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در اين تحقيق . استتنش خشكي يكي از مهمترين عوامل محدودكننده رشد و نمو در گياه جو 
دهنده به خشكي، تجزيه پروتئوم بر پايه ژل الكتروفورز  هاي پاسخ به منظور شناسايي پروتئين

  هاي آزمايشي به صورت طرح فاكتوريل در قالب طرح بلوك گلدان. تدوبعدي انجام گرف
گياهان تا . و سه ژنوتيپ جو مرتب شدند) شرايط كنترل و تنش(كامل تصادفي با دو تيمار آبياري 

مرحله چهار برگي به طور طبيعي آبياري شدند و پس از آن به مدت ده روز در معرض تنش 
هاي فيزيولوژيكي وزن خشك، وزن تر،  روي شاخص اثر خشكي. شديد خشكي قرار گرفتند

و ميزان پرولين در مقايسه با شرايط نرمال رطوبتي در سطح يك درصد  محتواي رطوبت نسبي
به  DIGEپروتئين، تجزيه پروتئوم بر اساس تكنولوژي  جهت مطالعه تغييرات ميزان. دار بود معني

نشان داد  CyDyesهاي  حاصل از تجزيه ژلنتايج . همراه يك استاندارد داخلي بكار گرفته شد
داري را به عنوان اثرات  لكه تغييرات معني 37لكه پروتئيني داراي تكرارپذيري،  768كه از ميان 

ژنوتيپ يا اثرات متقابل سطوح آبياري و ژنوتيپ نشان دادند و در نهايت تجزيه طيف سنج جرمي 
هايي شد كه در فرايندهاي  روتئينمنجر به شناسايي پ MALDI-TOF-TOFبا استفاده از 

هاي دفاعي، انتقال سيگنالي و تمايز سلولي نقش ايفاء  متابوليزم، انرژي، ساختار سلولي، واكنش
  . كنند مي

  
 
 

 هاي كليدي واژه
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   مقدمه

هاي زيستي و  معرض تنش اي در  فزايندهگياهان اغلب به صورت 
حدود كه به طوري) Bray et al. 2000(گيرند  قرار مي غيرزيستي

درصد از پتانسيل عملكردي محصولات كشاورزي تحت  70
 Salekdeh and Komatsu(رود  شرايط نامساعد محيطي از بين مي

هاي محيطي است كه رشد  ين تنشتر خشكي يكي از رايج). 2007
  ها تحت ژنو نمو گياهان را از طريق تغيير در متابوليسم و بيان 

دهد و به اين ترتيب مهمترين عامل كاهنده عملكرد  تاثير قرار مي
ايران يكي از ). Leopold 1990( باشد در اكثر مناطق زراعي مي

ده و جهان روبرو بوهاي  كشورهايي است كه با شديدترين خشكي
يكي از شديدترين  2025شود كه در سال  بيني مي پيش

جو  .)Agrawala et al. 2001(ها را تجربه كند  خشكسالي
)Hordeum vulgare L.(  يكي از مهمترين غلاتي است كه اغلب

اي كه در معرض تنش خشكي  در كشورهاي در حال توسعه
ملكرد گردد و به واسطه رويارويي با اين پديده ع هستند كشت مي

 Guo andگيرد  محصول به طور چشمگيري تحت تاثير قرار مي

Baum  2009) .( تحمل به خشكي در جو از  هاي  بررسي مكانيزم
درك بهتري از اساس ژنتيكي و ژنوميكسي هاي  روش طريق 

 Tuberosa and Salvi(آورد  تنش خشكي را فراهم ميتحمل به 

ترين راهكارهاي  صليها يكي از ا تغيير الگوي بيان ژن. )2004
 ;Liu and Baird  2004(باشد  كاهش اثرات تنش درگياهان مي

Hazen et al. 2005 .(ها نقش مهمي در حفاظت گياه  برخي از ژن
سازي  در برابر تنش خشكي بواسطه دريافت، انتقال سيگنال و فعال

كنند و به اين ترتيب محصول  برداري ايفاء مي فاكتورهاي نسخه
هاي دفاعي را در گياه بر عليه استرس به دنبال خواهند  آنها پاسخ
). Nakashima and Amaguchi-Shinozaki 2006(داشت 
 تنشگياهان قادرند با تغيير متابوليز از اثرات مخرب همچنين 

گياهان از طريق كاهش به عنوان مثال  .و بر آن فائق آيند كاسته
واي آبي خود نفوذپذيري غشاء سلولي نسبت به آب، به حفظ محت

اين تنظيم اسمزي . خشكي، كمك شاياني مي نمايند تنشدر طول 
ترين  ، معمولپرولين. ها همراه مي باشد سموليتبا تجمع ا

