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  يتنش شور شرايط زيتون تحتپپتيدها در گياهچه  يبيان پل يالگومقايسه 

  تنش با گياهچه شاهد در شرايط غير

  1م زادهيحسن ابراه و 2يفردوس رستگارجز، 1يفرانك هاد، 1*ن معتمدينسر

 يزيست شناسدانشكده ، علوم پرديس، دانشگاه تهران 1

  يزيست يفناور ژنتيك و يمهندس يپژوهشگاه مل 2

  2/9/87: تاريخ پذيرش   22/6/86 :يخ دريافتتار

  چكيده

 بر Olea europea c.v zard رقم زرد زيتون يابتدا رويانها، يمطالعه پاسخ گياهچه به شرايط تنش شور يدر اين پژوهش برا

 ر ميلي مولا 170حاوي 2/1 غلظت با MSبه محيط  چه هااهگيكشت و بعد از يك ماه نيمي از  2/1باغلظت  MS محيط يرو

NaCl در محيط  اهچه هايگنيمي ديگر از . انتقال و به مدت دو هفته در اين محيط واكشت شدندMS فاقد 2/1 باغلظتNaCl 

 يبرا يمختلف يروشهاگياه زيتون ن در يپروتئ يسنجش و بررس يمزاحم براتركيبات وجود با توجه به ). شاهد(واكشت شدند 

) در شرايط غيرتنش( و گياهچه شاهد يگياهچه تحت تنش شور ازكل پروتئين راج پس از استخ. ش شديآزما پروتئين استخراج

، ل الكتروفورز دوبعديآنها بر روي ژ يپپتيدها يمجموعه پل. شد غلظت پروتئين با روش برادفورد و اسپكتروفتومتري سنجيده

 .بود يپپتيد يلكه پل سه بيانلكه و كاهش سه ؛ آشكارترين تفاوتها شامل افزايش بيان دنديگردمقايسه  و يجداساز

  پروتئين، يتنش شور، گياهچه زيتون :يكليد يهاواژه

   motamed@khayam.ut.ac.ir :، پست الكترونيك61112472 :ن تماستلف نويسنده مسئول،* 

  مقدمه

 يگياهان همواره در معرض تغييرات اجتناب ناپذير محيط

 ياسمزقرار دارند آن دسته ازعوامل كه باعث ايجاد تنش 

از اين  ييك. برخوردارند ياشوند از اهميت ويژه يم

به تنش در  خپاس ).19( باشديخاك م يشور، عوامل

انتقال پيامها به  ،گياهان با تشخيص تنش در سطح سلول

در  كه شود يآغازمسپس در داخل گياه  درون سلول و

انتقال پيامها به راه  نتيجه سيستم گسترده و پيچيده نقل و

در نهايت اطلاعات دريافت شده منجر به تغيير . دافتمي

كه آن هم به نوبه  گردد يمبيان ژنها در سطح سلول  يالگو

، فيزيولوژيك گياه و تغييرات مربوط به رشد يخود پاسخها

مطالعه براي  .)4( نمايد يم ادايجرا در گياه  ينمو و بارور

 شده توسط ءمحيطي تغييرات القا تنشهايگياهان به  تحمل

 .)10( گرددمي  يبررستنشها در سطح پروتئينها اين 

هاي گياهي مختلف شناسايي در گونه پروتئينهاي متعددي

و به دو دسته متفاوت طبقه شوري القا  تنش كه در اثر شده

  :اند بندي شده

پروتئينهاي مخصوص تنش كه فقط هنگام اعمال تنش  - 1

  .يابد شوري در گياه تجمع مي

، تنش كه علاوه بر تنش شوري پروتئينهاي وابسته به - 2

آب و فراواني يا  كمبود، خشكي، سرما، در پاسخ به گرما

  . )1( شوند كمبود مواد غذايي در گياه جمع مي

بررسي پروتئوم يك روش دقيق در تعيين ويژگيهاي 

دسترسي به اطلاعات . آيد حساب ميه عملكردي گياه ب

شناسايي گسترده مربوط به تواليهاي نوكلئوتيدي و امكان 

سريع و دقيق پروتئينها بوسيله طيف سنجي جرمي باعث 
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گرديده كه عملكرد گياهان مدل و غلات در سطوح 

