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 در مقايسه با گياه وحشي  GR-RBP2اميكي گياهان تراريخت شده بپروتئوبررسي 

  يمهناز اقدس
 گروه زيست شناسي ،دانشكده علوم ،گلستان دانشگاهگرگان، 

  8/3/90: تاريخ پذيرش    8/6/88: تاريخ دريافت

  چكيده

 GR-RBP2  عضو خانواده  8يكي ازGR-RBP مه درميتوكندري جاي مي گيرددر گياه آرابيدوپسيس است كه پس از ترج .
. صورت گرفته استدر مقايسه با گياه وحشي  GR-RBP2مطالعه حاضر به منظور بررسي پروتئوميكي گياهان تراريخت شده با 

از سپس پلاسميد نوتركيب . كلون شد pBIN19 در پلاسميد از گياه آرابيدوپسيس جداسازي و GR-RBP2در اين مطالعه ژن 
با انتقال  .به گياه آرابيدوپسيس انتقال يافت Floral Dipping و به روش  Agrobacterium tumefaciensباكتري طريق

cDNA  كاملGR-RBP2  تفاوتي را با و زمان گلدهي از نظر فنوتيپي گياهان تراريخت شده  .آمد به دستبيست و يك لاين
. تلف و گياه وحشي تعيين شدتراريخت شده مخلاين سه در ميزان بيان ژن  .قادر به توليد بذر بودند نداده وگياه وحشي نشان 

آناليز پروتئوميكي با استفاده از دو سيستم ژل مختلف . برابر بيشتر از گياه وحشي بود 2درگياهان تراريخت شده   mRNAميزان
ايج حاصل نت .نقره رنگ آميزي شدندتمام ژلها با . 2D Blue-native/SDS PAGEو  2D IEF/ SDS PAGE :صورت گرفت

نتايج نشان اين  .افزايش بيان داشته استي تراريخت شده لاينهادر  GR-RBP2بعدي نشان داد كه پروتئين  2از ژل الكتروفورز 
 Vكمپلكس  .ردي تراريخت شده مورد بررسي و گياه وحشي به فراواني وجود دالاينهاداد كه پروتئينهاي زنجيره تنفسي در 

. ي تراريخت شده و گياه وحشي مشابه بودلاينهاا حدودي تخريب شده بود اما اين امردر تمام ت F1)كمپلكس (زنجيره تنفسي 
در مقايسه با گياه ي تراريخت شده لاينهالكه پروتئيني در  6 پروتئيني منجر شد كهلكه  110به شناسايي  MSآناليز طيفهاي 

كه هيچ تغييرعمده اي كه نشاندهنده تحريك يا  دادان ي شناخته شده نشپروتئينهانگاهي به برخي . دادافزايش نشان وحشي 
  .مسيرهاي متابوليكي باشد وجود نداردبرخي سركوب 

   و انتقال ژن ميتوكندري ,آناليز پروتئوميكي،  GR-RBP2 :كليدي واژه هاي

 Aghdasi46@yahoo.com  :پست الكترونيكي،  09101062204: نويسنده مسئول، تلفن

  مقدمه
يندي پيچيده بوده كه در آفرتنظيم بيان ژن در يوكاريوتها 

يكي از روشهاي اصلي . سطوح مختلفي صورت مي گيرد
 .تنظيم بيان ژن در يوكاريوتها تنظيم پس از رونويسي است

 ،رونويسي شامل پردازش پس ازسطوح مختلف تنظيم 
اين مراحل  در .ستا mRNAپايداري و ترجمه  ،انتقال

 طور مستقيم و يا غير مستقيم صورت ميب تنظيم بيان ژن 
درحالت اول تنظيم بيان ژن با اتصال پروتئين اتصالي . گيرد

RNA اما در شكل دوم پروتئين اتصالي. صورت ميگيرد 

RNA  9(كند عمل ساير فاكتورهاي تنظيمي را تعديل مي 
  .)10 و

اه آرابيدوپسيس شناخته در گي پروتئين 196تعداد تاكنون 
 ،پروتئينهااين . را دارند RNAشده كه توانايي اتصال به 

ناميده RNA Binding Protein يا  RNAاتصالي  پروتئين
يك منطقه غني از اسيد  پروتئينهاگروهي از اين  .مي شوند