 نقشي  اسمزي   تنظيم  به  مربوط  اسموليتي است كه در مطالعات
 
 

مطالعه  هر چند كه .)Jang and Sheen 1997(كند  ويژه ايفاء مي
ا در سطح نسخه برداري در گياه جو در مرحله ه تغييرات بيان ژن

منجر به  1ريز آرايه روشرشد رويشي و زايشي با استفاده از 
هايي شده است كه نقش اساسي در تقويت تحمل به  شناسايي ژن

 Talame and Ozturk) 2007;Guo andكنند استرس ايفاء مي

Baum 2009; Abebe et al.  2010 ( اما ظهور پروتئوميكس به
هاي  بيان ژن در سطح پروتئين كاستي تجزيهنوان ابزاري جهت ع

را تا حد زيادي ) نظير ريزآرايه( mRNAبررسي بيان ژن در سطح 
از آنجا كه اين تكنولوژي مستقيماَ بيوشيمي سلول . نمايد مرتفع مي

درست و دقيقي از  تجزيهدهد، بنابراين  را تحت تاثير قرار مي
ل دوره رشد و نمو و پاسخ به تغييرات سيستم سلولي در طو

هاي اخير  در حقيقت پيشرفت. آورد عوامل محيطي فراهم مي
 2هاي نوين طيف سنجي جرمي پروتئوميكس به واسطه ابداع روش

هاي زيستي بويژه  جهت يونيزه نمودن ملايم ماكرومولكول
 )Hasegawa et al. 2000(يابي ژنومي است  ها و توالي پروتئين

نوين ژل الكتروفورز دو بعدي  هاي يش روشهمچنين با پيدا.
بسياري از موانع و  DIGE 3هاي فلورسنتي نظير  مبتني بر رنگ

استفاده از اين . شدهاي مرسوم آن مرتفع  هاي روش محدوديت
تكنيك، كاربرد گسترده پروتئوميكس كمي را از طريق بهبود 

ي هاي هاي دو بعدي و افزايش توانايي تشخيص بين لكه كيفيت ژل
هاي معمول  در روش. بخشد هاي بسيار جزئي بهبود مي با تفاوت

هاي پروتئيني بر روي  ژل الكتروفورز دوبعدي تفكيك نمونه
به اين ترتيب كه به ازاء هر  د،گيرهاي متفاوت صورت مي  ژل

نمونه پروتئيني يك ژل مورد استفاده قرار مي گيرد، حال آنكه در 
كه هر (خزن پروتئيني جداگانهمي توان سه م DIGEروش مبتني بر 

را به صورت ) اند اي استخراج شده يك از تيمارهاي جداگانه
همزمان تنها بر روي يك ژل الكتروفورز دو بعدي تفكيك كرد و 

هاي مرسوم  بدين ترتيب استفاده از اين روش در مقايسه با روش
هاي مختلف  تواند تغييرات و تنوعات موجود در بين ژل مي

به اين ترتيب كه دو رنگ . ختلف را به حداقل برساندتيمارهاي م
دار كردن دو نمونه  جهت نشان Cy5و  Cy3فلورسنتي 

                                                            
1 Microarray 
2 Mass Spectrometry 
3 Differential in- gel electrophoresis 
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كه بايستي مورد مقايسه قرار بگيرند ) دو تيمار جداگانه(پروتئيني
دار كردن يك  جهت نشان Cy2گردد و رنگ سوم  استفاده مي

هاي  هكه شامل مقادير برابري ازتمام نمون 1استاندارد داخلي
استفاده از . رود باشد بكار مي پروتئيني مورد بررسي در آزمايش مي

ها و  سازي پس زمينه در تمام ژل استاندارد داخلي با يكسان
ها را بهبود  ي بيان پروتئينمتصحيح اشتباهات، امكان مقايسات ك

  (Amme et al. 2006;Karp and Lilley 2005).   بخشد مي
ها تحت  ير تغييرات الگوي بيان پروتئينهاي اخ هر چند كه در سال

تنش خشكي در مرحله رشد رويشي در چندين گياه مورد مطالعه 
هاي  قرار گرفته و منجر به شناسايي تعداد بيشماري از پروتئين

هاي دخيل در تنظيم استرس  پاسخ دهنده به خشكي نظير پروتئين
ماندهي و سازهاي چپروني  اكسيداتيو، انتقال سيگنالي ، فعاليت

 Salekdeh et(دوباره سيتواسكلتون شده است 

al.2002;Hajheidari and Abdollahian 2005 ( اما تحقيقات
اندكي در راستاي ارزيابي پروتئوم گياه جو در مرحله رشد رويشي 
تحت تنش خشكي صورت گرفته است لذا تحقيق حاضر به 

