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 Lycopersicon esculentum cv. Isfahaniبرگ گياه  پروتئيني دربررسي تغييرات 
  با استفاده از تكنيك الكتروفورز دو بعديتحت تنش شوري 

  
  2اكبر احسانپور علي، *1يفريبا امين

  ، اراك، ايراندانشگاه اراك ،دانشكده علوم پايه *1
  ، دانشگاه اصفهان، اصفهان، ايراندانشكده علوم 2

  
  يدهچك

تواند اثري منفـي بـر    خصوص در مناطق خشك و نيمه خشك ميه ي اصلي است و بها يكي از تنش ،شوري آب يا خاك
مولكـولي بـه    يا اي در سطح كل گياه، سطح سلولي و ي پيچيدهها ن با مكانيسمها كه گيا رسد ميبه نظر . توليد محصول بگذارد

ي مخصـوص  هـا  مسـيرهاي سـيگنالي تـنش، پـروتئين     در گيري درها در پروتئينتغيير  ها از جمله اين پاسخ. دهند ميتنش پاسخ 
 براي بررسـي  تحقيق حاضر SDS-PAGEنتايج . هستندتنش  اعمال غير مستقيم با ي باها و پروتئين زدايي تنش اكسيداتيو سم

كيلـو   110و  91، 40ي هـا  كـاهش بيـان پـروتئين    رقم اصفهاني همراه با فرنگي گوجه تحت تنش شوري در ها تغييرات پروتئين
الكتروفـورز دو  . كيلـو دالتـون ريشـه بـود     75و  30كيلو دالتـون سـاقه و    50و  20،26ي ها افزايش بيان پروتئين و برگ يدالتون

دهنده اختلافـاتي در شـدت نقـاط پروتئينـي بـرگ نسـبت بـه گياهـان          نشان ي تحت تنش شوري نيزها ي برگها بعدي پروتئين
 -1 :ي پروتئيني دردو گروه كلي جاي گرفتنـد ها اين لكه. لكه پروتئيني به وسيله تنش تغيير نمودند 18ياه اين گ در. كنترل بود

ياهـان  ي پروتئيني كه در گها لكه -2گياهان تحت تنش شوري افزايش يا كاهش يافته بود و  در ي پروتئيني كه بيان آنهاها لكه
 و متابوليسـم  رشـد بـر  كـه شـوري    دريافـت تـوان   مياز نتايج اين مقاله . شده بودند ناپديد يا گشته و تحت تنش شوري پديدار

بـه تجمـع ياكـاهش     در نهايـت  و گـردد  مـي ي گياهـان  هـا  در بيـان ژن  مـي همچنـين سـبب تغييـرات مه    ،گذاشـته  تـأثير گياهان 
تغييـرات در جهـت    ايـن . آينـد  مـي  ي سلولي بـه وجـود  ها پروتئين عدم توازن در كه در اثر گردد ميمنجر ي مهمي ها متابوليت

 .استبرقراري مجدد هومئوستازي گياه و مقاومت در برابر تنش شوري 

  فرنگي گوجهگياه ، تنش شوري ،الكتروفورز دوبعدي: كليدي هاي هواژ

  
  مقدمه

ي محيطـي بـه وسـيله    ها سازگاري گياهان نسبت به تنش
ايــن . شــود مــيي مولكــولي آبشــاري كنتــرل   هــا شــبكه

نسـبت بـه تـنش، بـراي برقـراري       دهنـده  ي پاسـخ ها مكانيسم
و غشاهاي  ها مجدد هومئوستازي و حفاظت و ترميم پروتئين

در . (Wang et al., 2003)شـوند   مـي آسـيب ديـده فعـال    
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ي زيسـتي كـه   هـا  مقايسه با مقاومت گياهان نسـبت بـه تـنش   
ي پيچيـده ژنتيكـي   هـا  اغلب عوامل تك ژني هسـتند، پاسـخ  

، اينهسـتند، بنـابر   غير زيسـتي چنـد ژنـي    يها نسبت به تنش
ــرل و مهندســي مشــكل  ــراي كنت ــر  ب ــتندت ــاي . هس راهكاره

ي غيـر  هـا  مهندسي گياهـان بـراي مقاومـت نسـبت بـه تـنش      
ي سـيگنالي و تنظيمـي   ها يي كه در مسيرها زيستي بر بيان ژن