اتصالي  پروتئين مينه گليسين در خود داشته و اصطلاحاًآ
RNA  غني از گليسين ياGR-RBP خانواده  .نام دارندGR-

RBP  دارد كه به نامهاي هشت عضو در گياه آرابيدوپسيس
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GR-RBP1 تا  GR-RBP8تمام  ).11، 13( معرفي شده اند
پايانه آميني و يك پايانه اي اين خانواده داراي يك ضاع

در شناسايي پايانه آميني . محافظت شده هستندكربوكسيلي 
RNA ًبه آن  نقش داشته و اصطلاحاRRM  ياNA R 

otifMecognition R پايانه  در. )8، 10( شود گفته مي
نيز يك منطقه غني از گليسين وجود دارد كه به كربوكسيلي 

داشته  نقش پروتئين-پروتئيننظر مي رسد در بر هم كنش 
ها در  GR-RBPانواع شواهد نشان مي دهد كه  .)13(باشد 

 مي كند ءاايفمهمي را  كنترل وقايع پس از رونويسي نقش
ن نشان داده شده است كه برخي از اعضاي همچني. )9، 15(

تنشهاي محيطي نقش  تعدادي ازدر مقاومت به اين خانواده 
 و  GR-RBP7نوان مثال گياهان تراريخت شده بابه ع. دارند

 GR-RBP8 نسبت به سرما مقاوم بوده و يا گياهان
 دنسبت به شوري مقاوم هستن  GR-RBP4باتراريخت شده 

)12.(  

است كه در  GR-RBP2ها  GR-RBPيكي از انواع 
 153از حاصل از اين ژن  پروتئين. جاي داردميتوكندري 
به منظور مطالعه نقش . )13( ساخته شده است اسيد آمينه

GR-RBP2  در مقاومت به تنشهاي محيطي ابتدا ژن مورد
رسي بر پس ازنظر در گياه آرابيدوپسيس تراريخت شده و 

 سوميكئو پروت بيان ژن ريختي و مورفولوژيكي، ويژگيهاي
 گرفته تا در ابتدا آمده مورد بررسي قرار به دستگياهان 

 طبيعي با گياه شاهد موردگياهان تراريخت شده در شرايط 
  .مقايسه قرار گيرند

  مواد و روشها
 -كلمبيا(بذور آرابيدوپسيس  :مواد گياهي و شرايط كشت

 درصد ضدعفوني شده 70نول دقيقه در اتا 5به مدت ) صفر
  .شدندداده  بار با آب مقطر استريل شستشو 5و به دنبال آن 

حاصل از اسيد بذور گياهان تراريخت شده نيز با بخار
در محيط كشت  آب ژاول ضدعفوني شده و -كلريدريك

1/2 MS  به منظور . درصد آگار كشت شدند 8حاوي

به مدت  قبل از انتقال به اتاقك كشت روشكستن خواب بذ
درجه سانتي گراد  4 دماي  روز در تاريكي و در 2- 4

  .نگهداري شدند

ژنوميك PCR :  DNAژنوميك وDNA خالص سازي 
 DNAاستخراج گياه آرابيدوپسيس با استفاده از كيت ويژه 

(The pure gene DNA isolation,Amersham 

Pharmaciabiotec, England)  جداسازي . استخراج شد
و با استفاده از پرايمر هاي  PCRبه روش  ژن مورد نظر
قطعه  PCRبا انجام . ت ويژه صورت گرفتشرفت و برگ

  .تكثير شد 500bpحد واسط به طول تقريبي 

 pGEM-Tدر پلاسميد  GR-RBP2كلون كردن ژن 

Easy Vector  :به منظور تكثير بيشترژن  GR-RBP2 اين
 pGEM-Tدر پلاسميد T4 DNA ligase قطعه توسط آنزيم

Easy Vector  به  پلاسميد نوتركيب سپس. كلون شد
حامل  باكتريهاي. شدند منتقل αDH5سويه  Ecoli باكتري

سيلين  محيط كشت حاوي آمپي پلاسميد نوتركيب بر روي
روش ليز قليايي  به پلاسميد هااين  .گزينش شدند

 از آنزيم استخراج و به منظور اثبات قطعه مورد نظر
ECOR1 استفاده شد.  