 هاي فيزيولوژيكي و تنش منظور بررسي ارتباط بين شاخص
با زمينه شكي در مرحله رشد رويشي در سه ژنوتيپ جو خ

همچنين جهت فهم بيشتر . صورت گرفته استژنتيكي متفاوت 
تغييرات بيوشيميايي در پاسخ به تنش خشكي در سطح سلولي 

ها با استفاده از تكنيك  تغييرات الگوي پروتئوم اين ژنوتيپ
نتي هاي فلورس پروتئوميكس و تجزيه دو بعدي مبتني بر رنگ

2DE DIGE)(  مورد مطالعه قرار گرفت و منجر به شناسايي
 . تعدادي پروتئين كانديد پاسخ دهنده به تنش خشكي شد

  
   هامواد و روش

  مواد گياهي و تيمار خشكي
به  Scarlett و S42IL.135 وS42IL.121 هاي  سه ژنوتيپ جو بنام

كي و هاي فيزيولوژي گيري شاخص عنوان مواد ژنتيكي جهت اندازه
. بررسي بيان پروتئين تحت تنش خشكي مورد مطالعه قرار گرفتند

 در نتيجه چندين نسل تلاقي  S42IL.135و S42IL.121 دو ژنوتيپ

                                                            
1 Internal Standard 

رقم ( Scarlett ژنوتيپ حاصل از تلاقي برگشتي و خودگشني
 Hordeum spontanium و) مورد كشت در آلمان و والد تكراري

(ISR42-8) )(اند  هحاصل شد )والد بخشندهSchmalenbach et al. 

و S42Il.121 از آنجا كه زمينه ژنتيكي دو ژنوتيپ ). 2008
S42Il.135  نسبت به ژنوتيپScarlett باشد متفاوت مي تا حدي 

 Scarlett 4و  7اي از كروموزوم شماره  ترتيب كه منطقه بدين
 بوسيله  S42IL.121و S42IL.135 هاي ژنوتيپ در بترتيب

Hordeum spontaneum لذا تحقيق حاضر به جايگزين شده ،
هاي سلولي اين دو ژنوتيپ در مقايسه با  منظور مقايسه پاسخ

بذور . تحت تنش خشكي صورت گرفته استScarlett ژنوتيپ 
متر كه شامل خاك  سانتي 13×13هايي به ابعاد  در گلدان

). ده بذر در هر گلدان(شدند بودند، كشت ) تجاري(زراعي
كامل تصادفي با دو تيمار   يل در قالب طرح بلوكآزمايش فاكتور

درصد  100شرايط كنترل كه در آن رطوبت خاك در حد (آبياري 
حفظ شد و تنش تدريجي كه تقريباً پس از  2مزرعهرطوبت 

درصد  20گذشت يك هفته از توقف آبياري رطوبت خاك به 
و سه ژنوتيپ و سه تكرار در هر آزمايش ) رطوبت مزرعه رسيد

اي در دانشگاه مارتين لوتر آلمان  شرايط كنترل شده گلخانهتحت 
براي تعيين ظرفيت زراعي خاك . به انجام رسيد 3)ويتنبرگ- هاله(

مورد نظر ابتدا خاك بوسيله آب اشباع شده و سپس وزن آن پس 
آنگاه وزن خاك قبل و بعد . از هدررفت آب اضافي يادداشت شد

جهت ) ساعت 24گراد،  نتيدرجه سا 105( از قرار گرفتن در آون
ترتيب جهت حفظ  گيري شد و بدين تعيين ميزان آب خاك اندازه

ها هر  رطوبت خاك در شرايط رطوبت زراعي مورد نظر، گلدان
 ).Samarah et al. 2009(روز وزن و آب مورد نياز آنها تأمين شد 

 18درجه سانتي گراد و شب  22گياهان تحت شرايط دمائي روز 
ساعت  8ساعت روشنايي و  16گراد و طول روز  درجه سانتي

از آنجا كه هدف . درصد رشد يافتند 58تاريكي و رطوبت نسبي 
آزمايش مطالعه تغييرات پاسخ سلولي به تنش خشكي در مرحله 
. رشد رويشي بود لذا تيمار خشكي در مرحله چهاربرگي آغاز شد

 كاملاً   برگ  از  گيري نمونه  روز، 10پس از اعمال تنش به مدت 

                                                            
2 Field Capacity (FC) 
3 Martin- Luther University, Halle, Wittenberg (Germany) 
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سپس . انجام شد) جهت شمارش از بالا(يافته چهارم   توسعه
ها در ازت مايع منجمد و تا هنگام استخراج پروتئين در  نمونه
تمام مراحل آزمايش . گراد نگهداري شدند درجه سانتي -80دماي 