گرچه  .وميكس بررسي شودئپروت كمك امختلف ب

شناسي گياهي كاربرد زيادي نداشته در زيست سپروتئوميك

در علوم  آن رااست ولي بعضي مقالات تا حدي توانايي 

در گياهاني كه ژنوم آنها  صخصوبه ، ندا گياهي نشان داده

 و 9( مانند آرابيدوپسيس و برنج، تعيين توالي شده است

14(.   

كاربردهاي پروتئوميكس در گياه بررسي اثر  از جمله

مجموعه غير زيستي بر روي  تنشهاي مختلف زيستي و

 اثرات تنشي ل مطالعاتين قبيدرا .است گياه يهانيپروتئ

يا پاسخ كاج به تنشهاي زيستي و فلزات بر روي برنج و 

   .)15 و 14، 5(انجام گرفته است غير زيستي

پروتئينها يكي از ان يب يريتغ توان گفت،به طور كلي مي

محيطي است كه از  تنشهايپاسخهاي متابوليكي گياه به 

ان يبدر غياب تنش كه ي و يا كمي با پروتئينهايي يفلحاظ ك

و  ي ما از پروتئينهاآگاه .)13( متفاوت هستندشوند  يم

تنش شوري بر بيشتر از . باشد ژنهاي تنشي بسيار ناقص مي

گذارد ولي فقط يك دسته  رونوشت در سلول اثر مي 100

به ، از ژنهاي مربوط به تنش شوري شناسايي گرديده است

همين خاطر آزمايش و بررسي براي شناسايي پروتئينها و 

درگير در  يژنهاي تنشي جهت فهم فرايندهاي مولكول

لذا  .باشد غير زيستي مهم مي تنشهايپاسخ گياه به 

بكارگيري روشهاي جديد مطالعه بيان ژن شامل تحقيقات 

رسد  يكس ضروري به نظر ميژنوميكس و پروتئوم

اعمال  (water stress proteins)هاي استرس آبيپروتئين

پروتئين هاي كانال آبي در براي مثال متابوليك خاص دارند 

در حاليكه ، آب از طريق غشاء نقش دارندحركت 

كربوكسيلات سنتتاز و كولين -5- آنزيمهايي مانند پيرولين

پروتئينهاي . سنتتاز براي توليد محافظين اسمزي نقش دارند

LEAكنند ، اسموتين از ماكرومولكولها و غشا محافظت مي .

