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كروماتين سلولهاي برگ گياه سيب نوكلئوزومي  DNAپروتئينها و  طرحاستخراج و بررسي 
  (Solanum tuberosum)زميني 

  *عذرا رباني چادگاني و آسيه آرام وش

  تهران، دانشگاه تهران، مركز تحقيقات بيوشيمي و بيوفيزيك، گروه بيوشيمي

  15/7/88: تاريخ پذيرش   19/8/87: تاريخ دريافت

  چكيده

كروماتين . سيب زميني چهارمين محصول تغذيه اي جهان است كه در معرض قارچها، باكتريها و ويروسهاي زيادي قرار دارد
اين تركيبات پروتئيني علاوه بر ايجاد ساختار . ي هيستوني و غيرهيستوني ساخته شده استپروتئينها،  DNAاساسا از 

ي پروتئينهامطالعات بسياري بر روي نوع . و رونويسي نيز  شركت دارند نوكلئوزومي در تنظيم بيان ژن، متابوليسم سلولي
مشكلاتي در روشهاي  به علتكروماتين و طرح نوكلئوزومي سلولهاي جانوري انجام شده است، ليكن در خصوص گياهان 

لئوزومي كروماتين سلولهاي و طرح نوك پروتئينهادر اين مطالعه . له كمتر مطالعه شده استئاستخراج و پيچيدگيهاي ديگر اين مس
كالوس تهيه و سلولها  برگهابدين منظور پس از كشت گياه سيب زميني، از . برگ گياه سيب زميني مورد بررسي قرار گرفته است

از اين  ي كروماتينپروتئينها. آورده شد به دستروز در شرايط استاندارد كشت داده شده و سوسپانسيون سلولي  5-10 به مدت
از سلولهاي برگ  DNAژل الكتروفورز و وسترن بلات مورد بررسي قرار گرفت، همچنين  به وسيلهجداسازي و  دو نمونه

نتايج حاصل نشان داد كه پروتئينهاي . جداسازي و پس از هضم آنزيمي، طرح نوكلئوزومي بر روي ژل آگارز تعيين گرديد
كه علاوه بر باندهايي در ناحيه  طوريه جانوري دارند باستخراج شده به روش اسيد طرح پيچيده تري نسبت به سلولهاي 

هيستونهاي هسته مركزي در سلولهاي جانوري كه در وسترن بلات با آنتي بادي عليه پروتئينهاي هيستوني بافت تيموس شناسايي 
. وري قابل شناسايي نبودندكيلو دالتون مشاهده گرديد كه با آنتي بادي جان 17شدند، پروتئينهايي با وزنهاي مولكولي بالاتر از 

ي پروتئينهاپروتئينهاي غير هيستوني اين گياه نيز چه از نظر حركت الكتروفورزي و چه از نظر خصوصيات ايمونوشيميايي با 
استخراج شده از سلولهاي برگ سيب زميني پس از هضم آنزيمي و  DNA بررسي . مشابه در سلولهاي جانوري متفاوت بودند

از نتايج فوق مي توان نتيجه گرفت . جفت باز نشان داد 158ي كاليبراسيون بر روي ژل آگارز قطعاتي با مضربي از استفاده از منحن
نوكلئوزومي در سلولهاي برگ سيب زميني متفاوت از سلولهاي  DNAي هيستوني و غيرهيستوني و همچنين طول پروتئينهاكه 

  .نيز تفاوتهاي فاحشي را نشان مي دهدجانوري است و مقايسه آنها با سلولهاي گياهي ديگر 

  ي، الكتروفورزي غير هيستونپروتئينهاسيب زميني، نوكلئوزوم، هيستون،  :كليدي واژه هاي

  Rabbani@ibb.ut.ac.ir: ، پست الكترونيكي66499422: تلفن : نويسنده مسئول* 

  مقدمه
است  (Nucleoprotein) كلئوپروتئينيكروماتين تركيب نو

و پروتئينها تشكيل  (DNA ,RNA)كه از اسيدهاي نوكلئيك 
پروتئينهاي هيستوني و  پروتئينهاي آن عمدتاً. شده است

هيستونها عمده ترين  ).11(غير هيستوني مي باشند 
پروتئينهاي تشكيل دهنده ساختاركروماتين هستند كه با 

امروزه . وجود دارند در كروماتين DNAوزن مساوي 
نوع پروتئين  5طور عموم از ه محققين معتقدند هيستونها ب

 H1, H3 , H2B: متفاوت تشكيل شده اند كه عبارتند از

,H2A و H4)11.(  هيستونH1 بزرگترين هيستونهاست .
در تشكيل هسته  H2A ,H2B ,H3 ,H4هيستونهاي 
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عنوان  اين پروتئينها را تحت لذانوكلئوزومي شركت دارند، 
نيز مي شناسند  (Core histones)هيستونهاي هسته مركزي 

در تمام سلولهاي عالي  هيستونها تقريباً).  11،25(
يوكاريوتي وجود دارند و در گياهان و جانوران تا حدودي 

  .حفاظت شده اند

جفت باز  147عمده ترين واحد كروماتين را نوكلئوزوم با 
ري پروتئينهاي تشكيل ميدهد كه اطراف هسته اكتام

سوپر هليكس منفي پيچيده شده است  به صورتهيستوني 
نانومتري معروف به ساختار  10اين ساختار فيبرهاي ). 1(

Beads on a string را ايجاد مي كند.  

غير از هيستونها، ه به تمام پروتئينهاي موجود در هسته ب
ترين اين  از مهم. پروتئينهاي غير هيستوني اطلاق مي شود

 HMG )Highوتئينها مي توان پروتئينهاي غير هيستوني پر

mobility group(  را نام برد)پروتئينهاي غير هيستوني ). 5
HMG 9-28بين  پروتئينهايي هستند با وزن مولكولي 

روي ژل  دليل حركت الكتروفورزي بالاه كيلودالتون كه ب
  . ناميده شده اند  HMGالكتروفورز پلي آكريلاميد 

روماتين در سلولهاي گياهي تا حدودي مشابه ساختار ك
اولين ). 13(ساختار آن در سلولهاي جانوري مي باشد 

 Famebroughتحقيقات بر روي هيستونهاي گياهي توسط 
آنها به شباهت ). 13(انجام شد  1969در سال  Bonnerو 

ميان هيستونهاي گياهي و جانوري اشاره نمودند كه 
 5نوع جانوريشان مي توان به   هيستونهاي گياهي را همانند