 پلاسميدابتدا  : pBIN19/35S/NOSساخت پلاسميد 
pUC18  به كمك آنزيمEcoRV  سپس وبرش داده شده 

 ناقلسپس  .شد سازيآن جدا از CaMV35s-NOS قطعه

pBIN19ه كمك ب EcoR1 و HindIII  برش داده شد و
 ياتعمل .در اين ناقل كلون شد  CaMV35s-NOSقطعه 

 .صورت گرفت T4 DNA ligaseكلون كردن توسط آنزيم 
به منظور جلوگيري از خودجوشي پلاسميد از آنزيم 

پلاسميد  پس از انتقال .الكالين فسفاتاز استفاده شد
گزينش بر روي  αDH5سويه  Ecoli به باكترينوتركيب 

پلاسميد هاي  .محيط كشت حاوي آمپي سيلين انجام شد
نوتركيب به روش ليز قليايي استخراج و به منظور اثبات 

   .استفاده شد Xmn1وXba1 مورد نظر از آنزيمهاي قطعه 
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 pBIN19/35S/NOSدر پلاسميد  GR-RBP2كلون كردن 
پلاسميد ،  GR-RBP2انتقال ژن به منظور:

pBIN19/35S/NOS  با آنزيمSmaI سپس . برش داده شد
در پلاسميد  T4 DNA ligaseژن تكثير شده توسط آنزيم 

  .نوتركيب كلون شد

براي  :گياه آرابيدوپسيساكتريوم و آگروب انتقال ژن به
 pBIN1935S/GR-RBP2/NOSانتقال پلاسميد نوتركيب 

از روش الكتروشوك استفاده  pGV2260به آگروباكتريوم 
انتقال آگروباكتريوم حامل پلاسميد نوتركيب . شد

pBIN1935S/GR-RBP2/Nos  به گياهچه هاي
صورت   Floral Dippingبه روش گلدارآرابيدوپسيس

  .)5( گرفت

از  RNAاستخراج  Q-PCR:و   RNA,RT-PCRاستخراج
 RNeasy plant miniروزه با استفاده از  10گياهچه هاي 

kit (QIAGEN USA, Valencia, CA).  انجام گرفت .
طول  متر درفتواستخراج شده توسط اسپكترو RNAغلظت 

ژنوميك  DNAبه منظور حذف  .تعيين شد 260nm موج
  DNaseواحد از 2تخراج شده با اس RNAاز  نانوگرم 10

(DNA- free, Ambion, Austin, USA)  پس از  .تيمار شد
نانوگرم  PCR  ،1ژنوميك به كمك  DNAتاييد عدم وجود 

. استفاده شد cDNAتيمار شده جهت ساخت  RNAاز 
RT-PCR به كمكM-MLV reverse transcriptase  

(Promega, Madison, WI)انجام شد .Q-PCR تفاده با اس
 ABI-prism 7700 equence detection systemاز دستگاه

به عنوان ژن مرجع   AtACTINو SYBR Green methodو 
مورد توالي پرايمر هاي رفت و برگشت . صورت گرفت

 `(´tcacttcggtgacgttgttg 3: به شرح ذيل مي باشداستفاده 
5´ ,´(5´atgtgacgaccattcagttcct 3 و 
)5´gccaagtgattgtggagactc3´, 

5´gacccaaagacggagactctt3´( . بار تكرار  3اين آزمايش با
   .صورت گرفته است

گياهچه هاي وحشي و در ابتدا  :ميتوكندري ستخراجا
 تراريخت شده آرابيدوپسيس در فضاي گلخانه در شرايط

استخراج  .هفته كشت شدند 3-4به مدت  روز بلند
گرم برگ تازه و به روش  30از  ميتوكندري

به منظور ). 6( نتريفيگاسيون افتراقي صورت گرفتسا
 Protease inhibitorاز پروتئينها وليز ئجلوگيري از پروت

Coctail Complet (Roche, Indianapolis, IN, USA) 
برادفورد و همكاران ميزان پروتئين به روش  .استفاده شد

  .)4( سنجش شده است) 1976(

2D Blue-Native/ Tricine SDS PAGE :  پس از
ه شده به نه تهيونمميزان خلوص استخراج ميتوكندريها 
در  پروتئينميكروگرم از  100 ).3( روش فوق تعيين شد

