالیز می P5Cتعادل با فرم 

ماده جایگزین براي پیش Orn(3). ارنیتین (1992

تواند توسط ارنیتین باشد، که میبیوسنتز پرولین می

تغییر یابد. مسیر  P5Cبه  OAT(4آمینو ترانسفراز (

باشد. اصلی در طی تنش اسمزي چرخه گلوتامات می

ان جوان آرابیدوپسیس مسیر با این حال در گیاه

-dآید و فعالیت کمک می به ارنیتین نیز نقش داشته و

OAT باید (نیز افزایش میRoosens et al., 

). آرابیدوپسیس در حین تنش اسمزي پرولین 1998

 ;Verbruggen et al., 1993سازد (را انباشته می

Yoshiba et al., 1997 در طی تنش، بیان .(

P5CSاما نه ژن ، P5CS، خوبی با محتواي  به

 ;Yoshiba et al., 1995پرولین همبستگی دارد (

Savoure et al., 1995.( تازگی دو ژن  بهP5CS 

داراي ارتباط نزدیک در آرابیدوپسیس تالیانا شناسایی 

، اما نه ژن P5CS1شده است. در طول تنش 

P5CS2باشد ، براي تجمع پرولین مورد نیاز می

)Fabro et al., 2004; Szekely et al., 2008 .(

هاي سیگنالی در هنگام تنش اسمزي و شوري مسیر

باشند. در می P5CS1مختلفی مسئول تنظیم ژن 

طول تنش شوري، اما نه تنش خشکی، در 

بستگی به  P5CS1آرابیدوپسیس تالیانا القاي بیان 

). همچنین Parre et al., 2007دارد ( Cفسفولیپاز 

) و تنش شوري از ABA( هورمون آبسزیک اسید

) بیان ABREطریق عناصر پاسخی آبسزیک اسید (

P5CS1 کند (آرابیدوپسیس را القا میStrizhov et 

al., 1997; Savoure et al., 1997; Abraham 

et al., 2003.(  

                                                                  
1. C-glutamyl phosphate 
2. Glutamate semialdehyde 
3. Ornithine 
4. Orn-d-aminotransferase 

با این حال انباشت مواد محلول سازگار تنها روش 

براي مقابله با تنش شوري نیست. روشی دیگر براي 

ها در برابر کاهش پتانسیل آب افظت از سلولمح

توان هاي محافظ است. در این بین میتولید پروتئین

هاي شبه دهایدرین اشاره کرد. به پروتئین

) گروه بیوشیمیایی متمایزي از DHNsها ( دهایدرین

دهند که با عنوان را تشکیل می LEAهاي پروتئین

 ,LEA )LEA II) (Brayهاي پروتئین 2گروه 

1993; Ingram and Bartels, 1996 (ا پروتئینی

) شناخته LEA-D11 )Dure et al., 1989هاي 

وسیله  به هاشوند. بیان بسیاري از دهایدرینمی

ابد، ی) افزایش میABAفیتوهورمون آبسزیک اسید (

شوند. نیز نامیده می RABهاي از اینرو آنها پروتئین

اه و سازگاري ها نقش کلیدي در پاسخ گیدهایدرین

کنند. گزارش هاي محیطی ایفا میآن نسبت به تنش

ها در اواخر دوران جنینشده است که این پروتئین

هاي توانند در بافتابند و یا مییزایی تجمع می

زاي مختلف که هاي تنشرویشی توسط فاکتور

موجب از دست رفتن آب سلولی (دهیدراسیون) می

رما و غیره) القا شوند شوند (خشکی، شوري، سرما، گ

)Hanin et al., 2011.( هاي از دیگر پروتئین

عنوان  به نام برد که KIN1توان از محافظ می

، KIN1پروتئین شبه ضدیخ شناخته شده است. ژن 

که حاوي موتیف عناصر حساس به دهیدراسوین 

)CRT/DREتواندباشد، می) در پروموتر خود می 

تیمار دهیدراسیون  و ABAوسیله سرما، شوري،  به

 KIN1). ژن Knight et al., 1999القا شود (

کند که ساختاري شبیه به پروتئین پروتئینی را کد می

ضدیخ غنی از آلانین تولید شده توسط برخی از 

). این Wang et al., 1995باشد (ها را دارا می ماهی

دهد که شباهت در ساختار و بیان نشان می

است عملکردي مشابه در محصولات این ژن ممکن 

  گیاهان داشته باشند.