تحقيقات بعدي حاكي از حفاظت . نوع دسته بندي نمود
 H3البته هيستون . بود H4و  H3شدگي هيستونهاي  

همچنين . حفاظت شدگي كمتري را نشان مي دهد
جانوري و گياهي چه از نظر  H2Bو  H2Aهيستونهاي 

محتويات آمينو اسيدي و چه از نظر حركت الكتروفورزي، 
بر روي  H2Bو  H2Aهيستونهاي . تفاوتهاي بسياري دارند

حركت كندتري نسبت به همتاي جانوري  SDS-PAGEژل 
). 12(خود دارند و تعداد باندهايشان نيز بيشتر است 

زيادي هم در  (Variant)اي  زيرجزءتنوع  H1هيستون
  . گياهان و هم در جانوران دارد

و تعداد كمي از  اي هيستوني گياهان زيرجزءعمده تنوعات 
خصوص ه در گياهان ب. جانوران در وزن مولكولي مي باشد

پروتئينهاي تك باندي  به صورتگياهان عالي تر هيستونها 
و ) بر روي ژل داراي چندين باند هستند(ديده نمي شوند 

اولين . هاي آنها يافت مي شود زيرجزءانواع  معمولاً
ر روي جنين ب  گياهي HMGمطالعات بر روي پروتئينهاي 

در آن  HMGگندم انجام شده است كه چهار پروتئين 
 SDS-PAGE، كه بر روي ژل (HMGa-d)شناسايي گرديد 

همين پروتئينها در ه وزن مولكولي بالاتري را نسبت ب
مطالعات ايمونولوژيكي گندم .  جانوران نشان مي دادند

اصلي گياهي و  HMGتفاوتهاي بيشتري را ميان پروتئينهاي 
كه آنتي بادي ويژه  طوريه وري نشان داده است، بجان

HMG خوبي پروتئينهاي ه جوجه نمي تواند بHMG  گندم
را شناسايي كند، اين امر نشان مي دهد كه اين پروتئينها 

 ). 21 و 20(خصوصيات آنتي ژنتيكي مشتركي ندارند 

مي باشد  (Solanaceae) گياه سيب زميني از تيره سولاناسه
توبرهاي  .است .Solanum tuberosum Lن و نام علمي آ

اين گياه از نظر ارزش غذائي جايگاه ويژه اي در جهان 
امروزه سيب زميني عمده ترين محصول با ارزش . دارند

چهارمين  به عنوانجهان و پس از برنج و گندم و ذرت 
سيب زميني . حساب مي آيده محصول تغذيه اي جهان ب

يادي قرار دارد كه مطالعه در معرض باكتريها و قارچهاي ز
بر روي آنها در بهبود كشت اين گياه و كنترل بيماريهاي 

اهميت  به دليلهمچنين  .سزايي دارده ثير بأمربوط به آن ت
تحقيقات زيادي بر روي اين گياه از جمله اثر  ،تغذيه اي

 زيرجزءهمچون توليد عوامل زنده نظير باكتريها و قارچها 
 Phytophtora ارتباط با قارچهاي مختلف اكسيژن در 

Infestans  از جمله اين تحقيقات مي . انجام شده است
نظير ساليسيليك اسيد و  اثر هورمونهاي گياهيتوان 

و سوكروز ) 19(جاسمونيك اسيد در پاسخهاي دفاعي گياه 
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در دماي  تنشيبر روي رشد و تغيير فعاليت آنزيمهاي 
  ).6( دنام بررا  ينيپا

ي هيستوني و غير هيستوني پروتئينها در اين مطالعه
كروماتيني و طرح نوكلئوزومي كروماتين گياه سيب زميني 

كار ه با استفاده از روشهايي كه براي سلولهاي جانوري ب
نتايج . رفته است، استخراج و مورد مطالعه قرار گرفت

حاصل مي تواند از نظر شناخت بيشتر و مقايسه با گياهان 
  .دهد به دست ديگر اطلاعات مفيدي

 مواد و روشها

در ابتدا برگهاي گياهچه : تهيه و كشت مايع سيب زميني
سسه ؤكه از م Cosimaاستريل سيب زميني از رقم 

بيوتكنولوژي كرج تهيه شده بود به قطعات مناسب بريده و 
سپس اين قطعات بر روي پتريهاي حاوي محيط كشت 

MS )15 ( جامد) راي كه دا) درصد آگار 8/0با غلظت
ترتيب با غلظت ه ب (Kinetin)و كينتين  D-2,4هورمونهاي 

ميلي گرم در ليتر محيط كشت بودند، قرار داده  5/0و  5
پس از گذشت چهار الي شش هفته، كالوسهاي نرم . شدند

ميلي ليتري حاوي  250و شكننده و سفيد در ارلنهاي 
هورمون دار مايع ريخته و بر روي شيكر  MSمحيط كشت 

دور در دقيقه قرار داده شدند تا كشت تعليقي  120با 
سلولها در زمانهاي  يدرصد بقا. سلولي حاصل شود

همچنين . رنگ تريپان بلو تعيين شد به وسيلهمختلف 
 -اتيديوم برمايد مخلوطي از سلولها با رنگ فلورسانس

 (Ethidium bromide-Acrydine orange)  اورنج آكريدين
پس از گذشت . قرار گرفترنگ آميزي و مورد بررسي 

 به مدتدور در دقيقه  2000روز سلولها در  5-10حدود 
ه سانتريفيوژ و بدرجه سانتي گراد  4 دقيقه در دماي 10

  .منظور استخراج آماده گرديدند

در مورد سلولهاي برگ سيب زميني، از انواع كشت شده در 
منظور استخراج ه محيط طبيعي و شرايط گلخانه اي ب

بدين منظور در ابتدا توبرهاي سيب زميني . گرديداستفاده 

درجه  25±2در شرايط مناسب كاشته شدند و در دماي 
 2500ساعت روشنايي با شدت روشنايي  16و  سانتي گراد

پس از حدود يك ماه برگهاي حاصل، . لوكس قرار گرفتند
جمع آوري و در ازت مايع قرار گرفت تا استخراج 

  .ام گيردجنپروتئينها بر روي آنها ا

تمامي : غير هيستونياستخراج پروتئينهاي هيستوني و 
براي . انجام گرديد درجه سانتي گراد 4مراحل استخراج در 

استخراج پروتئينهاي هيستوني و غير هيستوني در 
آزمايشات مختلف، از بافرهاي شستشوي مختلف استفاده 

  :گرديد كه بشرح زير مي باشند

  .=pH 5/7 با NaCl M 075/0و a :EDTA M 025/0بافر 

 b  :KCl M 1/0 ، mM MgCl2 1  ،Tris-HCl mM 50بافر
  .Triton X-100و 

  c Tris-HCl mM 10  ،KCl M 1/0  ،EDTA mM 1:بافر 
 ،MgCl2 mM 10  ، CaCl2 mM 3  ،SDS 25/0  و درصد 

mM 5/0 -مركاپتو اتانول.  