 6كاپروييك اسي -امينو- ACA )6ميكروليتر از بافر  75
حل  pH 7)ميلي مولار با  50محلول تريس  - ميلي مولار

 10دودسيل مالتوزيد –Nميكروليتر از 15و سپس شده 
 30000دقيقه در  30آنگاه به مدت . آن اضافه شد به درصد

ميكروليتر  20 سپس محلول رويي با. وژ شدنديدور سانتريف
از نوع (ژل آكريلاميد  در از محلول كوماسي بلو مخلوط و

  .بارگيري شد درصد 10ا ت 5/4) گراديان

2D IEF/Tricine SDS PAGE  :ي پروتئينها آناليز
 2D IEF/Tricine SDS PAGEميتوكندري به روش 

 IPG Phore Systemاين روش با استفاده از .صورت گرفت

 Amersham Pharmaciabiotec, England) ( با استفاده از
ميكرو گرم  100). 3( جام شدانImmobilin   Dyestripژل
 8اوره ( Aميكروليتر از محلول قليايي  10در  پروتئيناز 

ميلي  40تريس  - X-100تريتون  درصد 4محلول  - مولار
مولار  1/0 مولار و محلولميلي  50با غلظت  DTT - مولار

 ساعت 1از حل شده و پس  )فنيل متيل سولفونيل فلورايد
از  ميكرو ليتر 340در حرارت اتاق  ه كردنانكوب

همه ژلها با نقره رنگ . به آن اضافه شد  Drystripمحلول
  .آميزي شدند
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پس از  :رمو بررسي اسپكترومتري ج پروتئينهاشناسايي 
بريدن لكه هاي پروتئيني از ژل دوبعدي؛ اين پروتئينها در 

به  mM25 NH4HCO3از محلول  lμ250اپندورف حاوي 
پس از  پروتئينهادر نهايت . دقيقه انكوبه شدند 30مدت 

 gμ 05( از محلول هضم  lμ 20 ليپوفيليزه شدن با 
 از محلول lμ 20در  ] Promega, Madison, WI [ تريپسين 

mM50 (NH4HCO3 درجه  37ساعت در  4به مدت
 lμبه نمونه ها در مرحله بعد . انكوبه گرديدسانتي گراد 

 30اضافه و به مدت  mM 50 NH4HCO3از محلول  100
سپس فاز رويي جداسازي و در ظرفي  .دقيقه انكوبه شدند

  .جداگانه نگهداري شد

خالص سازي پپتيد هاي جداسازي شده با استفاده از 
(Millipore, Bedford, MA) Zip-Tips ازا استفاده و ب 

آناليز پپتيد هاي . صورت گرفت پيوستروش كار 
جداسازي شده به كمك دستگاه اسپكتروفتومتري جرمي از 

سكوانسينگ . صورت گرفت MALDI TOF/ TOFنوع 
 ProteinProbe با كمك برنامه پروتئينهاپپتيد ها و شناسايي 

 BioLynxربوط به نرم افزارم Peptide Sequencing و

Version 3.4, Micromass) (كليه عمليات . صورت گرفت
آمده در سايت  به دستسكوانهاي  همقايس مربوط به

. صورت گرفت  (www.Arabidopsis.org)آرابيدوپسيس
 COMPUTEبه كمك پروتئينها  PIمحاسبه وزن مولكولي و

pI/Mw (www.expasy.ch) صورت گرفت.  

  نتايج
از گياه آرابيدوپسيس  GR-RBP2و خالص سازي ژن تكثير 

 GR-RBP2با انتقال ژن  .صورت گرفت PCRبا استفاده از 
به گياه آرابيدوپسيس و گزينش دانه رستهاي تراريخت شده 

گياهچه  21بر روي محيط كشت حاوي كانامايسين 
   .آمد به دستتراريخت شده 

با ويژگيهاي ريختي گياهان تراريخت شده در مقايسه 
-GRگياهان تراريخت شده با : )صفر- كلمبيا(گياه وحشي 

RBP2 فنوتيپ طبيعي داشته و از  در مقايسه با گياه وحشي
. ندادند نشانرا نظر شكل ظاهري و زمان گلدهي تفاوتي 
بوده و بذر ها  ركليه گياهان تراريخت شده قادر به توليد بذ