طور  به هاي اخیر، علم پروتئومیکسدر سال

اي بر تعیین کمیت پروتئین متمرکز بوده است. فزاینده

Archive of SID

www.SID.ir

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir
http://www.sid.ir


 )38-49( 1394پائیز ، یازدهمشماره  چهارم، سال ،فناوري گیاهان زراعیمجله علمی ـ پژوهشی زیست 40

 

جنبه مهمی از تحقیقات پروتئوم شناسایی و تعیین 

هاي بیان شده در همزمان نسبت غلظت پروتئین

دي در ها در شرایط مختلف (وضعیت عاسلول یا بافت

باشد. همراه با پیشرفت در طیف مقابل تنش) می

هاي در حال ظهور مختلفی سنجی جرمی، تکنیک

 3گذاري متابولیکی، برچسب1SILAC ،2ICATمانند 

)15Nor 13Cهاي ایزوبار براي کمیت )، نشانمند

، نشانمند کردن iTRAQ(4سنجی نسبی و مطلق (

و  MCAT(5فراوانی کدگذاري شده بر اساس جرم (

در روش شناسی الکتروفورز دو  CyDyeکاربرد 

منظور تحقق هدف تعیین کمیت  به ،DE(6-2بعدي (

عنوان  به iTRAQپروتئین معرفی شدند. در این بین 

باشد روشی که داراي حساسیت و دقت خوبی می

 ,.Chong et alمورد توجه قرار گرفته است (

هدف از این تحقیق، بررسی بیان افتراقی  ).2006

با  iTRAQ-2DLC-MS/MSها با روش روتئینپ

تاکید بر ترکیبات محافظ در گیاه آرابیدوپسیس و 

بیانی و ساختار سپس تجزیه و تحلیل بیان ژنی و هم

هاي هاي پایگاهپروتئینی این گروه با استفاده از داده

هاي مرتبط براي درك هرچه بیشتر اطلاعاتی و ابزار

 باشد.میتغییرات مولکولی در تنش شوري 

  

  هامواد و روش

، استخراج غشاي اعمال تنش ،کاشت گیاه

  پلاسمایی و برچسب گذاري

ساعت روشنایی و  8گیاه آرابیدوپسیس تحت شرایط 

و  21ترتیب  به ساعت تاریکی با دماي روز و شب 16

هاي در گلداندر اتاقک رشد گراد درجه سانتی 19

شد  رشد دادهسانتی متر مکعب  200کوچک به حجم 

ها داخل گلدانبراي ایجاد تنش در چهار هفتگی و 

                                                                  
1. Stable isotope labeling of amino acid in cell cultures  
2. Isotope-coded affinity tags 
3. Metabolic labeling 
4. Isobaric tags for relative and absolute quantitation 
5. Mass-coded abundance tagging 
6. Two-dimensional electrophoresis 