ي مقاومت نسبت به تنش ها يي كه پروتئينها يا ژن ،گيرنددر
يي كـه بـه   هـا  يري موجـود در مس ـ ها يا آنزيم ،كنند ميرا كد 

 ،شـوند  مـي منجـر  ي ساختاري و عملكردي ها سنتز متابوليت
  .(Vinocur and Altman, 2005)تكيه دارند 

ي مرتبط با تنش شوري در ها در طي شناسايي پروتئين
 به نام اسموتيني كيلو دالتون 26گياه توتون ، يك پروتئين 

در گياه . (Singh et al., 1987)شناسايي گرديده است 
به نام جرمين شناسايي  يكيلو دالتون 26 ، دو پلي پپتيدجو

شده است كه اين دو پروتئين در پاسخ نسبت به تنش 
  .شوري افزايش يافتند

Lopez  22 نيز يـك پـروتئين   1994و همكاران در سال 
در پاسـخ نسـبت بـه تـنش شـوري در گيـاه        را يكيلو دالتـون 

 Eleusine coracona  ،Umaدر گياه . تربچه پيدا نمودند
كيلـو   54و  24، 23 يهـا  پـروتئين  1995همكاران در سال  و

ــون ــد   يدالت ــاهده نمودن ــوري و خشــكي مش ــنش ش . را در ت
طــي  2002و همكــاران در ســال   Yamada همچنــين

ي مقاومـت نسـبت بـه    ها بررسي مكانيسم مورد تحقيقاتي در
 Bruguiera تــنش شــوري در يــك گيــاه مــانگرو بــه نــام

sexangulaبه نام آلن اكسيد سيكلاز  يمخصوص ، پروتئين
(AOS)  دند كـه در ارتبـاط بـا افـزايش مقاومـت      كررا پيدا

آنهـا ايـن پـروتئين را    . گياهان نسـبت بـه تـنش شـوري بـود     
به طور مشـابه، بيـان پـروتئين مـانگرين در     . مانگرين ناميدند

 ي سلولي ساكاروميسس سرويزيه و گيـاه توتـون نيـز   ها لاين

را افـزايش   هـا  وري در ايـن گونـه  مقاومت نسبت به تنش ش ـ
  .دهد مي

ي مختلـف  هـا  همچنين در ارتباط با نقش آنتي اكسـيدان 
و  Mittova، فرنگي گوجهدر مقاومت نسبت به شوري گياه 

ي بـا  هـا  فرنگـي  گوجـه دريافتند كـه   2002همكاران در سال 
در  L. pennellii مقاومــت بيشــتر نســبت بــه شــوري مثــل

افـزايش بيشـتري در    فرنگـي  گوجـه مقايسه با گونـه زراعـي   
 APXو  )سوپر اكسـيد ديسـموتاز  ( SODيي مثل ها آنزيم

مكانيسم مقاومت نسبت به . داشتند) آسكوربات پراكسيداز(
نسبت بـه تغييـر غلظـت    ، شوري در گياه وقتي كه پاسخ گياه

و شرايط محيطـي كـه گيـاه در آن رشـد      كشت محيطنمك 
  .گردد ميتر  كرده است تغييركند، پيچيده

پروتئوميكس شامل مطالعه تغييرات ساختماني و فراواني 
ي هـا  در پاسـخ نسـبت بـه حـالات نمـوي و تـنش       ها پروتئين

توان در مورد پروتئوميكس تنش  مي ،ايننابرب .محيطي است
شوري يا تنش خشكي با انتظار فهم اين موضوع كه چگونـه  

در سـطح   هـا  و موجودات زنده نسبت بـه ايـن تـنش    ها سلول
بـا اسـتفاده از ايـن    . صـحبت نمـود   ،دهنـد  مـي پاسخ  پروتئين
ــوان  مــيروش  ــروتئين متفــاوت ت جداســازي و را  هــزاران پ

اطلاعاتي مثل نقطه ايزوالكتريك پروتئين، وزن مولكـولي و  
ايـن تكنيـك تنهـا روش    . را تعيـين نمـود  مقدار هر پـروتئين  