اسيد مطابق با  ه وسيلهباستخراج پروتئينهاي هيستوني 
استخراج اين پروتئين ها از . انجام شد )Johns )9  روش

سلولهاي كالوس، سوسپانسيون سلولي و سلولهاي برگ 
سلولها پس از شستشو با اسيد . سيب زميني انجام گرفت

نرمال استخراج و محلولهاي استخراجي  3/0كلريدريك 
  .ن رسوب داده شدندوتوسط است

  نهاي غير هيستوني مطابق با روشاستخراج پروتئي

Goodwinو Johns )4( استخراج اين پروتئينها از . انجام شد
سلولهاي كالوس، سوسپانسيون سلولي و سلولهاي برگ 
سيب زميني انجام گرفت كه سلولها در بافر شستشو دهنده 

 15 به مدت g 3000مرتبه هموژنيزه و در  4الي  2فوق 
س پروتئينهاي غير هيستوني سپ. دقيقه سانتريفيوز شدند

HMG  وپس از رسوب حاصل استخراج سلولي از رسوب
  .خشك گرديد ءدر خلابا استن  دادن
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 به روش SDSالكتروفورز بر روي ژل : الكتروفورزژل 
Laemmeli )10( ژل شامل دو قسمت ژل . انجام گرديد

ژل تفكيك كننده . تفكيك كننده و ژل متراكم كننده بود
 5/1بيس آكريل آميد، تريس -آكريل آميددرصد  15حاوي 

 درصد بود كه  SDS 1/0و   =8/8pH مولار با

TEMED025/0  درصد  06/0درصد و آمونيوم پر سولفات
به آن اضافه و محلول حاصل بين صفحات شيشه اي 

و  cm7بدين ترتيب ژل به طول . ديريخته تا پليمريزه گرد
 4نده حاوي ژل متراكم كن. تهيه شد mm 1 به قطر داخلي

 8/6با  M 5/0بيس آكريل آميد، تريس -درصد آكريل آميد
pH=   وSDS  1/0 025/0بود كه با افزودن  درصد 
به  ،درصد آمونيوم پرسولفات 06/0و   TEMEDدرصد
. بر روي ژل تفكيك كننده پليمريزه گرديد cm1 طول 

سپس  مقدار معيني از هر يك از نمونه هاي پروتئيني در 
. حل و بر روي ژل برده شدند صي از بافر نمونهمقدار مشخ

ساعت انجام  5/2 به مدت V 100 الكتروفورز با ولتاژ ثابت
گرفت و پس از آن در محلول كوماسي بلو رنگ آميزي شد 

  .و در محلول رنگ بر قرار گرفت تا باندها مشخص گردد

بدين . از ژل آگارز استفاده گرديد DNAجهت الكتروفورز 
شامل ( TBE درصد در بافر 8/1مقدار ه آگارز بمنظور پودر 
 EDTAو  mM 90، بوريك اسيد mM 90  تريس بازي

mM 2  8با pH=  (كمك حرارت حل و سپس در ه ب
. تانك افقي مخصوص ريخته شد تا پليمريزه گردد

انجام گرفت  100يك ساعت در ولتاژ  به مدتالكتروفورز 
بافر . گرديد و سپس در رنگ اتيديوم برومايد رنگ آميزي

  .بود TBE تانك نيز

پس از الكتروفورز نمونه هاي پروتئيني : وسترن بلاتينگ
به  پروتئينهاانتقال  هيستوني و غير هيستوني بر روي ژل، 

پس . انجام شد) Towbin  )24 غشاء نيترو سلولوز به روش
، غشاء يك ساعت در بافر بلوكه كننده كه پروتئينهااز انتقال 

درصد است قرار گرفت و سه بار 1 (W/V)حاوي ژلاتين 
شسته شد،  Tris-NaCl دقيقه درمحلول 15 به مدتدر كل 

و ضد  HMGسپس غشاء با آنتي سرمهاي ويژه ضد 
 هيستون رقيق شده در بافر بلوكه كننده شب تا صبح در

 انكوبه گرديد، سپس غشاء با درجه سانتي گراد 4دماي 
ته و با آنتي سرم كلريد سديم توين دار شس- محلول تريس

به خرگوش و كونژوگه شده با پراكسيداز  IgGبزي ضد 
شستشوي . دو ساعت در دماي اتاق انكوبه گرديد مدت

- 1كلرو-4ديگري انجام شد و غشاء با محلول سوبستراي 
درجه سانتي  37 دماي دقيقه در 30 به مدت  H2O2نفتل و 

   .يدانكوبه شد تا باندها ظاهر و قابل مشاهده گرد گراد
استفاده  Towbinاز روش : رنگ آميزي ژل با نيترات نقره

  :مراحل بشرح زير انجام گرديدو  )23(

يك ساعت در محلول  به مدتدر مرحله تثبيت كردن، ژل 
 5/0درصد اسيد استيك و  12درصد متانول،  50حاوي 

ml/L  لدهيدĤدرصد قرار گرفت، سپس مرحله  37فرم
درصد  50اي در اتانول دقيقه  20آبگيري در سه نوبت 

به ژل   )Pretreating(در مرحله پيش از عمل . انجام شد
گرم در ليتر تيوسولفات  2/0يك دقيقه در محلول  مدت

قرار داده شد و با آب مقطر شستشو داده  (Na2S2O3)سديم 
 20 به مدتژل   )Impregnation(در مرحله اشباع . شد

ميلي  75/0نقره و گرم در ليتر نيترات  2دقيقه در محلول 
مرحله شستشو مجدداً . ليتر در ليتر فرمĤلدهيد قرار داده شد

براي   )Developing(در مرحله توسعه . صورت گرفت
گرم در ليتر  60آشكار شدن باندها، ژل در محلول حاوي 

درصد و  37ميلي ليتردر ليتر فرمĤلدهيد  5/0كربنات سديم، 
قرار داده شد تا ميلي گرم در ليتر تيوسولفات سديم  4

باندها ظاهر شوند، سپس دو بار شستشو با آب مقطر انجام 
دقيقه  10 به مدتژل   )Stopping(در مرحله توقف . شد