براي یک  NaClمیلی مولار  150هایی حاوي سینی

و سپس در حدود ، قرار گرفت دوره زمانی سه روزه

گیاهان آوري گردید، هاي آن جمعبرگ برگی 10

هایی با همان میزان آب منتقل داخل سینی به شاهد

سمایی با روش غشاي پلا هايشد. استخراج پروتئین

Larsson ) طور  به انجام شد. )1987و همکاران

گرم از ماده گیاهی با استفاده از  100خلاصه حدود 

لیتر بافر همگن کننده میلی 200کن در  مخلوط

هموژنیزه و همگن شد. سوسپانسیون ایجاد شده به

 15مدت  وسیله یک لایه میراکلوز دو لایه فیلتر و به

. مایع رویی حاصل شده به دقیقه سانتریوفوژ شد

دقیقه سانتریوفوژ  60مدت  هاي جدید منتقل و به لوله

نشین شده بار دیگر سوسپانسیون شد. از میکروزوم ته

تهیه شد. جهت تولید سیستم دو فازي پلیمر آبی، 

درصد  4/6بخش میکروزمی به فاز ترکیبی شامل 

مولار میلی 5ل، وگلایکاتیلندرصد پلی 4/6دکستران، 

 مولار کلریدپتاسیممیلی 5و  pH 8/7بافر فسفات 

اضافه شد. بخش بالایی نهایی حداقل شش برابر 

وسیله  رقیق شد و سپس غشاي پلاسمایی به

نشین شد. از غشاي دقیقه ته 90مدت  سانتریوفوژ به

گرم میلی 2- 5/1نشین شده حاوي پلاسمایی ته

نجمد پروتئین سوسپانسیون تهیه و در نیتروژن مایع م

هضم پروتئین داري شد. هاي بعدي نگهبراي استفاده

بدین ) Cat.: V511A, Promegaبا تریپسین (

که ابتدا یک تا دو ویال از  انجام گرفتترتیب 

کیو لیتر آب میلیمیکرو 25تریپسین ترکیب شده با 

میکرولیتر  10تا  2تهیه شد. سپس به هر تیوپ نمونه 

ها در  ضافه شد. تیوپاز محلول تریپسین تهیه شده ا

ساعت)  16- 12درجه در طول شب ( 37دماي 

وسیله  انکوبات شدند. پس از آن پروتئین هضم شده به

برچسباسپین به انتهاي تیوپ رسوب داده شد. 

 Applied بر اساس روش iTRAQگذاري 

Biosystem MDS sciex بدین منظور انجام شد .

هر سازي شد. محتواي تازه آماده iTRAQمعرف 

معرف تازه تهیه شده به یک تیوپ نمونه منتقل شد. 
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هر تیوپ جهت مخلوط شدن ورتکس و اسپین شد. 

pH وسیله بافر  محلول آزمون و در صورت نیاز به

ها در تنظیم شد. تیوپ 5/8تا  5/7انحلال در محدوده 

بعد از ساعت انکوبات شدند.  2مدت  دماي اتاق به

درجه  -20 ها در فریزرگذاري نمونهبرچسب

 نگهداري شدند.گراد  سانتی

جهت بررسی تغییرات پروتئینی که در اثر تنش 

شوري در سطح غشا ایجاد شده است، تعیین کمیت 

انجام شد. دو تکرار   iTRAQبا استفاده از تکنیک 

 پلاسمایی . دو نمونه غشاياستفاده شدبیولوژیکی 

دو  و tag117و  tag115با  NaClتیمار شده با 

گذاري برچسب tag114و  tag116شاهد با  نمونه

شدند. تعیین کمیت نسبی پروتئین بر اساس 

 Proteinافزار پپتیدهاي نشاندار شده با استفاده از نرم

Pilot هاي نسبی که داراي آمد. تفاوت دست به  

P-Value  و تغییرات پروتئینی که  05/0کمتر از

عنوان  به را نشان داد، برابر 2/1اختلاف بیشتر از 

  دار آماري شناخته شد.اختلاف معنی

  

  جداسازي با استفاده از کروماتوگرافی تبادل یونی

 براي جداسازي اولیه پپتیدها از ستون تبادل یونی

)SCX(استفاده شد. جداسازي بر روي سیستم  ١

Ettan-MDLC )Amersham Biosciences 

AB, Uppsala, Sweden 200) با میزان جریان 

ر دقیقه انجام شد. دو نوع بافر تهیه کرولیتر دیم

 A:10 mM KH2PO4-H3PO4, pHگردید، بافر 

2.7, 25% acetonitrile (ACN)  و بافرB:10 

mM KH2PO4-H3PO4, pH 2.7, 25% ACN, 

1M KCl گذاري هاي برچسباستفاده شدند. نمونه

حل  Aشده قبل از اینکه بارگذاري شوند در بافر 

انجام شد.  Bها با بافر شدند و شست و شوي نمونه

TFAدرصد  1/0پپتیدهاي حاصل، در محلول 
2 

                                                                  
1. Strong cation exchange  
2. Trifer acetic acide 

 C18 Pepمخلوط شدند و در یک ستون موئین (

Map 300, 75µm × 150 mm, 3 µm particle 

size, LC-Packing جدا گشته و کروماتوگرافی ،(

)LC-Paking, Amsterdam, The 

Netherlands انجام شد. آنالیز اسپکترومتري (

 انجام شد 4800گر پروتئومیکس ا یک تحلیلجرمی ب

)Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA(.  