   .نيز قابليت رويش داشتند

ور اطمينان از آنكه تغييرات به منظ: بيان ژن بررسي
آمده ناشي از تغييرات در  به دستوميكي ئاحتمالي پروت

 GR-RBP2مورد نظر است بيان ژن  پروتئين mRNAسطح 
در گياه وحشي در مقايسه با گياهان تراريخت شده مورد 

 10بيان ژن در گياهچه هاي تجزيه . بررسي قرار گرفت
بلند  روز رايطدر ش MS 1/2روزه كه بر روي محيط كشت 

صورت  Q-PCRو   RT-PCRكشت شده بودند با روش
نتايج نشان داد كه ميزان بيان ژن در گياهان  .گرفت

 تراريخت شده به طور معني داري از گياهچه هاي وحشي
در  GR-RBP2دهنده بيان ژن  نشان 1شكل  .بالاتر است

 .لاين تراريخت شده است 3گياه وحشي در مقايسه با 
در اين شكل نشان داده نشده  لاينهاژن ساير  بيان تجزيه
  .است

 38و  36، 33لاين  3مطالعات بعدي نيز تنها بر روي 
 2Dدر روي ژل حاصل از تكنيك. صورت گرفته است

Blue- Native/ SDS PAGE  پروتئينهاي متعددي مشاهده
شد كه از آن جمله كمپلكس هاي پروتئيني زنجيره تنفسي 

زنجيره تنفسي تا حدودي  V مپلكسك .را مي توان نام برد
كه اين امردر هر سه لاين تراريخت شده . تخريب شده بود

 Iميزان كمپلكس . و نيز گياه وحشي مشابه بوده است
زنجيره تنفسي نسبت به حالت ابر كمپلكس آن با كمپلكس 

III2 اين امرنيز در كليه گياهان مورد بررسي . كمتر است
  ).2شكل (يكسان بوده است 

به  MSو آناليز طيفهاي  IEF/SDSايج حاصل از تكنيك نت
لكه پروتيئني در گياه وحشي و  110شناسايي حدود 

مشخصات برخي از  1در جدول . تراريخت شده انجاميد
  .پروتئينهاي شناسايي شده آمده است
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  .مورد بررسي لاين تراريخت شده 3در گياه وحشي در مقايسه با  GR-RBP2بيان ژن  -1شكل 

 
  مشخصات تعدادي از پروتئينهاي ميتوكندرياي شناخته شده گياه آرابيدوپسيس  -1جدول 

  شماره لكه                               پروتئين شناسايي شده                             جرم مولكولي
1                                        ATP  سينتاز، زير واحدd       19,5  
2                                        ATP  سينتاز، زير واحد'δ                            ١٨٫۵  
  17,9كيلو دالتوني                18، زير واحد 1كمپلكس                                         3
  18,4     پروتئين ناشناخته ميتوكندريايي                    4
5                 GR-RBP     11,6    
    17,1نوكلئوزيد دي فسفات كيناز                                     9

  18,6منوفسفات دهيدروژناز                  - 5-اينوزيتول                                      10
13                                      ATP  سينتاز، زير واحدδ  22,2   
    22,5سوپر اكسيد دسموتاز                                                                         14
              19,7پروتئين ناشناخته ميتوكندريايي                                                               18
21                                      ATP  24كيلو دالتوني                24سينتاز، زير واحد  
    E1β                    29پيروات دهيدروژناز، زير واحد                                       26
  β             42,4، زير واحد A سوكسينيل كوانزيم ليگاز                                      29
30   ATP تاز، زير واحد سينβ                              54,2   
33                                      NAD                               33,3مالات دهيدروژناز  
  α             31,7، زير واحد A سوكسينيل كوانزيم ليگاز                                     35
  27,3ردكتاز                                       b5سيتوكروم                                      37
  29,1           پورين ميتوكندريايي  41
      29,3پورين ميتوكندريايي                                                                            42
55                                     ATP  سينتاز، زير واحدα                                 ۵۵  

0

0.004

0.008

0.012

0.016

WT line 36 line 33 line 38
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 )الف