و جابجايي پروتئين نقش  شترون و پروتئازها در واژگاپچ

ترانسفراز،  – S –يمهاي سم زدا مانند گلوتاتيون آنز. دارند

كاتالاز، و پراكسيد دسموتاز و آسكوربات پراكسيداز در 

و سرانجام پروتئينها . نقش دارند ROSمحافظت عليه 

درگير در اعمال تنظيمي و انتقال علامت دهي مانند بسياري 

از پروتئين كينازها و عوامل رونويسي نقش زيادي در 

در مهندسي ژنتيك از . هاي تنشي دارندهدايت پاسخ

تنشي با عملكرد مشخص مانند كولين اكسيداز،  يپروتئينها

فسفات  - ا - كربوكسيلات سنتتاز، مانيتول - 5پيرولين 

-O-اينوزيتول- يوميد دهيدروژناز، هدهيدروژناز، بتائين آلد

فسفات سنتتاز، - 6متيل ترانسفراز، لوان سوكروز ترهالوز 

سفات الكل ترانسفراز يا سوپر اكسيد ف- 3گليسرول 

، دسموتاز و پروتئينهايي كه نقش آنها نسبتاً ناشناخته است

براي ايجاد  يا اسموتين  HSP100و  LEA  مانند پروتئينهاي

اين مطلب نشان  .كنند مقاومت به تنش در گياه استفاده مي

، جداسازي و تشخيص ويژگي  دهنده اهميت شناسايي

 است جهت تعيين عملكرد پروتئينهايي پروتئينهاي تنشـي

  .)8( نشده است بيوشيميايي آنها مشخص  كه نقش 

  مواد و روشها

 Olea يرقم زرد زيتون با نام علم :يكشت گياه يروشها

chrysophyla مورد مطالعه  يبذرها. ايران بوده است يبوم

 ياز منطقه گيلوان از توابع زنجان جمع آور ياين بررس

- ميان، ها ميوه يگوشت يبر هاكردن برون جدا از پس .شد

شكسته  يبه صورت مكانيك، بذرها يسخت و چوب يبرها

ها جهت استريل شدن به شده و سپس در زير هود دانه

 30تا  20درصد وسپس  70مدت يك دقيقه دراتانول 

و به  قرار داده شدنددرصد  20دقيقه در هيپوكلريت سديم 

 .صورت گرفت طر ستروندنبال آن پنج بار شتشو با آب مق

 يدو كاغذ صاف يدارا يسترون را در پتريها يهادانهآنگاه 

ميلي ليتر آب مقطر  5سترون قرار داده و به آنها حدود 

ساعت  72تا  48پتريها به مدت ، اضافه شد سترون شده

شدند؛  ينگهدار يگراد در تاريك يدرجه سانت 4 يدر دما

سپرم جدا شدند و اندورويانها توسط نوك اسكالپل سپس 

ها  نمونه .قرار داده شدند 2/1 باغلظتMS  محيط يبر رو
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 يدرجه سانت 24±  2يدر اين مرحله در اتاق كشت با دما

 يساعت تاريك 8و  يساعت روشناي 16و شرايط  گراد

 ياز رويانها يمينهفته  4بعد از گذشت . قرار داده شد

لي مي 170 يحاو 2/1غلظت با   MSبه محيطجوانه زده 

محيط مولار نمك انتقال و به مدت دو هفته در اين 

گياهچه  .دنديگرد شمارش هچه هاگياو  )5( هواكشت شد

 ريشه بلافاصله در ازت مايع قرار داده شدندقطع  پس از ها

 -70در فريزر  ،بررسيهاي بعدي و انجام آزمون منظوره ب و

  .گراد نگهداري شدند درجه سانتي

جه به تركيبات مختلف گياه زيتون با تو :استخراج پروتئين

از  يو ليپيد يتركيبات فنل، فيتانها، تاننها، هارنگدانه: مانند

و  ستفاده گرديدا پروتئين استخراج يبرا يمختلف يروشها

 روش استخراج پروتئين كه توسط يتغيير بر رو يبا كم

Tsugita روش در واقع  ئه شد واار) 1996 (و همكاران

پروتئين ، بود) 1986(و همكاران   Damervalيافته  تغيير

در (و گياهچه شاهد  يشور تنش  تحت از گياهچه كل

روش دفعات ن يادر  .استخراج شد) شرايط غيرتنش

درصد در استون  TCA  (10( كيكلرواست يتر شستشو با

  .)17 و 6( تكرار شد) دو تا سه بار( و استون

ه تعيين غلظت پروتئين درعصار يبرا :پروتئين سنجش

 يبرا استفاده و ) 1979( استخراج شده از روش برادفورد

 Bovine( يآلبومين گاو سرم استاندارد از ينحنرسم م

Serum Albumin( از  ياستفاده گرديد و حجم مناسب

 يميكروگرم پروتئين از عصاره برا 100 يعصاره حاو

2DE )Two Dimensional Electrophoresis (به كار رفت.  