توانمندي است كه قادر به شناسايي و تعيين تغييرات پـس از  
بيـان  مطالعـه  بـراي   مناسـبي همچنين ابزار  است نومترجمه ژ

 Zivy and de)است  ها دهنده نسبت به تنش ي پاسخها ژن

(Vienne, 2000 .  
در ريشه گيـاه بـرنج نشـان داد    هاي پروتئوميكس  بررسي

 هــا كــه تــنش شــوري موجــب تغييراتــي كيفــي در پــروتئين 
 22از جمله اين تغييرات، تغييـر در يـك پـروتئين    . گردد مي
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بود كه تحت تـنش شـوري افـزايش بيـان پيـدا       يكيلو دالتون
دهنده نسبت به تنش  ي پاسخها اين پروتئين از پروتئين. نمود
 يپروتئين ديگر. شوند مييا در طي رسيدن ميوه سنتز  است،

كه با آسكوربات پراكسيداز همولوژي دارد نيز تحت تـنش  
ن، تبـديل  ايـن پـروتئي  . در ريشه برنج افزايش بيان پيدا نمـود 

H2O2  كنـد و موجــب   مــيانـدازي   بـه آب و اكســيژن را راه
 Reactive(گونه اكسيژن فعـال  در مقابل  ها حفاظت سلول

Oxygen Species( ي مقـاوم  هـا  گونـه  احتمـالاً . گردد مي
ي هـا  نسبت به تـنش شـوري، بـا توانـايي تجمـع بيشـترآنزيم      

ي كتــان هــا در تخمــك. نماينــد مــياكســيدانت عمــل  آنتــي
ده در شرايط كشـت در شيشـه، مقاومـت نسـبت بـه      ش كشت

تنش شوري با ميزان بالاتر سـطح آسـكوربات پراكسـيداز و    
فيـت افـزايش سـوپر    و ظرهمـراه اسـت    گلوتاتيون ردوكتاز

ــيبيشــتر  موتازاكســيد ديســ ــيش از حــد ژن  . شــود م ــان ب بي
گيـاه آرابيدوپسـيس در    ميآسكوربات پراكسيداز پراكسيزو

ه تـنش اكسـيداتيو را در ايـن گيـاه     گياه تنباكو حفاظت علي ـ
  .(Rajguru et al., 1999)دهد  ميافزايش 

آنزيم ديگري كه در اثر تنش شوري در ريشه گياه برنج 
 Caffeoyl-Coa O Methyltransferase نمايد ميتغيير 

 guaiacylي ليگنين ها است كه نقشي اساسي در سنتز واحد
 syringylي ها دبراي سنتز واح ها مثل حمايت از گوهر مايه

ليگنين دارد كه در تنش شوري در ريشه رقم مقاوم نسبت به 
تغييـرات   احتمـالاً . تنش شوري برنج افزايش بيان يافته است

ي هــا در چــوبي شــدن، در حفاظــت گياهــان در برابــر تــنش
  .(Ye et al., 2001) استزيستي مهم غير

تغييرات الگوي الكتروفورزي برگ گياه  ،اين تحقيق در
رقــم اصــفهاني بــه منظــور بررســي تغييــرات   فرنگــي هگوجــ

پروتئيني برگ اين گيـاه تحـت تـنش شـوري بـا اسـتفاده از       

بررسـي   2DEوالكتروفورز دوبعـدي   SDS PAGEروش 
  .گرديده است
  ها مواد و روش

 ي محلول براي انجام الكتروفورزها استخراج پروتئين

بــرگ ، قطعــات ي محلــولهــا بــراي اســتخراج پــروتئين
در  روز 29كــــه بــــه مــــدت  فرنگــــي گوجــــه نگياهــــا
ي هـا  كشـت  محـيط  و NaClي بـدون نمـك   ها كشت محيط

رشـد   NaClمـولار نمـك    ميلي 160 و 120، 80، 40داراي 
بـه   كـاملاً  ودند به طور جداگانه با كمـك ازت مـايع  كرده ب

ي هـا  سپس بافت نرم شـده بـه لولـه   . صورت پودر در آمدند
بـافر   سـي  سـي  3بافت به گرم  1به نسبت  وژ منتقل ويسانتريف