 12درصد و اسيد استيك  50درمحلول حاوي متانول 
به درصد  50در آخر شستشو با متانول . درصد قرار گرفت

درصد  20دقيقه انجام شد و ژل در اتانول  20 مدت
  .نگهداري گرديد
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و  Dellaportaاستخراج مطابق با روش : DNA استخراج
ابتدا سلولهاي حاصل از برگ . انجام شد) 3(همكارانش 

سيب زميني با چهار حجم از بافر ليز كننده سلولي 
 mM، كلريد سديم mM  100 ،EDTA  mM50تريس(

500  ،SDS 1درصد و پروتئينازK 50  ميكروگرم در ميلي
درجه  37 دماي يك ساعت در به مدتط و مخلو) ليتر

ميزان هم حجم با فنول ه قرار گرفت، سپس ب سانتي گراد
درجه  4دقيقه در  5 به مدت  g 10000مخلوط شد و در 

محلول رويي با يك حجم . دگرديسانتريفيوژ  سانتي گراد
محلول رويي آن . كلروفرم مخلوط و مجدداً سانتريفيوژ شد

رسوب  درجه سانتي گراد -20 مايبا دو حجم اتانول در د
به  g 10000داده شد و پس از سانتريفيوژ نمونه ها در 

، رسوب حاصل درجه سانتي گراد 4 دماي دقيقه در 5 مدت
، mM 10ستري(  TEبافر در دماي اتاق خشك و در

EDTA  mM1 8pH= (حل گرديد   .  

  نتايج
: سلولي و بررسي سيتولوژيكي آنها يتعيين درصد بقا

سلولي با استفاده از رنگ تريپان بلو تعيين  يدا درصد بقاابت
درصد بود،  97بيش از  ءو درصورتيكه درصد بقا

منظور بررسي ه ب. آزمايشات مربوطه ادامه داده شد
سيتولوژيكي سوسپانسيونهاي سلولي از رنگ فلوئورسنت 

تصوير  1شكل . اتيديوم برومايد و آكريدين استفاده گرديد
تريل، كالوس و همچنين سلولهاي رنگ گياهچه هاي اس

  .آميزي شده با رنگ فلورسانس را نشان مي دهد

طور كه مشاهده مي شود سلولها سالم و هسته  همان
. سلولها كوچك هستند كه درگوشه اي از سلول قرار دارند

با وجود تنوعي كه در اشكال آنها وجود دارد، اكثر سلولها 
كه عمده حجم  اين  طويل و سيتوپلاسم يكنواختي دارند
اين سلولها غني از . سلولها را واكوئل پر كرده است

تركيبات فنولي و نشاسته بوده و  هسته آنها در مقايسه با 
. حجم كل سلول فضاي بسيار كمي را اشغال مي كند

هم چسبيده و تشكيل توده ه دركالوس، سلولها بسيار ب
مشاهده هايي را مي دهند و سلولهاي منفرد و مجزا كمتر 

انسيون سلولي كمتر مي شوند كه اين تجمعات در سوسپ
  .ديده مي شود

: پروتئينهاي هيستوني در سلولهاي گياه سيب زميني
همين ه پروتئينهاي هيستوني  قابل حل در اسيد هستند و ب

در ابتدا از خود . با اسيد استخراج مي شوند دليل معمولاً
برگهاي گياه . سلولهاي برگ سيب زميني استفاده گرديد

 aپودر حاصل با بافر . جمع آوري و در ازت مايع پودر شد
  Nاسيد كلريدريك به وسيلهشستشو داده شد و هيستونها 

ن رسوب داده و روي ژل واستخراج و با است 3/0
طور كه در  همان. برده شدند SDS-PAGEالكتروفورزي 

ديده مي شود پروتئينهاي استخراج شده، باندهاي  A2شكل 
خصي در روي ژل نشان مي دهند كه با حركت مش

الكتروفورزي آنها در سلولهاي جانوري، كمي متفاوت 
است ولي تا حدودي در مجاورت هيستونهاي هسته 

  . هستند) كيلو دالتون 17حدود (مركزي و بالاتر از آن 

يد نتايج كار، از أيدر مرحله دوم، جهت مطالعه بيشتر و ت
استخراج از . تفاده گرديدسيستم سوسپانسيون سلولي اس

سلولها قبل . ، اجرا شد HClروزه با  5-10سوسپانسيونهاي 
ژل   B 2شكل. شستشو داده شدند  aاز استخراج در بافر 

SDS-PAGE به . حاصل از اين استخراج را نشان مي دهد
ضعيف بودن باندها، ژل به روش نيترات نقره نيز  علت

ه مشاهده مي طور ك همان). C 2شكل(رنگ آميزي شد 
ي در مجاورت يدر رنگ آميزي با نيترات نقره باندها  شود

  .هيستونهاي هسته مركزي و بالاتر از آن ديده مي شود
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  .B( X40و  A (X 10ترتيبه ي شده با رنگ فلورسانس بگياهچه استريل سيب زميني ازدياد شده در آزمايشگاه، كالوس و سلولهاي رنگ آميز -1شكل

  

                        
 SDS-PAGEقبل از استخراج، بر روي ژل  aطرح الكتروفورزي پروتئينهاي هيستوني استخراج شده از برگ سيب زميني با شستشو با بافر ) A -  2شكل 

طرح الكتروفورزي پروتئينهاي هيستوني استخراج شده از سوسپانسيون سلولي ده : Bپروتئينهاي هيستوني برگ   ) 2  ستونهاي تيموسهي) 1 .درصد 15
هيستونهاي تيموس      ) 1 .همان ژل با رنگ آميزي نيترات نقره است: C . درصد SDS-PAGE 15قبل از استخراج، بر روي ژل  aروزه با شستشو با بافر 

  ي پروتئينهاي هيستونيمحلول استخراج)  2  

براي انجام مطالعات بعدي، سلولهاي سوسپانسيون قبل از 
هموژن و شستشو داده  SDSحاوي  cاستخراج در بافر 

نمونه ها پس از . شكسته شود شدند تا ديواره سلولي كاملاً
ژل حاصل با نيترات . ن رسوب داده شدندواستخراج با است

 طوريه ب. آشكار شود نقره رنگ آميزي شد تا باندها بهتر
مشاهده مي شود در مجاورت هيستونهاي  A3كه در شكل 

ي قابل ملاحظه اي كه بتوان آنها را پروتئينهاجانوري 

ليكن در . اطلاق نمود مشاهده نگرديد Coreهيستونهاي 
باند يا باندهايي مشاهده مي شود كه  H1ناحيه هيستون 