 روش يانالكتروفورز دو بعدي بر مب :عديلكتروفورز دوبا

O’Farrell )1975 (بعد اول كه  در. انجام گرديد

  )PI(ك يزوالكتريا جداسازي پروتئين ها براساس نقطه

و  سانتيمتر 15به طول  اي ژلهاي لولهرد از يگ يصورت م

  .ستفاده شدامتر ميلي 5/1قطر 

 درصد  2/4براي ساختن ژل بعد اول از مخلوط حاوي  

مولار  5/8، درصد بيس آكريل آميد 22/0، اكريل آميد

 6درصد سوكروز و  NP40 ،5 دترجنت درصد 27/0، اوره

و  6تا  pH 4 هاز محدود 2:1:2درصد آمفولين با نسبت 

 SDS-PAGEبعد دوم  .استفاده گرديد 8تا  6و  10تا  5/3

  .بوده استدرصد  10شامل ژل پلي آكريل آميد با غلظت 

: روتئينها به روش رنگ آميزي نيترات نقرهرنگ آميزي پ

اي  ژلهاي بعد دوم از صفحات شيشه، در پايان الكتروفورز

از ژل پاييني جدا  )stacking(توده كننده  خشب و جدا

   .)12( رديدگ رنگ آميزياز نيترات نقره  استفاده با و گشته

تعيين  منظوره ب :پپتيدي هاي پلي تعيين وزن مولكولي لكه

پپتيدي لازم است در هر بار  هاي پلي كولي لكهوزن مول

الكتروفورز دو بعدي در يك چاهك درست در كنار ژل 

 يبار گيرپروتئين استاندارد وزن مولكولي نيز ، بعد اول

)Load( و نيز اين پروتئينهاي استاندارد با استفاده از . شود

هاي مورد  وزن مولكولي لكه  UVdocبه كمك نرم افزار 

  .شد نظر تعيين

 يراب :پپتيدي هاي پلي لكه) PI(ك ينقطه ايزوالكترتعيين 

بعد اول به قطعات  حاصل ازژل پپتيدها،  يپل PI تعيين

هر قطعه درون يك ويال  ومساوي نيم سانتيمتري بريده 

قرار داده به آن مقداري آب تزريقي يا آب  يتريل يليم 5/1

ه پس از گذشت يك ساعت ك. شد دو بار تقطير افزوده 

 هدشگيري  هر قطعه اندازه PHها از ژل خارج شد  آمفولين

پپتيدي مورد نظر رسم منحني استاندارد  هاي پلي لكه  PIو

  .دگرديمحاسبه 

ك از يهر از  :تعيين مشخصات هر لكه پلي پپتيدي

، كنترلتنش و تحت  يهانمونه مربوط بهكشت  يمحيطها

تحت  يها نمونه يسه گياهچه انتخاب و عصاره پروتئين

به طور  2DEدر يك آزمايش بار  سهحداقل تنش و كنترل 

سپس . مورد استفاده قرار گرفتهمزمان و با شرايط يكسان 

جفت ژل ، پپتيدها در صفحه ژلبراي تعيين وضعيت پلي
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قرار مقايسه مورد تحت تنش  كنترل و ينمونه هابه  مربوط

هاي ديگر مشخص  موقعيت هر لكه نسبت به لكه. گرفت

و است، ه جايگاه آن لكه در صفحه ژل دو بعدي آن كنند

 تنش ديده هر لكه در ژل مربوط به نمونهت يموقعمقايسه 

تغييرات آن را ، كنترلبا همان لكه در ژل مربوط به نمونه 

 اساسمقايسه كيفي و كمي بين دو ژل بر . كند مشخص مي

نرم افزار  هم با وروش ارائه شده و به صورت چشمي 

BioNumerics يدانجام گرد.  