 
  هادادهتجزیه و تحلیل 

نرموسیله  به هاي حاصل از اسپکتومتري جرمیداده

کمی سازي شد.  Protein Pilot v 2.0 افزار

، هاو عملکرد احتمالی آن هااطلاعات مرتبط با ژن

دي و آمینو اسیدي و نیز ساختار نوکلئوتی يهاتوالی

 يهامربوطه با استفاده از پایگاه داده يهاپروتئین

NCBI )www.ncbi.nlm.nih.gov ( وTAIR 

)www.arabidopsis.org (و  هابررسی شد. موتیف

با استفاده از  شناسایی شده يهاو پروتئین هادمین

 myhitsسایت موجود در وب Motifscan ابزار

)myhits.isb-sib.ch (يهابررسی شدند. داده 

در شرایط  موردنظر يها   شدت بیان ژن به مربوط

متفاوت با استفاده  يهارشدي، مراحل رشدي و نمونه

 Genevestigatorسایت  افزارنرماز 

)genevestigator.com ( استخراج گردید. همچنین

 يهامشابهی که براي ژن يهاشرایط رشدي و تنش

قادیر نسبی نزدیک با مقادیر بیانی مورد نظر داراي م

سایت وبآزمایش دارند توسط  این آمده در دست به

Genevestigatorًبا استفاده از  ، بررسی شد. ضمنا

شبکه ) STRING )string-db.orgافزار سایت نرم

شناسایی و  محافظ ژنی براي مجموعه ژنی ترکیبات

موجود در این شبکه و همچنین  يهاژن یبیانهم

  .هاي پارالوگ و ارتولوگ مشخص گردیدوهگر
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 نتایج و بحث

هاي گروه ترکیبات محافظ با بیان افتراقی پروتئین

  iTRAQ-2DLC-MS/MSروش 

هاي پروتئین ،از مجموعه ژنی ترکیبات محافظ
1P5CS1  ،2ERD10  ،3ERD14 ،4COR47  ،

KIN1  وKIN2  در پروفایل پروتئومی مشاهده

صل از کروماتوگرافی تبادل نتایج حا 1شدند. جدول 

دهد. ها را نشان مییونی و تعیین کمیت پروتئین

میانگین میزان بیان ژن در دو تکرار بیولوژیکی 

هاي شاهد براي در مقایسه با نمونه mM 150شوري 

، P5CS1 ،KIN2 ،KIN1 ،ERD10هاي ژن

ERD14  وCOR47 696/1، 431/1ترتیب  به ،

برابر افزایش داشته  904/1، 348/1، 159/2، 508/6

ها در شرایط که نشان دهنده افزایش بیان این ژن

باشد. احتمالا این افزایش میزان بیان  می تنش شوري

باعث افزایش مقاومت گیاه به شرایط تنش شوري 

هاي صورت شود که این نتایج با سایر بررسیمی

گرفته تطابق دارد. نشان داده شده است که از طریق 

افزایش در سطح پرولین  P5CS1ن بیان بالاي ژ

آید که منجر به افزایش تحمل به می دست به

 Konstantinova etشود (هاي اسمزي می تنش

al., 2002 از سوي دیگر کاهش تجزیه پرولین از .(

سنس از ژن پرولین طریق معرفی ساختار آنتی

) یا از بین بردن Mani et al., 2002دهیدروژناز (

) منجر به افزایش Nanjo et al., 2003این آنزیم (

تجمع پرولین آزاد و عملکرد رشدي بهتر در شرایط 

 ).Maggio et al., 2002شود (تنش شوري می

Brini مشاهده کردند که بیان  )2007( و همکاران

) گندم دوروم در DHN-5ژن دهایدرین (

آرابیدوپسیس منجر به افزایش در تحمل تنش شوري 

                                                                  
1. DELTA1-PYRROLINE-5-CARBOXYLATE 
    SYNTHASE 1 
2. EARLY RESPONSIVE TO DEHYDRATION 10 
3. EARLY RESPONSE TO DEHYDRATION 14 
4. COLD-REGULATED 47 

و  RoyChoudhuryرتیب، همین ت به و اسمزي شد.