 
 )ب

لاين (تراريخت شده  )بو Wt)(گياه وحشي )الفدر 2D Blue-Native/Tricine SDS PAGEژل الكتروفورز حاصل از سيستم  -2شكل 
33(. I : كمپلكسI  ,II  : كمپلكسII , VكمپلكسV F1 , : منطقهF1 كمپلكس V, I+III2 : ابر كمپلكسي از كمپلكسI+III2 زنجيره تنفسي  
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. است 5لكه شماره  GR-RBP2در اين مقايسه پروتئين 
در گياه وحشي بسيار كمرنگ  5ميزان حضور لكه شماره 

بوده، در حالي كه در لاينهاي تراريخت شده امكان 
  ).3 شكل(تشخيص آن به راحتي وجود داشت 

دهد كه در لاينهاي تراريخت  مقايسه اين دو ژل نشان مي
سنتتاز ساب  ATP، پروتئينهاي GR-RBP2شده با ژن 

 - )2لكه ( δ 'سنتتاز ساب يونيت ATP) 1لكه (d يونيت 
پروتيئن  -)3لكه (كيلو دالتوني  18زير واحد  Iكمپلكس 

مونو فسفات اينوزين  5 - )4لكه (ناشناخته ميتوكندريايي 
لكه ( δ ساب يونيتسنتتاز  ATP -)10لكه (دهيدروژناز 

اما در مورد ساير ). 3شكل (افزايش بيان داشته اند ) 13
  .پروتئنها تفاوتي را نشان نمي دهد

نگاهي به برخي پروتيئنهاي شناخته شده ميتوكندريايي 
سوپر اكسيد  -)9لكه (نظيرنوكلئوزيد دي فسفات كيناز

 - )26لكه (پيرووات دهيدروژناز  - ) 14لكه (دسموتاز
) 33لكه (مالات دهيدروژناز NAD - )42و  41 لكه(پورين 

ردكتاز نشان مي دهد كه هيچ تغيير  Bو سيتوكروم 
مشخصي كه نشان دهنده فعال شدن يا سركوب مسيرهاي 

  ).3شكل (متابوليكي باشد وجود ندارد 

  

  
  )الف

  
  )ب                                                                             

  

و وزن مولكولي  10و  3بين  IEPدر) 33لاين (تراريخت شده ) ب Wt),(گياه وحشي ) درالف IEF/SDSژل الكتروفورز حاصل از تكنيك  -3شكل
 سنتتاز ساب يونيت  ATP: 1لكه .با دايره مشخص شده است GR-RBP2محل پروتئين . ژلها با نقره رنگ آميزي شدند. كيلو دالتون 50تا  30بين 

,d 2لكهATP : سنتتاز ساب يونيت' δ,  كمپلكس : 3لكهI  مونو  5:  10لكه  ,پروتيئن ناشناخته ميتوكندريايي: 4لكه   ,كيلو دالتوني 18زير واحد
  .δ سنتتاز ساب يونيت ATP: 13لكه  ,فسفات اينوزين دهيدروژناز
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  بحث
در گياهان نقشهاي متعددي را اندامكي است كه  ميتوكندري

به طور غير مستقيم در فتوسنتز و  اندامك اين. بر عهده دارد
  .نيز يك مرحله از تنفس نوري دخالت دارد

يند آامروزه آناليز پروتئوميك به يك ابزار قوي در تحقيق فر
اين روش در  .هاي پيچيده سلولي تبديل شده است

ولوژي گياهان نيز بسيار موفق بوده يمطالعات ژنتيكي و فيز
ايسه الگوهاي پلي پپتيدي به عنوان مثال مق ).16( است

حاصل از الكتروفورز تأثير شوري را در سنتز پروتئينهاي 
 تغييراتنيز  اخيراً .)1( مي دهدگياه تحت تنش نشان 

در مراحل مختلف باززايي گياهان در  پروتئينهاالگوي بيان 
  ).2(مورد توجه قرار گرفته است نيز شرايط كشت بافت 

دو ه كمك ژل الكتروفورز آناليز پروتئوم ميتوكندرياي ب
توانسته  )در شرايط استاندارد(بعدي و رنگ آميزي نقره 