ن از روش يسنجش پرول يبرا :نيسنجش پرولاستخراج و 

Bates )1973( گرم  يليم 30ب كه يترت نياستفاده شد به ا

د يك اسيليتر سولفوسالسيل يليم 2/1تر با  ياهيپودر ماده گ

 12000ه در قيدق 7پس به مدت سورتكس شد درصد  3

تر از محلول يل يليم 1به . ديفوژ گرديقه سانتريدور در دق

د يدرصد در اس 1(ن يدرين هيتر محلول نيل يليم 2 ييرو

 يبن مار ك ساعت دريافزوده بمدت ) درصد 60ك ياست

داده خ قرار يسپس در  و ينگهداردرجه سانتي گراد  100

 2اطاق  يدن به دمايتا واكنش متوقف شود و پس از رس

ل اضافه كرده ورتكس نموده و بعد محلوتر تولوئن يل يليم

كتروفوتومتر ن محلول اسپيجذب ا. ديجدا گرد يفوقان

shimatzu ل دمUV160  شدخوانده  518ج مودر طول .

 20تا  0منحني استاندارد با استفاده از پرولين استاندارد بين 

كروگرم بر گرم ين بصورت ميو مقدار پرولميكروگرم رسم 

  .ديوزن تر محاسبه گرد

ا با استفاده از نرم افزار ه داده هيكل :يل آماريه و تحليتجز

SPSS13 قرار  يل آماريه و تحليتجز و آزمون دانكن مورد

  .گرفت

  زيتونمقايسه تغييرات پروتئيني گياهچه  :1دولج

  تغييرات بيان در طي تنش PI  وزن مولكولي  لكه ها

c 5/0±9/33  4/5  افزايش  
e 5/0±21  3/4  كاهش  
f 5/0±24  1/4  كاهش  

b1 5/0±8/19  2/5  افزايش  
b2 5/0± 36/19  8/5  افزايش  
d 5/0±15  6  كاهش  

  

)a1(  

  

)b1(  

وضعيت گياهچه هاي زيتون در محيط كشت كنترل ) a: (1 شكل

)MS½  (  و)b ( ميلي مولار نمك 170در محيط كشت حاوي  
  نتايج و بحث

انها يحاصل از كشت رو يهاگياهچه از مطالعه پروتئينها  در

 با غلظت MS محيط رميلي مولا 170نمكي  در محيطكه 

گياهچه  و ندشده بودروز واكشت  14در طي مدت  2/1

 استفاده 2/1 باعلظت MS در محيط افتهيرشد شاهد  يها

نسبت  ميلي مولار 170در محيط شوري ها گياهچه . شد

بدون نمك از رشد ط يافته در محيرشد  ياهچه هايبه گ

 شكل(. ده بودندييگرا يبرخوردار بوده و رو به زرد يكمتر

b ,1 a 1 (ن يدر ا يمار شورياه تحت تيگ يرشد نسب

كاهش  يميزان كمبه در مقايسه با گياهچه شاهد غلظت 

 ين مقاله خودداريآن در ا ينج و منحينتاداشت كه از ذكر 

 انجام وگياهچه كل پس از استخراج پروتئين  .شده است

2DE ،تحت  شاهد و چهدو گياه مربوط به يالگوي پروتئين

آشكارترين تفاوتها  .مورد مقايسه قرار گرفت وريش تنش

كاهش بيان و   b2و c ،b1 يهابيان لكهعبارتست از افزايش 
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دليل اينكه برگ زيتون ه ب .)1جدول ( dو ، e ،f  يهالكه

 زهمولكولهاي يوني( مزاحمي از تركيبات اديمقدار زحاوي 

زاء اج و هاليپيد، هاساكاريدپلي، اسيدهاي نوكلئيك، كوچك

بر حركت پروتئينها در ميدان الكتريكي اثر  كه ستا )فنلي

تركيبات ، بنابراين قبل از استخراج پروتئينها ،دنگذارمي 

تركيبات از اين براي حذف ، شوندمي اضافي حذف 

ده  TCA ديك اسياست يتر حلالهاي آلي مانند استون و

  .)18، 7(دگرديدرصد در استون استفاده 

دي و فنلي كه در گياه زيتون فراوان استون تركيبات ليپي

 .كند باشد را حل كرده و از رسوب پروتئين جدا مي مي

TCA را  و آن دهتهاي باردار پروتئين برهمكنش دامسق با

   ).17(دهد رسوب مي

  