كه با  ورتيدر ص .تعلق داشته باشند H1احتمال دارد به 
باندهايي نيز در ناحيه ) B3شكل (رنگ آميزي نيترات نقره 

هيستونها مشاهده مي شود ليكن با توجه به اينكه رنگ 
نيترات نقره قادر به رنگ آميزي تركيبات غيرپروتئيني نيز 
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  .يد نمودأيهيستونها را تبا اين رنگ آميزي نمي توان حضور  مي باشد، صرفاً
                               

  
طرح الكتروفورزي پروتئينهاي هيستوني استخراج شده از  - 3شكل 

قبل از استخراج،  بر  cسوسپانسيون سلولي ده روزه با شستشو با بافر 
: Bرنگ آميزي با كوماسي بلو : A. درصد SDS-PAGE 15روي ژل 

محلول ) 2ي تيموس هيستونها) 1 .رنگ آميزي با نيترات نقره
  استخراجي پروتئينهاي هيستوني

  

در نهايت، براي جداسازي پروتئينهاي هيستوني از كالوس 
كالوسهاي ترد و شكننده با اسيد كلريدريك . استفاده گرديد

N 3/0  استخراج و بر روي ژلSDS به . الكتروفورز شدند
ضعيف بودن باندهاي حاصل از اين استخراج و از  دليل
وجود  به دليلكه تصور بر اين بود كه احتمالا ي يآنجا

ديواره سلولي در اين سلولهاي گياهي، هموژنيزه كردن در 
اسيد كلريدريك براي شكستن اين سلولها كافي نبوده 

كه  طوريه است، بنابر اين بار ديگر استخراج انجام شد، ب
زمان هموژنيزاسيون افرايش يافت و  قبل از استخراج، 

هموژن  Triton X-100   حاوي bفر شستشوي سلولها در با
شستشو  Triton X-100و بار ديگر در همين بافر بدون 

ن ونمونه ها با است. و سپس استخراج شدند هداده شد
طوري  همان. برده شدند SDSرسوب داده و بر روي ژل 

مشاهده مي شود در مكانهايي كه پروتئينهاي  4كه در شكل 
ي بسيار يده شده اند باندهااستخراج اول بر روي ژل بر

ه ضعيف و در استخراج دوم نيز باندهاي بسيار  ضعيفي ب
  .همراه اسمير ديده مي شود

                  
طرح الكتروفورزي پروتئينهاي هيستوني استخراج شده از  - 4شكل

هيستونهاي تيموس       ) 1   .درصد SDS-PAGE 15كالوس بر روي ژل 
 3/0ي پروتئينهاي هيستوني با اسيد كلريدريك محلول استخراج) 3و 2

  نرمال بترتيب حاصل از استخراج اول و دوم

: پروتئينهاي غير هيستوني در سلولهاي گياه سيب زميني
ترتيب استخراج پروتئينها از برگ، سوسپانسيون سلولي ه ب

با توجه به تنوع زياد اين . و كالوس توضيح داده مي شود
عه جهت ساده تر نمودن آزمايشات در اين مطال پروتئينها
مورد  HMGي غير هيستوني از نوع پروتئينها اًمنحصر

  .بررسي قرار گرفتند

از برگ گياه  مستقيماً HMGابتدا، استخراج پروتئينهاي 
پروتئينها پس از . سيب زميني با اسيدپركلريك انجام گرفت

ن بر روي ژل الكتروفورزي واستخراج و رسوب دادن با است
SDS-PAGE شكل . برده شدندA5  تصوير مربوط به اين

  ). 2رديف (ژل را نشان مي دهد 

آزمايشات بعدي بر روي سوسپانسيون سلولهاي برگ پس 
سلولها پس از شستشو .  روز كشت متمركز گرديد 5-10از 

 A5طور كه در شكل  همان. استخراج گرديدند aبا بافر 
باندي   مشاهده مي شود در استخراج با اسيدپركلريك
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ولي در استخراج با نمك ) 3رديف (مشاهده نمي شود 
ئي در مجاورت ماركر پروتئينها، M 35/0 كلريد سديم

HMG  4رديف(ديده مي شود.(  

  
                       

  
محلول ) 2تيموس         HMG)1   .سيب زميني استخراج شده از برگ و سوسپانسيون سلولي HMGطرح الكتروفورزي پروتئينهاي ) A - 5شكل

استخراج شده از سوسپانسيون سلولي با اسيد پركلريك  HMGترتيب پروتينهاي ه ب) 4-3      5%از برگ با اسيد پركلريك  HMGاستخراجي پروتئينهاي 
) 1 .درصد SDS 15طرح الكتروفورزي پروتئينهاي غير هيستوني استخراج شده از كالوس بر روي ژل : B     .نرمال 35/0و نمك كلريد سديم  %5

HMG             ترتيب حاصل از استخراج اول و دومه محلول استخراجي پروتئينهاي غيرهيستوني ب) 2و3تيموس  

  

            
    .شاهد بلات به عنوانژل الكتروفورز  )A .استخراج شده از برگ و سوسپانسيون سلولي HMGي هيستوني و طرح وسترن بلات پروتئينها - 6شكل 

استخراج شده از سوسپانسيون سلولي  HMGبترتيب پروتئينهاي ) 5و  4  هيستونهاي سوسپانسيون سلولي) 3هيستونهاي برگ ) 2هيستونهاي تيموس  )1
تيموس       HMG) 7 5% از برگ با اسيد پركلريك  HMGمحلول استخراجي پروتئينهاي ) 6  5%سيد پركلريك مولار و ا 35/0نمك كلريد سديم  با 
B (وسترن بلاتينگ پروتئينها روي ژل  
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توضيح داده شده  در مرحله بعد، استخراج مطابق آنچه قبلاً
در اين خصوص در . بر روي سلولهاي كالوس انجام گرديد

طور مستقيم از بافت ه ب ينهاپروتئاستخراج اول، ابتدا 
استخراج شدند و در استخراج دوم، زمان هموژنيزاسيون 

انجام شد  bايش يافت و قبل از استخراج شستشو با بافر زاف
طرح  B5شكل . ن رسوب داده شدندوو نمونه ها با است

استخراج شده از كالوس  HMGي پروتئينهاالكتروفورزي 
 طوريه ب. ن مي دهدبر اساس دو روش اوليه فوق را نشا

كه مشاهده مي شود در استخراج مستقيم باندي ديده نمي 
وقتي زمان هموژنيزاسيون افزايش يافت باندهاي . شود