  .جهت تأييد تكرارپذيري نتايج، دو بار تكرار شد
  اندازه گيري شاخص هاي فيزيولوژيكي

گيري وزن تر و خشك  ر پايان آزمايش، گياهان جهت اندازهد
دو گياه از هر گلدان به طور تصادفي انتخاب و . آوري شدند جمع

جهت تعيين وزن . وزن تر آنها يادداشت شد اپس از برش، فور
 70ساعت قرار گرفتن در دماي  48خشك، وزن هر گياه پس از 

 ل برگ با استفاده ازكلروفي. گيري شد درجه سانتي گراد، اندازه
پس از ) SPAD 502 Chlorophyll Meter(سنج  دستگاه كلروفيل

گذشت يك، دو، چهار، شش، هشت و ده روز از اينكه رطوبت 
درصد رسيد در گياهان تحت تنش و كنترل  20زراعي خاك به 

تواند در شرايط اسيدي در  از آنجا كه پرولين مي. گيري شد اندازه
محلول قرمز رنگي توليد نمايد، از اين روش  تركيب با نينهيدرين

 .Bates et al(جهت تعيين غلظت پرولين استفاده شد  سنجي رنگ

مقدار آب گياه در طول تنش خشكي بوسيله محتواي . )1973
 ، كه به عنوان شاخص ارزشمندي جهت ارزيابي1نسبي آب

گيري شد  رود، بر روي برگ چهارم اندازه ها بكار مي ژنوتيپ
)Barr and Weatherley  1962(  

  استخراج پروتئين و الكتروفورز دو بعدي
بر اساس روش ) برگ چهارم(استخراج پروتئين از بافت برگ 

از . آمونيوم استات در متانول صورت گرفت - مبتني بر فنل
 ,GE Healthcare/Amersham) 2-D Quant  (Biosciencesكيت

Freiburg,Germany  وBSA )2 به عنوان ) لي ليترميلي گرم بر مي
، Cy2 ،Cy3(از فلوئوروفورهاي متفاوتي . استاندارد استفاده شد

Cy5( ابتدا . هاي پروتئيني استفاده شد دار كردن نمونه جهت نشان
 400به غلظت نهايي 2نشانگرها با استفاده از داي متيل فورماميد

 هر كدام(هاي پروتئيني  همه نمونه. رسيدند پيكو مول بر ميكروليتر
بسته . در يك ويال باهم مخلوط شدند )ميكروگرم 25 به غلظت

 ×بلوك ×حاصلضرب سطوح آبياري(هاي پروتئيني  به تعداد نمونه
به   Cy2نشانگر. به ويال اضافه شد  Cy2ميكروليتر   30) ژنوتيپ

                                                            
1 Relative water content (RWC) 
2 Dimethylformamide (DMF) 

ها  تر كمي و كيفي لكه عنوان استاندارد داخلي جهت بررسي دقيق
هاي پروتئيني  از هر كدام از نمونه ميكروگرم 50. به كار گرفته شد

 ميكروليتر نشانگر يكهاي جداگانه قرار گرفت و به ميزان  در ويال

و برخي ديگر با Cy3 ها با نشانگر  به طور تصادفي برخي نمونه(
Cy5 دار  ها اضافه شد و در نهايت نشان به ويال) رنگ آميزي شدند

 labeling Kit- Dye با استفاده از كيت  هاي پروتئيني كردن نمونه

AGNOSTICS  هاي پروتئيني  انجام گرفت و در پايان تمام نمونه
در اين . در يك ويال قرار گرفتند )Cy2، Cy3،Cy5(دار شده  نشان

 IPG 24هاي  ها به داخل ژل آزمايش براي وارد نمودن پروتئين
 3ها در استوك بازجذب ، پروتئين pH11 -3 سانتي متري با دامنه 

عمل . همزمان با عمل بازجذب وارد ژل شدند حل شده و
به دليل حساسيت نشانگرها (بازجذب در طول شب و در تاريكي 

صورت ) ساعت 16تا  14به طور متوسط (در دماي اتاق ) به نور
بازجذب شده جهت انجام بعد اول  IPGگاه نوارهاي  آن. پذيرفت

)IEF (  به دستگاهIPGphor (GE Healthcare) منتقل شدند .
ايي  قالب شيشه 14به عنوان بعد دوم از   SDS-pageجهت انجام

كه به موازات هم قرار گرفته بودند استفاده  )cm)20×24بزرگ 
در قسمت بالاي فضاي بين  IPGهاي  پس از قرار گرفتن ژل. شد

 Ettan TM ها در تانك  ، شيشه درصد5/12دو شيشه ژل اكريلاميد 

DALT twelve tank  ژل به طور همزمان  12و شده  جاسازي
. قرار گرفتند) به ازاي هر ژل(وات  15تحت شرايط الكتروفورزي 