نیز در گیاهان تنباکوي تراریخته  )2007همکاران (

) از برنج Rab16A=Rab21شده با ژن دهایدرین (

هندي واریته پوکالی، افزایش تحمل به تنش شوري 

و  Liاز طرف دیگر  و خشکی مشاهده کردند.

در تحقیقات اخیر خود مشاهده  )2013( همکاران

حساسیت نسبت به پاسخ فوق  KIN1کردند که 

دهد. بنابراین میشوري در گیاهان تراریخت نشان 

اگرچه تنش آبی و تنش سرما براي این پروتئین 

شود اما احتمالا مینقشی اصلی و رایج تر محسوب 

در تنش شوري نیز مانند تحمل یخ زدگی نقش 

و همکاران  Kim کنند.میحفاظتی براي گیاه ایفا 

شرایط شوري بیان ژن ) گزارش دادند که در 2014(

P5CS1 ابد. یافزایش میHsieh ) 2013و همکاران (

هاي شوري، مشاهده کردند که در پاسخ به تنش

، COR15Aهاي خشکی، اسمزي و حرارتی بیان ژن

COR15B ،PLC1 ،P5CS1 ،KIN1 ،KIN2  و

LEA14  افزایش یافت و این افزایش موجب تجمع

و بدین  ها شدشدن روزنه و بسته ABAپرولین و 

  هاي مذکور حاصل شد.ترتیب تحمل نسبت به تنش

  

  هاان افتراقی ژنی پروتئینیب

 يهانمودار ATTED-IIبا استفاده از پایگاه داده 

غیر  يهامورد بررسی تحت تنش يهامیزان بیان ژن

). نشان داده شد (شکل 1دست آمد (شکل  زیستی به

 يهاتحت تنش P5CS1الف) که شدت بیان ژن  - 1

هوایی نسبت  يهاوري و اسمزي خصوصا در اندامش

 يهاشود. از طرف دیگر ژنبه کنترل بیشتر می

KIN2 ،KIN1  وERD10  نیز افزایش بیان قابل

سرما، اسمزي و شوري  يهاتوجهی تحت تنش

ها نشان دادند (شکل ویژه در ریشه نسبت به کنترل به

و  ERD14 يهاب، پ، ت). همینطور بیان ژن - 1

COR47 سرما، اسمزي و  يهانیز در پاسخ به تنش

ث،  - 1شوري با شدتی کمتر افزایش دیده شد (شکل 

اي با نتایج پروتئومیکس مقایسهها ج). برآیند این داده
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نتایج بررسی با مطابقت داشت.  و مطالعات قبلی

Genevestigator  از  الف) نشان داد که -2(شکل

ر تمامی مورد نظر د يهارشدي ژن يهانظر دوره

، داراي بیان متوسط رو به پیريجز مرحله  به مراحل

 بالا هستند که در این بین مرحله روزت توسعه یافته

سایر  به طور متوسط داراي بالاترین بیان نسبت به

افزار (شکل نرمضمنا با توجه به خروجی  مراحل بود.

ترین  مشخص شد اختلالاتی که نزدیک ب) - 3

مشاهده شده در  يهاي ژنتشابه در شدت بیان برا

پروتئوم را درپی دارند عبارت از سرما ، جوانه زنی و 

ها مطابق مطالعات قبلی این داده باشد.میخشکی 

نشان داد که ترکیبات محافظ علاوه بر تنش شوري 

هاي اسمزي مانند سرما، در پاسخ به سایر تنش

   خشکی و غیره نیز موثرند.

 
  بالا و پایین تنظیم شده در پروفایل پروتئوم يهافهرست پروتئین -1جدول 

Accession Standard gene annotation according to sequence source 
database (TAIR) 

iTRAQ 
ratio 

pValue 
Gene 

expression 
AT2G39800.2 P5CS1 (Δ1-Pyrroline-5-Carboxylate Synthase 1) 1.431 0.0002 3.71 
AT5G15970.1 KIN2 (cold responsive) 1.696 0.0000 25.86 

AT5G15960.1 
KIN1(cold and ABA inducible protein kin1. possibly 

functions as an anti-freeze protein) 
6.508 0.0001 25.86 

AT1G20450.2 ERD10,LTI45 (early responsive to dehydration ) 2.159 0.0000 26.23 
AT1G76180.1 ERD14 (early responsive to dehydration 14) 1.348 0.0000 3.608 
AT1G20440.1 COR47 (cold regulated 47) 1.904 0.0000 14.71 