ي كه ياز آنجا. همراه اسمير ديده مي شده بسيار  ضعيفي ب
با اسيدپركلريك چه در  HMGدر استخراج پروتئينهاي 

ندهاي خيلي زمينه كالوس و چه در مورد سوسپانسيونها با

ضعيفي ديده مي شد، تصور گرديد كه پروتئينهاي گياهي 
حلاليت كمتري نسبت به هيستونهاي جانوري در اين اسيد 

  .دارند

در نهايت محلولهاي استخراجي هيستوني و پروتئينهاي غير 
هيستوني حاصل از سوسپانسيون سلولي و برگ با آنتي 

وني تيموس بادي عليه هيستونها و پروتئينهاي غير هيست
ايمونوبلات شدند تا ماهيت باندهاي حاصل مشخص 

آنتي باديهاي . نشان داده شده است 6نتايج در شكل . شوند
عليه هيستونهاي هسته مركزي جانوري در آزمايشگاه تهيه 

و  H3حفاظت شدگي زياد هيستونهاي  به علتشده اند و 
H4 ن آنتي باديهاي استفاده شده در اي ,در تمامي موجودات

  .است H2Bو  H2Aعليه هيستونهاي  آزمايش عمدتاً

  
  .در مقابل حركت نسبي باندهاي آن در ژل آگارز  EcoRI-HindIII به وسيلههضم شده  نمودار لگاريتم طول قطعات  فاژ  - 7شكل 

  

كه مشاهده مي شود آنتي بادي،  هيستونهاي  طوريه ب
ه استخراجي برگ شناسايي نموده هسته مركزي را در نمون

است، اما پروتئينهاي استخراج شده از سوسپانسيون سلولي 
براي هيچ  H1 در مجاورت هيستون . را شناسائي ننمودند

با توجه به اندازه گيري . يك از نمونه ها باندي ديده نشد
نظر مي ه ب Coreو هيستونهاي  H1فاصله ميان هيستون 

ونه استخراج شده از برگ مربوط رسد باند ظاهر شده در نم
 HMGنمونه هاي . باشد H2Bو   H2Aبه هيستونهاي

سلولهاي سوسپانسيون برگ سيب زميني با آنتي بادي عليه 

همچنين . جانوري واكنش نشان ندادند HMGي پروتئينها
زمينه  اينكه در استخراج با اسيد پركلريك دره با توجه ب

بلاتي كه با همين سلولهاي برگ سيب زميني، در وسترن 
نظر مي رسد ه نيز باندي ديده نشد، ب انجام شدآنتي بادي 

نبود خصوصيات آنتي ژنتيكي مشترك، آنتي بادي  به علت
گياهي را  HMGهاي جانوري نمي توانند  پروتئينهاي 

  .شناسائي كنند

ابتدا سلولهاي : هضم آنزيمي كروماتين سلولهاي برگ
مختلف آنزيم و  برگ گياه سيب زميني با واحدهاي
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زمانهاي مختلف هضم آنزيمي مورد بررسي قرار گرفتند و 
 به مدتآنزيم ميكروكوكال  Unit  10با غلظت DNAهضم 

هضم شده  DNA. ده دقيقه در بهترين شرايط انتخاب شد
يك ساعت در مجاورت  به مدتقبل از استخراج 

RNAase  ساعت در مجاورت بافر ليز سلولي  1و سپس
و بعد با فنل استخراج شد و بر روي ژل آگارز قرار گرفت 

ديده مي شود  8همانطور كه در شكل  .الكتروفورز گرديد
DNA  در اثر هضم آنزيمي به حالت نردباني قرار گرفته

است كه تعداد جفت بازهاي باندهاي مربوط به آن، از قرار 
دادن ميزان حركت نسبي باندها در ژل، در نمودار 

اندازه (ز لگاريتم تعداد جفت بازهاي كاليبراسيوني كه ا
 به وسيلههضم شده باندهاي ماركر فاژ ) DNAقطعات 

EcoRI-HindIII   در مقابل حركت نسبي اين باندها كشيده
  . ، حاصل شد)7شكل ( شده بود

مشخص است، باندهاي تفكيك  8كه در شكل  طوريه ب
كه  1ند شماره با. شده اي بر روي ژل موجود است

. جفت باز است 158كوچكترين اندازه را دارد، حدود 
منحني حركت الكتروفورزي باندها بر حسب  B8شكل 

مشاهده مي  به طوري كه  .تعداد جفت باز را نشان مي دهد
  .جفت باز مي باشند 158شود، باندها مضربي از 

  بحث
 هيستونها در تمام سلولهاي عالي يوكاريوتي وجود داشته و
. در گياهان و جانوران تا حدودي حفاظت شده اند

هاي  زيرجزءهيستونهاي گياهي از نظر وزن مولكولي و 
در اكثر . مختلف داراي تفاوتهايي نسبت به جانوران هستند

بر روي ژل حركت  H2Bو  H2Aگياهان هيستونهاي 
كندتري نسبت به همتاي جانوري خود دارند و تعداد 

در گياهان H4 و H3هيستونهاي  .ستباندهايشان نيز بيشتر ا
  ).2(و جانوران تا حدود زيادي محافظت شده اند 

برگ، ي هيستوني سلولهاي پروتئينهادر اين مطالعه 
گياه سيب زميني با استفاده سوسپانسيون سلولي و كالوس 

كار مي ه از روشهاي مشابه آنچه براي سلولهاي جانوري ب
ژل الكتروفورز و  استخراج و با استفاده از روش ورود 

واكنش با آنتي بادي بر عليه هيستونهاي جانوري مورد 
در روشهاي استخراجي كه براي انواع . بررسي قرار گرفتند

از بافر هاي مختلفي براي  ،كار رفته مختلف بافت ب
محلولي است كه معمولا  aبافر . شستشو استفاده گرديد

 bر شستشو در باف. شود براي سلولهاي جانوري استفاده مي
براي شكستن ديواره سلولي استفاده  Triton X-100 از

مركاپتواتانول كه درسلولهاي  -β از cبافر در گرديد و 
گياهي براي تخريب كمتر پروتئينها توسط سيستئين 

كار ه پروتئازها و تر كيبات فنلي درحين مراحل شستشو ب
كه با اتصال به پروتئينهاي غشاء موجب  SDSمي رود و 

  . استفاده گرديدشود  ريب آن ميتخ

، سلولهاي كالوسنتايج حاصل از اين مطالعه نشان داد كه 
به امر اين  احتمالاً سلولهاي مناسبي براي استخراج نبودند،