 100با قدرت تفكيك  Typhoonها با استفاده از  آنگاه ژل
ها در  ميكرومول اسكن شده و جهت بررسي كمي و كيفي لكه

 ,Delta 2D 4.0  (Decodonافزاري تيمارهاي مختلف در برنامه نرم

Greifswald, Germany) پس از استخراج درصد . وارد شدند
هاي مورد نظر، جهت مقايسه  ها و تجزيه واريانس داده لكه حجمي

هاي مذكور در شرايط  هاي بيان شده در ژنوتيپ ميانگين پروتئين
به عنوان ( Scarlett تنش و نرمال رطوبتي در مقايسه با ژنوتيپ

ادير كمي بيان آنها هايي كه مق انجام شد و لكه 4آزمون دانت) شاهد
نشان دادند، به  Scarlettبا ژنوتيپ ) P < 0.05(داري  تفاوت معني
 ها به منظور شناسايي  اين لكه. هاي كانديد شناخته شدند عنوان لكه

                                                            
3 Rehydration 
4 Dunnett test 

www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID



  مه طاهري و همكارانهنگا    ...به تنش خشكي در گياه جو  بررسي پروتئوم پاسخ          

 

 1391 پاييز/ 3شماره / هفتمدوره / ژنتيك نوين 263

 

آميزي شده به وسيله  هاي رنگ به وسيله طيف سنج جرمي از ژل
Colloidal Coomassie Brilliant Blue 250 تجزيه . جدا شدند

در  MALDI-TOF-TOFف سنج جرمي با استفاده از طي
 ,Max Planck Institute for Plant Breeding Researchموسسة

Cologne, Germany انجام گرفت . 

  
   نتايج و بحث

  هاي فيزيولوژيكي گيري شاخص اندازه
درصد ظرفيت زراعي رسيد،  20پس از آنكه رطوبت خاك به 

 شرايط رطوبتي خاك نگه داشته ها به مدت ده روز در اين  گياهچه

بين سطوح   )> P 01/0(داري  نتايج نشان داد كه تفاوت معني. شدند
هاي وزن  آبياري يعني تنش خشكي و شرايط كنترل در شاخص

تر، وزن خشك، محتواي آب نسبي و محتواي پرولين آزاد در 
اما هيچگونه تفاوت . هاي مورد مطالعه وجود دارد ژنوتيپ
و اثرات متقابل ژنوتيپ و   عنوان اثرات ژنوتيپ داري به معني

اين نتايج . سطوح آبياري در مورد صفات ذكر شده مشاهده نشد
دهد كه به دليل شباهت زمينه ژنتيكي دو ژنوتيپ مورد  نشان مي

هاي فيزيولوژيكي آنها نيز نسبت  بررسي نسبت به اسكارلت، پاسخ
 نمودارها .باشد ميبه تنش خشكي تقريباً مشابه ژنوتيپ اسكارلت 

دهند كه وزن خشك، وزن تر و محتواي آب نسبي پس  نشان مي
 از اعمال تنش كاهش يافته حال آنكه محتواي پرولين پس از

اعمال تنش خشكي در مقايسه با شرايط نرمال افزايش چشمگيري 
روند تغييرات محتواي كلروفيل تحت تنش ). 1شكل (يافته است 

نشان  2هاي ياد شده در شكل  وتيپخشكي در طي ده روز در ژن
هرچند كه محتواي كلروفيل در گياهان تحت . داده شده است

 > P(تنش نسبت به شرايط كنترل از روز ششم كاهش پيدا كرد 

، اما نتايج حاصل از آزمون دانت نشان داد كه تا پيش از روز )05/0
 داري در ميزان كلروفيل گياهان گونه كاهش معني دهم تنش، هيچ

تحت تنش در دو ژنوتيپ مورد نظر در مقايسه با ژنوتيپ 
در دار  اسكارلت در شرايط متناظر مشاهده نشد و تنها تفاوت معني

  .در روز دهم تنش مشاهده شد سطح پنج درصد
 

  

  
 

وزن تر، وزن (ميانگين و انحراف معيار شاخص هاي فيزيولوژيك  -1شكل 
تحت شرايط كنترل ) ينخشك، محتواي رطوبت نسبي، محتواي پرول

)N=100%FC (و تنش خشكي )S=20%FC.( 
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و  S42IL-121هاي  در ژنوتيپ MALDI-TOF-TOFسطوح آبياري شناسايي شده بوسيله  ×هاي با بيان متمايز به عنوان اثرات ژنوتيپ يا ژنوتيپ  پروتئين -1جدول