همراه اختصارات معمول استفاده شده و حاشیه  ها بهداده شده است. نام پروتئین 1) در ستون AGIها بر اساس طرح ژنوم آرابیدوپسیس (توضیحات: شماره دستیابی

هاي تیمار شده با نمک ) تغییر فروانی پروتئین نمونه3(ستون  iTRAQداده شده است. نسبت  2در ستون  PPDBو  TAIRویسی بر اساس توالی بازیابی شده از ن

بیان ژن، در  يهاد. دادهباشپذیرفته شده) می p<0.05نسبت به شاهد (نمک/شاهد) است و مقدار نشان داده شده میانگینی از دو تکرار با سطح احتمال مرتبط (

 24مدت  به NaClمیلی مولار  150دست آمده و نسبت بین بیان ژن مربوطه در ساقه گیاه تیمار شده با نمک (در معرض  به eFPآخرین ستون از پایگاه داده 

  باشد.ساعت) و گیاه شاهد می

  

  هاژن یبیانهمبررسی شبکه ژنی و 

تشکل از ژنشبکه ژنی م String افزارنرمبا کمک 

(شکل  ترکیبات محافظ مشاهده شده در پروتئوم يها

همکار پیش  يها، طراحی شد. مهمترین ژنالف) - 3

بینی شده که از نظر عملکردي داراي بیشترین ارتباط 

باشند عبارتند از می مورد مطالعه يهابا مجموعه ژن

LTI78١ ،P5CR٢، GDH1٣ ،GDH2  ،GDH3  و

ERD5ژن . ٤ LTI78 اعضاي خانواده یکی از 

LEA باشد. شناخته شده ترین نقش این ژن می

اسمزي از  يهاپاسخ سرما است اما در سایر تنش

 جمله شوري نیز نقش محافظتی دارد.

Yamaguchi-Shinozaki  وShinozaki )1994 (

                                                                  
1
LOW-TEMPERATURE-INDUCED 78  

2
 PYRROLINE-5- CARBOXYLATE (P5C) REDUCTASE 

3
 GLUTAMATE DEHYDROGENASE 

4
 EARLY RESPONSIVE TO DEHYDRATION 5 

) بیان داشتند که ژن 2014و همکاران ( Kimو 

rd29A )LTI78 نقش مهمی در پاسخ به تنش (

هاي حمل به آن دارد و در شرایط تنششوري و ت

کد کننده  P5CR باشد.اسمزي داراي بیان بالا می

باشد میکربوکسیلاز ردوکتاز - 5-ي آنزیم پایرولین

که آخرین مرحله از بیوسنتز پرولین از گلوتامات و 

-5-پایرولین- P5CR 1کند. میاورنیتین را کاتالیز 

ا به ر P5CS) تولید شده توسط P5Cکربوکسیلات (

L -کند. پرولین تبدیل میJung ) 2010و همکاران (

بیان داشتند که پاسخ اولیه به تنش اسمزي در گیاه 

Arabis stelleri  در مقایسه باP5CS  وابستگی

 ProDH٥یا  ERD5دارد. ژن  P5CRبیشتري به 

- Lوسیله  هاي دهیدراسیون سرکوب و بهتوسط تنش

رد تنظیمی در عملک ProDHشود. پرولین آزاد القا می

                                                                  
5
 PROLINE DEHYDROGENASE 
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 ,.Nakashima et alنرخ بیوسنتز پرولین دارد (

1998; Trovato et al., 2008 همانطور که .(

 Mani et al., 2002; Nanjoپیشتر نیز گفته شد (

et al., 2003تواند ) اختلال در فعالیت این آنزیم می

موجب افزایش پرولین آزاد و در نتیجه افزایش 

که  هاGDHسمزي شود. هاي امقاومت گیاه به تنش

وابسته  گلوتامات دهیدروژناز هايزیر واحد يکنندهکد

در تجزیه گلوتامات در چرخه  باشندمی NADHبه 

و همکاران  Skopelitis بیوسنتز پرولین نقش دارد.