واكوئلي شدن اين سلولها و حجم كم هسته اين  علت
سلولها در مقايسه با كل سلول در ارتباط با از دست دادن 

سلولهاي برگ و سوسپانسيون سلولي در زمينه . تمايز بود
باندهايي ديده مي شد كه براي شناسائي اين باندها از 

  .تكنيك وسترن بلاتينگ، استفاده گرديد

و شرايط نموي گونه هادر بافتها،  نيز معمولاً H1هيستون
هاي تفاوتمختلف تفاوت زيادي نشان مي دهد و داراي 
ه هم در زيادي هم در گياهان و هم در جانوران است ك

وزن مولكولي و هم در محتويات آمينو اسيدي با هم 
كمتر سكانس اين پروتئين در گياهان ). 8(تفاوت دارند 

شده است ولي نكته مسلم اين است كه اين هيستون مطالعه 
يكي . در گياهان و جانوران داراي شباهتهاي بسياري است

 )Stout )1980و  Hurleyاز گزارشهاي موجود توسط 
اين هيستون در ذرت نظير ساير كه  دهد مي نشان

داراي وزن مولكولي بيشتري نسبت به  H1هيستونهاي 
طور كه در  همان ).7( باشد ميهمتاي جانوري خود 

جانوران نشان داده شده است، در گياهان نيز ميزان نسبي 
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هاي اين هيستون درشرايط مختلف نمو تغيير مي واريته 
نظر ه آمده در اين مطالعه، ب ستبه دبا توجه به نتايج  .كند

گونه در انواع  H1تنوعي كه در هيستون  به علتمي رسد 
، آنتي بادي جانوري قادر به )25(و بافتها وجود دارد  ها

تفاوت زياد ميان اين  به علتشناسائي آن نيست و اين  
پروتئين در گياه سيب زميني با همتاي جانوري خود مي 

   .باشد

انجام   Arabidopsis thalianaر گياه در مطالعه اي كه د
و  H2A براي هيستون واريته حداقل سه ) 14(شده است 

يافت شده است كه اين  H2Bبراي هيستون  واريتههفت 
وزن (امر نشان مي دهد كه گياهان از نظر هيستونها 

داراي تنوعاتي نسبت به ) واريته ها تعدادمولكولي و 

 ه بودمورد گندم ديده شد جانوران هستند، نظير آنچه كه در
بر روي ژل  H4و  H3هيستونهاي  در گياهان، عمدتاً). 22(

الكتروفورز حركتي مشابه همتاي جانوري خود دارند در 
حركت  SDS-PAGEبر روي ژل  H2Bو  H2Aكه  حالي

و  دهند نشان ميكندتري نسبت به همتاي جانوري خود 
ورد كه در م نيز بيشتر است در حالي هاتعداد باند

هر كدام  SDSژل  در  H2Bو  H2Aهيستونهاي جانوري 
مطالعات با . يك باند ديده مي شوند  به صورتتنها 

استفاده از ژل دو بعدي نشان داده است كه در گندم سه 
ديده مي  H2Bاصلي واريته و چهار  H2Aاصلي واريته 

  ).12(شود 

                       

  
دقيقه   10 به مدتآنزيم ميكروكوكال نوكلئاز  Unit 10 به وسيلهاستخراج شده از سلولهاي برگ و هضم شده  DNAطرح الكتروفورزي  )A - 8شكل 

 DNA) 3 فزودن آنزيمبرگ قبل از ا EcoRI-HindIII      2 (DNA به وسيلههضم شده  فاژ  DNAماركر ) 1        .درصد 8/1بر روي ژل آگارز 
  نمودار تعداد نوكلئوزوم بر اساس جفت بازهاي حاصل از ژل )B    برگ هضم شده توسط آنزيم

  

مطالعاتي كه با استفاده از سكانس نوكلئوتيدي انجام گرفته 
اي هيستوني  واريتهاست نشان مي دهد كه عمده تنوعات 

در جانوران در اثر تفاوت در محتويات اسيدهاي آمينه 

كه در گياهان و تعداد كمي از  حاصل مي شود در حالي
هاي هيستوني در وزن مولكولي  واريتهجانوران انواع 

هاي هيستوني  واريتهنظر مي رسد كه ه ب). 2(تفاوت دارند 
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قشهاي ساختاري، نقشهاي متفاوتي را در تنظيم علاوه بر ن
  .بيان ژن و ساير فعاليتهاي فيزيولوژيكي نشان مي دهند

وجه به تمامي آزمايشات فوق در مورد هيستونهاي گياه با ت
سيب زميني و تحقيقات انجام شده بر روي هيستونهاي 

ه با توجه ب و Arabidopsisگياهاني نظير گندم و نخود و 
 كار رفته در اين آزمايش عمدتاًه اينكه آنتي باديهاي ب

را شناسائي مي كنند، مي توان  H2Bو  H2A هيستونهاي 
  :ج زير رسيدبه نتاي

باند ظاهر شده در بلات سلولهاي برگ سيب زميني، مربوط 
و H2A زيرا . مي باشد H2Bو  H2A هاي فرعي  واريتهبه 

H2B هاي مختلفي در گياهان از جمله سيب زميني  واريته
 واريتهنسبت به  ها كه احتمالاً واريتهدو نوع از اين . دارند

يان مي شوند ميزان كمتري به ب H2Bو  H2A هاي ديگر
زماني كه مقدار . هستند مشابه همتاي خود در بافت تيموس

ي هيستوني استخراج شده از بافت برگ پروتئينهازيادي از 
 به علتمورد استفاده قرار گرفت، آنتي باديهاي جانوري 

حساسيت فوق العاده زيادي كه دارند توانستند اين مقدار 
ولي چنين ) 2شكل ( ها را شناسائي نمايند واريتهكم از اين 

واكنشي را  در مورد نمونه هاي قبلي كه از سوسپانسيون 
چرا كه در اين . نشان ندادند) 2شكل(حاصل شده بود 

كم بودن مقدار پروتئيني كه بر روي ژل  به علتنمونه ها 
كم بودن پروتئين  به علتبرده شده بود يا در مواردي 

هاي  واريتهه هاي فرعي نسبت ب واريتهاستخراج شده، اين 
اصلي بر روي ژل نمودار نشدند و آنتي باديهاي جانوري 

نظر ه بنابراين، ب). 2شكل(نيز قادر به شناسايي آنها نبودند 
به كه  H2Bو  H2Aهاي اصلي هيستونهاي  واريتهمي رسد 
باندهاي واضح تري موجود مي باشند در بالاي  صورت

با همين  قرار دارند و از نظر وزن مولكولي H3هيستون 
مشابه  ها در جانوران متفاوت مي باشند و عمدتاً واريته

الگوي اين هيستونها در گياهان ديگر، همان طور كه در 
فوق توضيح داده شده است مي باشند و باند ظاهر شده در 

هاي فرعي از هيستونهاي  واريته بلات برگ مربوط به
H2A  وH2B از گياه سيب زميني مي باشد.  