S42IL-135 ژنوتيپ اسكارلت در مقايسه با  

Spot No Genotype Treatment١ 
LS Mean2 
Genotype 

LS 
Mean 

Scarlett 

Fold 
change3 P-value4 

Uni Ref 90 
No.5 Protein name MW/ PI6 Organism 

239 S42IL-135 Both 109.31 95.59 1.14 0.028 Q95NX2 Glucose phosphomutase 62.67/5.34 Bromus inermis 

249 S42IL-135 Both 108.94 90.72 1.2 0.013 Q40002 v. type proton ATpase 
catalytic subunit A 64.09/5.38 Hordeum vulgare   

461 S42IL-121 Both 104.95 96.53 1.08 0.018 P26302 Phosphoribulo kinase 45.14/5.72 Triticum aestvum 

467 S42IL-121 Both 101.1 84.75 1.19 0.002 Q01KC0 Aminomethyl transferase 43.9/8.53 Oryza sativa  

510 S42IL-121 Both 172.62 125.41 1.13 0.037 P17784 
Fructose. bis phosphate 

aldolase cytoplasmic 
isozyme 

38.86/6.96 Oryza sativa  

527 S42IL-121 Both 99.24 90.63 1.09 0.039 Q40677 Fructose bisphosphate 
aldolase 42/6.39 Oryza sativa  

723 S42IL-135 Both 129.6 101.22 1.28 0.004 Q41522 Thiol protease 41.44/6.76 Triticum aestvum 

725 S42IL-135 Both 135.13 111.14 1.21 0.029 Q41523 Thiol protease 41.44/6.76 Triticum. aestvum 

745 S42IL-135 Both 115.29 100.29 1.15 0.034 Q6ER94 2. cys peroxiredoxin BAS1 28.09/5.67 Oryza sativa  

776 S42IL-135 Both 286.32 176.84 1.61 0.041 Q00434 Oxygen evolving enhancer 
protein 2 27.26/8.84 Triticum  aestvum 

841 S42IL-121 Both 138.29 118.6 1.16 0.049 Q6XPZ4 Cyclophilin like protein 25.89/9.59 Triticum  aestvum 

902 S42IL-135 Both 126.71 105.64 1.19 0.029 Q5Z5A8 
photosystemII 

stability/assembly factor 
HCF 136 

45.47/9.02 Oryza sativa  

535 S42IL-135 Both 118.56 147.18 -1.24 0.015 Q65XA1 Os05g0116000(putative 
legumin) 38.2/5.82 Oryza Sativa  

642 S42IL-135 Drought 185.66 133.89 1.38 0.015 Q7G227 Glutathione S- Transferase 30.79/5.17 Oryza sativa  

753 S42IL-135 Drought 143.4 106.03 1.35 0.028 Q9M5G3 Translationally – controlled 
tumor protein homolog 18.88/4.53 Hordeum vulgare 

776 S42IL-135 Drought 367.28 179.09 2.05 0.019 Q00434 Oxygen evolving enhancer 
protein 2 27.26/8.84 Triticum  aestvum 

812 S42IL-135 Drought 307.09 195.57 1.57 0.014 O49871 Germin- like protein 1 
precursor 21.82/5.68 Hordeum vulgare 

711 S42IL-135 Drought 97.21 168.2 -1.73 0.008 Q93WC0 Flavin containing 
polyamine oxidase 56.51/6.19 Hordeum vulgare 

445 S42IL-121 Watered 129.56 107.38 1.2 0.048 Q01KC0 Aminomethyl transferase 43.9/8.53 Oryza sativa  

723 S42IL-135 Watered 115.99 79.3 1.46 0.02 Q41522 Thiol protease 41.44/6.76 Triticum  aestvum 
  
  

 

١ Both : ژنوتيپ هاي از  يكي  در   متمايز بيان  با   لكه هايي   S42IL.121 و S42IL.135   و )اثر ژنوتيپ( نرمال نسبت به ژنوتيپ اسكارلت  تنش و شرايط  دو  هر   در 
  )بيارياثر متقابل ژنوتيپ و سطوح آ(ترمال  يا لكه هايي با بيان متمايز در يكي از ژنوتيپ هاي مورد مطالعه تحت شرايط تنش 
  ميانگين درصد حجمي لكه هايي با بيان متمايز در ژنوتيپ هاي مورد مطالعه   ٢
   درصد حجمي لكه هاي بيان شده در ژنوتيپ اسكارلت در شرايط متناظرميانگين هاي بيان شده در ژنوتيپ هاي مورد مطالعه به  درصد حجمي لكهميانگين نسبت    ٣
  يان متمايزهايي با ب دار پروتئين سطح معني   ٤
٥  90  Uni Ref هاي شناخته شده گردآوري شده است درصد شباهت توالي با پروتئين 90هائي است كه بر اساس  معرف بانك اطلاعاتي گروه جامعي از شناسه پروتئين.  
  محاسبه شده است  www.uniprot.org هايي با بيان متمايز كه بوسيله سايت پروتئين )IP(و نقطه ايزوالكتريك (MW)وزن مولكولي   ٦
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روند تغييرات محتواي كلروفيل سه ژنوتيپ در طي ده روز پس از  -2شكل
خطوط سياه و خاكستري به ترتيب تمايانگر محتواي كلروفيل در . اعمال تنش 