  .2DEالگوي بيان پروتئيني گياهچه زيتون كنترل بر روي ژل : 2 شكل

ش و غير گياهچه هاي كنترل تحت تنپروتئينهاي مقايسه 

 تنش نشان داد كه تنش شوري در زيتون باعث كاهش بيان

و افزايش بيان تعداد ديگري از آنها پروتئينها  تعداد كمي از

سنجش پرولين نشان داده كه پرولين طي  .گرديده است

مطالعات ). 4و شكل  2جدول ( تنش افزايش يافته است

ئين ين و مقدار پروتلكمي براي درك ارتباط بين تجمع پرو

شود كه تجمع پرولين در اثر  تصور مي .صورت گرفته است

عبارت ديگر ه شكسته شدن مولكولهاي پروتئيني باشد ب

كار ه پرولين ب توليدسازي براي  عنوان پيشه پروتئينها ب

در بعضي از سويه هاي گوجه فرنگي نيز مشاهده . روند مي

ا ب. كه مقدار پرولين افزايش و پروتئين كم شده استه شد

همزمان ميزان پرولين و  اين حال در بعضي گونه ها به طور

پروتئين افزايش يافت و اين تصور كه افزايش پرولين در 

اثر شكستن مولكولهاي پروتئيني و يا مصرف هزينه توليد 

  ).16(گرديدطبيعي پروتئينهاست نقض 

  
الگوي بيان پروتئيني زيتون گياهچه تحـت تـنش بـر روي ژل    : 3 شكل

2DE.وتئينهـا در جهـت عمـودي از بـالا تـا پـايين بـر اســاس وزن        پر

 c ،b1هـاي  لكـه . جدا شده اند  PIمولكولي و در جهت افقي براساس 

  .كاهش بيان داشتند d، و e ،fهاي افزايش ولكه  b2و
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محتواي پرولين گياه شاهد و تيمار شده با شوري در غلظت : 4شكل 

  ميلي مولار نمك 340و 170

م فشار يشتر منجر به تنظين بيد پروليوان گفت تولت مي

ن با يد پروليش توليافزا ن ارتباطيهم چن. شود يم ياسمز

ن يباشد بنابرا يآزاد م يكهايراد يشگربرو تيش فعاليافزا

ت يق اختلال در ظرفيبا كاهش فتوسنتز از طر يتنش اسمز

آزاد  يهاكاليراد ديش توليانتقال الكترون منجر به افزا

)ROS( يدهايپيون ليداسيشود كه به دنبالشان پراكس يم 

  .ش دارديرا در پ ياخته اي يغشا
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  NaClميلي مول  340و  170با غلظتهاي  ميزان پرولين در گياه شاهد و گياه تيمار شده در شوري: ����2 

340  170  0  NaCl (mM) 

bc 2/1±06/1801  104 ± 74/1127 cd  281/330  d  كنترل  

a5/2±49/4926  3/1 ± 90/2814 b  121/1960 bc تست  

  .را نشان مي دهد P<0.05معني دار بودن در سطح  dو  a ،b ،cحروف 
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Abstract 

For study of olive plantlet response under osmotic stress condition, in the first step 

embryos of the olive cv. Zard were cultured on solid 1/2MS media, after one month, 

half of the green plantlets were transferred to the solid 1/2MS containing 170 mM Nacl, 

the plantlets were sub-cultured, after two weak, according to different components of 

olive plantlets, several methods used to extract total proteins from both plantlets under 

stress condition and non stress condition. Equal quantity of total protein from both two 

samples was subjected to 2DE and protein profile of stressed plantlets was compared to 

non-stressed plantlets. Up and down regulated of polypeptides were interpreted as 

response of plantlet to the induced stress and the difference in polypeptides profile of 

plantlet under stress versus control plantlet was also considered. Significant difference 

were up regulation of three polypeptides and down regulation of three polypeptides.  

Keywords: olive plantlet, salinity stress, protein, 2DE 
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