شوري چنین ها در تنش) در مورد نقش این ژن2006(

هاي اکسیژن فعال) بیان داشتند که سیگنال (گونه

 GDHهاي وسیله شوري بیان زیر واحد شده به تولید

ها با جذب کند و ایزو گلوتامات دهیدروژنازرا القا می

زدایی هاي ضد تنش در سمعنوان آنزیم آمونیاك به

آمونیاك و تولید گلوتامین براي سنتز پرولین عمل 

کنند.می

  

 
تحت تنشCOR47 و ج)  ERD14، ث) ERD10، ت) KIN1، پ) KIN2، ب) P5CS1الف)  يهانمودار میزان بیان ژن - 1شکل 

)، تنش اسمزي Cold)، تنش سرما (Contها شامل کنترل (نمونه Xنرمال شده بیان، محور  يهاداده Yغیر زیستی مختلف. محور  يها

)Osmo) تنش شوري ،(Salt) تنش خشکی ،(Dry) تنش ژنوتوکسیک ،(Gen) تنش اکسیداتیو ،(Oxi) تنش فرابنفش ،(UV،(  تنش

  ).C-Heat rec suspension)، کشت سوسپانسیونی تنش حرارتی یافته (Heat)، تنش حرارتی (Woundزخمی شدن (
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   و رشدي مراحل در بیان شدت) الف :به مربوط پروتئوم هايژنی انیبي نمودارها - 2 شکل

  .پروتئوم نتایج با مقایسه در بیان شدت تریننزدیک داراي اختلالات) ب
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مربوط به ژن یبیانهمنمودار  ب -3 ر شکلد 

موجود در شبکه در گیاه آرابیدوپسیس و سایر  يها

بیشترین امتیاز هم ه است.نشان داده شدموجودات 

هاي شناسایی شده در شبکه متعلق بیانی از بین ژن

و  ERD14و  ERD10 يهابا ژن COR47به ژن 

 ERD14و  LTI78هاي با ژن ERD10نیز ژن 

ها نشان بیانی این ژند. احتمال بالاي همباش می

داراي عملکردي  هاآندهنده این است که احتمالا 

مشابه هستند، ضمن این که لازم به توضیح است که 

قرار می LEAهاي ها در گروه پروتئینهمه این ژن

بیانی با یکدیگر احتمالا هاي فاقد رابطه همگیرند. ژن

و  P5CS1مانند یا عملکردي عکس دیگري دارند (

ERD5 و یا در مسیر بیوشیمیایی داراي عملکردي (

و  P5CSها، GDHپس یا پیش یکدیگر (مانند 

P5CR  (که عملکردشان یکی پس از دیگري است

  باشند. می

  

  
  ها. ژن ییانببینی شده براي ترکیبات محافظ مشاهده شده در پروتئوم برگ آرابیدوپسیس ب) نمودار همالف) شبکه ژنی پیش - 3شکل 

  

  نتیجه گیري

هاي درگیر منظور شناسایی پروتئین در این مطالعه به

هاي بافتی با در پاسخگویی به تنش شوري از نمونه

استفاده شد.  iTRAQکیفیت و تکنیک نشانه گذاري 

منظور تامین اطلاعات بیشتر و بررسی  پس از آن به

مختلف هاي بیانی تکمیلی در این زمینه از پایگاه داده

دست آمده  در مجموع با توجه به نتایج به استفاده شد.

 يهااي و بررسیاز پروتومیکس مقایسه

دهد که بیوانفورماتیکی بیشتر در این راستا نشان می

پاسخ گیاه به تنش شوري یک فرآیند پیچیده است و 

منظور  احتمالا شامل تنظیم کامل فیزیولوژي گیاه به

ی تحت کمبود آب و برقراري مجدد تعادل سلول

باشد. در واقع پاسخ گیاه نسبت به مسمومیت یونی می

تنش شوري تنها محدود به یک یا چند ژن خاص 

ها در اي از ژنفعالیت شبکه يبلکه نتیجه نیست

. فعالیت این شبکه باشدمیتعامل و تقابل با یکدیگر 

در نهایت منجر به تولید یکسري ترکیبات محافظ می

هاي مقاومت و تحمل ها مکانیسمآن شود که حضور

هاي اسمزي از جمله تنش در گیاه را نسبت به تنش

  نماید.   القا می يشور
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