در روزهاي پس از اعمال  FC % 20)(و تنش ) FC % 100(شرايط نرمال 
 .باشد تنش مي

 
  م برگبررسي الگوي پروتئو

هاي  هايي كه بيان متفاوتي در ژنوتيپ جهت تشخيص پروتئين
مورد بررسي تحت تيمار خشكي و شاهد نسبت به اسكارلت 

 اند، الگوي بيان پروتئوم در قالب آزمايش فاكتوريل در قالب  داشته

 
 

در ) هايي با بيان متمايز در ژنوتيپ هاي تجزيه پروتئوم پروتئين -3شكل 
به عنوان اثرات ژنوتيپ يا اثر متقابل ژنوتيپ و  Scarlettمقايسه با ژنوتيپ 

هاي پروتئيني  لكه. سطوح آبياري تحت شرايط كنترل و تنش نشان دادند
  .اند شناسايي شده با خطوط حلقوي آبي رنگ مشخص شده

 
اثرات ژنوتيپ و . هاي كامل تصادفي مقايسه گرديد طرح بلوك

 768لكه از ميان  37تيپ و سطوح آبياري براي اثرات متقابل ژنو
لكه  19دار بود و در نهايت  لكه پروتئيني داراي تكرارپذيري، معني

به اسكارلت داشتند، انتخاب  داري در بيان نسبت كه تغييرات معني
. ها را روي ژل نشان مي دهد موقعيت اين پروتئين 3شكل  .شدند

 در بيان )P<0.05(داري نيهاي پروتئيني كه تغيير مع از بين لكه

 از طيف سنج لكه با استفاده 19 نسبت به اسكارلت داشتند تعداد
 شناسايي هاي پروتئين. شناسايي شدند MALDI-TOF-TOFجرمي

 هاي بيان  بر اين اساس پروتئين. آورده شده است 1شده در جدول 

 هايي بودند دسته اول پروتئين. شده در دو دسته مجزا قرار گرفتند
  S42IL.135و S42IL.121 هاي بيان متفاوتي در يكي از ژنوتيپ كه

 هايي پروتئين و دسته دوم) اثر ژنوتيپ(داشتند  Scarlett نسبت به

   نسبت  الذكر فوق  هاي بودند كه بيان متمايزي در يكي از ژنوتيپ
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 اثر متقابل(  در شرايط تنش يا نرمال داشتند   Scarlett ژنوتيپ  به

هايي كه  در دسته اخير همه پروتئين). وح آبياريسط ×ژنوتيپ 
  دادند  نشان   اسكارلت  نسبت به  تحت تنش خشكي افزايش بيان

شامل  ها اين پروتئين. بودند S42IL.135 متعلق به ژنوتيپ
 تومور نيپروتئ، 1ترانسفراز، پروتئين شبه جرمين  S–گلوتاتيون

 Oxygen-evolving enhancer و 2ترجمه مرحله در شده كنترل

protein  ژنوتيپ  تنها پروتئيني كه تحت شرايط تنش در. باشند مي
42IL.135  برابري نشان داد، 73/1نسبت به اسكارلت كاهش بيان 

پلي آمين اكسيداز . پلي آمين اكسيداز مي باشد) 711شماره (لكه 
آزادسازي  سبباز طريق اكسيداسيون اسپرمين و اسپرميدين 

در گياهان توليد پراكسيدهيدروژن . شود پراكسيد هيدروژن مي
 حاصل از پلي آمين اكسيداز با توليد و ليگنيني شدن ديواره سلولي 

 .Capell et al( در طي رشد يا حمله پاتوژنها ارتباط دارد

2004;Laurenzi et al. 1999.(  شبه پروتئين   812  شماره  لكه 
 S42IL.135  تيپژنو  برابر در 57/1جرمين مي باشد كه به ميزان 

. نسبت به اسكارلت در شرايط تنش افزايش بيان نشان داده است
هاي ديواره  هاي شبه جرميني گليكوپروتئين ها و پروتئين جرمين

سلولي هستند كه به واسطه مقاومت غير معمولشان نسبت به 
تيمارهاي دترجنتي و هضم بوسيله پروتئازها، نقش مهمي در 

 زيستي و هاي تنشقاومت در برابر گسترش ديواره سلولي و م
 تحقيقات  ).Bray  2004; Lee et al.2007( كنند غيرزيستي ايفاء مي