نتايج ). 14و 11(پروتيئن مختلف را شناسايي كند 650
 يپروتئينهانشان داده كه تعداد كل ژنهاي آرابيدوپسيس كه 

بر طبق . است 2000تا  1500كند بين  ميتوكندري را كد مي
ميزان كل ژنوم از  درصد 10اين مطالعات حدود 

آرابيدوپسيس بايستي پروتيئنهايي را كد كند كه در 
  .)7( ميتوكندري جاي دارد

GR-RBP2   اين پروتئين . ايي استميتوكندري ئينپروتيك
 1- 33مينه هاي آاسيد . مينو اسيد ساخته شده استآ 153از 

سكوانسهاي گذر پروتئين مزبور هستند كه آن را به سمت 
نتايج حاصل از تحقيق  ).13( كند ميتوكندري هدايت مي

حاضر نشان داد كه تراريخت كردن گياه آرابيدوپسيس با 
 ي گياهپروتئينها نوع و غييري در ميزانت GR-RBP2ژن 

در بين . وجود نمي آورده ب آرابيدوپسيس در شرايط طبيعي
مورد بررسي تنها بيان برخي از زير واحد  پروتئين 110

ارتباط با  در. ن داده استسنتتاز تغيير نشا ATPهاي 
كه در مسيرهاي  پروتيئنهاي شناخته شده ميتوكندريايي

نيز شواهدي كه نشان دهنده . متابوليكي اصلي نقش دارند
اين . در مسيرهاي متابوليكي باشد يافت نشده است تغييري

-GR پروتئيننتايج نشان مي دهد كه در شرايط طبيعي 

RBP2 وجود ه ب وتئينهاپرن ساير تغييراتي را در بيا
بيان  GR-RBP2در شرايط استرس  احتمالاً. آورد نمي

دهد كه در مقاومت گياه در شرايط  مييي را تغيير پروتئينها
 بررسي گياهان تراريخت شده در .استرس نقش دارند

مقايسه با گياه وحشي در شرايط استرسي مختلف نظير 
تواند مدعاي فوق را به  سرما و يا خشكي مي ،شوري

  .را در گياهان نشان دهد  GR-RBP2اثبات رسانده و نقش

  سپاسگزاريتشكر و 

به دانشگاه هانوور از دكتر پيتر براون و همكاران ايشان در 
و آناليز  Mass spectrometryجهت همكاري در انجام 

  .و قدرداني مي گرددداده هاي آن تشكر 
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Proteomic analysis of transgenic Arabidopsis plants over 
expressing GR-RBP2 in comparison with Wild Type 

Aghdasi M. 

Biology Dept., Faculty of Science, Golestan University, Gorgan, I.R. of IRAN 

Abstract 

Glycine-Rich RNA Binding Protein2 (GR-RBP2) is one of the eight GR-RBP family members 
in Arabidopsis thaliana which is located in mitochondria after translation. Here we employed a 
proteomic approach to compare transgenic Arabidopsis plants over expressing GR-RBP2 with 
Wild Type. In this study, GR-RBP2 gene was isolated from Arabidopsis and cloned into 
pBIN19 vector. Recombinant vector was transferred to Arabidopsis (Col-0) via Agrobacterium 
tumefaciens by Floral Dipping method. Transformation with full length cDNA of GR-RBP2 
yielded 21 lines. Over expressing plants are indistinguishable from WT seedlings. The whole 
lines are unchanged with regard to flowering time and are fully fertile. Gene expression levels 
were determined in different over expressing lines compare with WT seedlings. The mRNA 
level in over expressing lines was 2 times higher than WT. Proteomic analysis of over 
expressing lines were carried out on two different gel systems: 2D IEF/ SDA PAGE and 2D 
Blue-native/SDS PAGE. All gels were silver stained. 2D gel electrophoresis revealed that GR-
RBP2 was induced in over expressing lines. Results showed that respiratory chain looks very 
much in the same investigated lines and WT. Complex V was partially degraded (F1 complex), 
but this also is the same in all samples. Approximately 110 spots were identified by mass 
spectrometry. Six protein spots were increased in over expressing lines compared to WT. A 
look at some well known proteins showed that there is no major change indicating induction or 
repression of metabolic pathways. 

Keywords: GR-RBP2, Proteomic analysis, Mitochondria, Gene transformation 
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