ي توان هيستونهاي هسته مركزي استخراج شده از بنابراين م
سلولهاي گياه سيب زميني را با توجه به آزمايشات فوق و 

 به صورتوزن مولكولي و ميزان حفاظت شدگي آنها 
  .نامگذاري نمود 9شكل 

              

  
مقايسه پروفيل الكتروفورزي پروتئينهاي هيستوني استخراج  -  9شكل 

-SDSو هيستونهاي تيموس بر روي ژل  شده از برگ سيب زميني

PAGE 15 درصد.  

در گياهان نيز نظير  HMGي غير هيستوني پروتئينها
اولين مطالعات بر . جانوران نقش تنظيمي در بيان ژن دارند 

بر روي   Spikerگياهي توسط HMGروي پروتئينهاي 
در آن  HMGكه چهار پروتئين ) 21(جنين گندم انجام شد 

 SDS-PAGEكه بر روي ژل  (HMGa-d)شناسايي گرديد 
همين پروتئينها در ه وزن مولكولي بالاتري را نسبت ب

بعدها مطالعات ايمونولوژيكي و . جانوران نشان مي دادند
گندم تفاوتهاي بيشتري ) 17(آناليز سكانسي انتهاي آميني 

اصلي گياهي و جانوري نشان  HMGرا ميان پروتئينهاي 
جوجه نتوانست  HMGدي ويژه آنتي با به طوري كهداد، 

مشخص  گندم را شناسايي كند و HMGبخوبي پروتئينهاي 
اين پروتئينها خصوصيات آنتي ژنتيكي مشتركي كرد كه 
  .  ندارند
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ه نيز مطالعاتي ب HMGبراي پروتئينهاي غير هيستوني 
موازات پروتئينهاي هيستوني بر روي برگ، سوسپانسيون 

طور كه  همان. م شدسلولي و كالوس سيب زميني انجا
ديده شد، نمونه هاي حاصل از سوسپانسيون و برگ سيب 

. جانوري واكنش نشان نمي دهند HMGزميني با آنتي بادي 
گياه سيب  HMGنظر مي رسد كه پروتئينهاي ه بنابراين ب

پروتئين تشكيل شده است كه از نظر وزن  4زميني از 
در  مولكولي و خصوصيات آنتي ژنتيكي با همتاي خود

طور كلي ه همچنين ب. سلولهاي جانوري متفاوت مي باشند
نمك كلريد سديم براي گياه سيب زميني محلول 
استخراجي بهتري نسبت به اسيد پركلريك براي استخراج 

  .بود HMGپروتئينهاي 

برگ سيب  DNAدر اين مطالعه پس از هضم آنزيمي 
ه و دقيق 10زميني با آنزيم ميكروكوكال نوكلئاز در زمان 

غلظت مناسب از آنزيم و بردن بر روي ژل آگارز، شش 
  .باند عمده ديده شد

آوردن تعداد جفت بازهاي باندهاي شماره  به دستبا 
كه با وجودي كه  به نظر مي رسد 8گذاري شده در شكل 

در باندهاي شماره گذاري شده افزايش مي  DNAاندازه 

از تا اين باندها همگي از نظر تعداد جفت ب يابد ولي
جفت باز هستند و با توجه به  158حدودي مضربي از 

تعداد جفت بازهاي  در اين تحقيقآمده  به دستاطلاعات 
جفت باز است و باند  158نوكلئوزوم در گياه سيب زميني 

نماينده دي  2نماينده مونوكلئوزوم ها مي باشد و باند  1
نوكلئوزوم تا باند شش كه هگزا نوكلئوزوم را نشان مي 

 . دهد

تعداد جفت بازهاي نوكلئوزوم براي اولين بار درگياهان، در 
در مورد گياه نخود   Engelو  Mcgheeتوسط  1975سال 

 ±30و با هضم آنزيمي توسط آنزيم ميكروكوكال نوكلئاز 
پس از آنها دانشمندان ). 16(جفت باز تخمين زده شد  170

. دادند مختلفي بر روي گياهان مختلف آزمايشاتي را انجام
جفت باز  192±8مثال در گياه توتون، اين مقدار  به عنوان
طور كلي در مطالعات پيرو نشان داده شد كه ه است و ب

تا  170تعداد جفت بازهاي نوكلئوزوم در گياهان مختلف 
همچنين مطالعات مختلف  .جفت باز متغير مي باشد 200

بر روي ساير موجودات يوكاريوتي اعم از گياهان و 
نوران نشان داده كه تعداد جفت بازهاي نوكلئوزومي در جا

  . هاي مختلف متفاوت مي باشد زيرجزء
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Identification of chromatin proteins and DNA repeat lenght in 
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Abstract 

Chromatin is a complex of DNA, RNA, histones and nonhistone chromosomal proteins. 
Identification of these proteins help us for better understanding of different mechanisms 
of gene expression. There are several methods for extraction of histones and nonhistone 
proteins from animal cells, but less information of a comparable state is available for 
plants. Also, biochemical evidence has shown that the DNA repeats length in 
micrococcal nuclease digests of the chromatin of higher eukaryotes varies widely. In 
this study, potato leaf cells, cell suspensions and calli were extracted with different 
methods using, acids and salts. Then the proteins were analyzed on SDS polyacrylamide 
gel electrophoresis and immunoblotted against histones and HMG antisera. The results 
show that histones H3 and H4 are relatively the same as their animal counterparts but 
H2A and H2B in potato are larger than their animal counterparts and exist as a several 
molecular weight variants. Also HMG proteins exhibit four main proteins in total tissue 
extract potato leaves and their electrophoretic pattern is different from mammalian 
HMG proteins. The potato leaf HMG proteins could not be detected by immunoblotting 
against thymus HMG antisera. Examination of extensive Micrococcal nuclease digest 
suggests that the DNA repeat length is approximately 158 base pairs which are shorter 
than the DNA repeat length of mammals and also other plants. It is concluded that there 
is little homology between the chromatin proteins and DNA repeat length of the animals 
and potato leaf cells. 

Keywords: potato, nucleosome, histones, non-histone proteins, electrophoresis 
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