هاي ريشه و برگ جو  ها در بافت نشان داده كه بيان اين پروتئين
تحت تنش خشكي و شوري سبب سخت شدن ديواره سلولي و 

 نامطلوب تقويت موانع فيزيكي شده و گياه را در مقابل اثرات
 Hurkman et al.1991; Ozturk(كند  تنش كمبود آب حفاظت مي

et al.2002.(  پروتئين  776لكه شمارهOEE2 )oxygen-evolving 

enhancer2(  ژنوتيپ در   برابري  دو  بيان  افزايش  كه  باشد مي 

 S42IL.135 اين . شرايط تنش داشته است نسبت به اسكارلت در
سازي  پايدار كسيژن فتوسنتزي و افزايش ميزان ا ها در پروتئين

 .Garcia et al)(كنند  نقش مهمي ايفاء مي IIمجموعه فتوسيستم 

هاي برنج تحت تنش  فزايش بيان اين پروتئين در برگا 2009
زميني تحت تنش خشكي مشاهده شده است  شوري و بادام

                                                            
1 Germin like protein(GLP) 
2Translationally-controlled tumor protein 

)Abbasi and Komatsu  2004;Katam et al. 2007.(  لكه شماره
تومور كنترل شده در مرحله ترجمه  پروتئين به عنوان 753

  S42IL.135  ژنوتيپ  در  برابر  35/1  ميزان  شناسايي شد كه به

اين . افزايش بيان نشان داد نسبت به اسكارلت در شرايط تنش
هاي مرتبط با رشد و تمايز  پروتئين يكي از جديدترين پروتئين

نال آن با ترمي-  Cباشد و از طريق اتصال انتهاي سلولي مي
هاي ميكروتوبولي سيتواسكلتوني  هاي آلفا و بتا، با شبكه توبولين

 Bommer and Thiele 2004; Woo and Hawes(در ارتباط است 

خاموشي ژن كد كننده اين پروتئين باعث اختلال در روند  ).1997
چرخه سلولي، كاهش اندازه سلولي، تاخير در تشكيل ريشه هاي 

همچنين نتايج . ه آرابيدوپسيس شده استجانبي و موئي در گيا
حاصل از تحقيقات پيشين نشان داده است كه انتقال اين ژن به 
گياه سبب تسريع رشد در طول مرحله رويشي از گياهچه به گياه 

گياهان تراريخته تحمل بيشتري در مقابل  شود و جوان مي
اند  هاي محيطي در مقايسه با گياهان غيرتراريخته داشته تنش

)Berkowitz et al. 2008; Liu et al. 2005 .( 642لكه شماره 

ترانسفراز شناسايي شد كه به ميزان  – Sتحت عنوان گلوتاتيون 
 خشكي  تنش  تحت   S42IL.135  برابر افزايش در ژنوتيپ 38/1

اين آنزيم از طريق حذف . نسبت به اسكارلت داشته است
پراكسيد هيدروژن  نظير) گونه هاي فعال اكسيژن( ROS تركيبات

اكسيداتيو نقش مهمي در  تنشو سوپر اكسيد هيدروژن حاصل از 
هاي محيطي ايفا مي كنند  هاي دفاعي گياه بر عليه تنش پاسخ

)Edwards et al. 2000 .(زيادي   انتقال اين ژن به توتون، مقاومت 

 .George et al( را به تنش خشكي در توتون تراريخته ايجاد نمود

2010.(   
بررسي صفات فيزيولوژيك مرتبط با خشكي در دو ژنوتيپ 

S42IL.121  وS42IL.135  نسبت به ژنوتيپ اسكارلت تحت تنش
هاي  خشكي نشان داد كه تطابق خوبي بين نتايج حاصل از بررسي

فيزيولوژيكي و ميزان شباهت ژنتيكي اين سه ژنوتيپ وجود دارد 
اسخ به تنش خشكي ها در پ اما با بررسي تغييرات بيان پروتئين

هايي با بيان افزايشي تحت تنش  مشخص شد كه همه پروتئين
  متعلق به  اين آزمايش  در   )Scarlettنسبت به ژنوتيپ ( خشكي 
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در اين تحقيق به دليل تركيب نتايج . باشند مي S42IL.135 ژنوتيپ

تري  حاصل از مطالعات فيزيولوژيكي و پروتئوميكسي، درك كامل
به   نسبت  مطالعه  هاي مورد م پاسخ به تنش در ژنوتيپاز مكانيز

هاي  همچنين شناسايي پروتئين. ژنوتيپ اسكارلت بدست آمد
تواند به عنوان گامي مثبت جهت اصلاح و بهبود گياهان  كانديد مي

  .بر عليه تنش خشكي بكار رود
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