 ;Tris- HCl, 50 mM; PMSF, 1mM)اسـتخراج  

EDTA, 2mM; Mercaptoethanol, 1mM; pH 
ي حاوي محلـول  ها سپس لوله. افزوده گرديد ها به لوله 7.2)

 rpmروي شيكر با دور  C 4˚ساعت در دماي  3-4به مدت 
 rpmدقيقـه در   25قرار داده شد و پس از آن بـه مـدت    50

 پـــس از آن روشـــناور. وژ گرديـــديســـانتريف C 4˚و 14000
حجم نمونه بـه  1(آوري و به وسيله استون سرد  مربوطه جمع

فريـزر   -C 20˚دو در دماي درسوب داده ش )حجم استون 3
بـه   و پـس از آن مجـدداً   نگهـداري شـد  دقيقـه   20به مـدت  

. وژ گرديـد يسـانتريف  C 4˚در rpm14000دقيقه با  15مدت 
گرديـد و رسـوب   رامـي خـالي   آه ور ب ـدر اين مرحله روشنا

خشك شد و پس از آن به ايـن   كاملاًحاصله در دماي اتاق 
 300 حـــدوداً( اســـتخراجرســـوب مقـــدار كمـــي از بـــافر 

با دقت رسوب موجود حل گرديـد   شده،افزوده ) ليتر ميكرو
 سانتريفيوژ C 4˚در rpm14000دقيقه با  5به مدت  و مجدداً
بـه   هـا  بررسي تغييرات پروتئينبراي  اين روشناورز ا. گرديد
  .(Kim et al., 2001) شداستفاده  SDS-PAGEروش 
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ي پروتئينـي و انجـام   هـا  سازي عصاره تهيه ژل، آماده
   الكتروفورز

ژل تـوده   و درصـد  12اين تحقيق از ژل جدا كننـده   در
ســـازي   بـــراي آمـــاده. اســـتفاده گرديـــد درصـــد 5كننـــده 
ــه هــا عصــاره ليتــر از هــر يــك از  ميكــرو 12ي پروتئينــي، ب
  ميكروليتـــر از بـــافر نمونـــه   3وتئينـــي  ي پرهـــا  عصـــاره

  

(Tris-HCl, 1M; Glycerol, 25%, SDS 10%; 
Bromophenol blue, 1%; 2 mercaptoethanol, 

(0.5 ml; pH 6.8  10بـه مـدت    ها عصارهافزوده گرديد و 
. حرارت داده شد C100˚دقيقه در بن ماري با درجه حرارت

در مـدت زمـان   . تزريق گرديـد  ها چاهك در ها هنمونسپس 
ولت  50در ساعت اول روي دستگاه  انجام الكتروفورز ولتاژ

ــد روي   ــه بع ــاعت دوم ب ــد   100و در س ــيم گردي ــت تنظ ول
(Hames and Rickwood, 1990).  

  بري از ژل آميزي و رنگ ، رنگها تثبيت پروتئين
 30( دقيقه در محلول تثبيـت كننـده   30ابتدا ژل به مدت 

سـپس  . قرار داده شـد ) درصد اسيد استيك 7درصد متانول، 
درصـد متـانول،    40(دقيقه در محلول رنـگ   20ژل به مدت 

گــرم كوماســي  04/0درصــد اســيد اســتيك گلاســيال و 10
رنـگ   به طور كامـل قرار داده شد تا زمينه ژل ) بريليانت بلو

 درصـد  15(محلول رنگ بـر  براي رنگبري از ژل از  .گرفت
 يـك بـه مـدت    )اسيد استيك گلاسـيال  درصد 10ول و متان

 ,Reed et al) روي شــيكر اســتفاده گرديــد بــر ســاعت

سپس براي حفظ نتـايج بـا كمـك جعبـه روشـن و      . (1998
  .عكس گرفته شد ها دوربين ديجيتال از ژل
  و بعديورز دالكتروفبه روش  ها الكتروفورز پروتئين

ايش و كـاهش  يـا افـز   هـا  نوع پروتئين تغيير بررسي براي
 اين آنـاليز . بيان آنها از الكتروفورز دو بعدي استفاده گرديد

 كرده رشد رقم اصفهاني فرنگي گوجه برگ گياهانروي  بر
 .اسـتفاده گرديـد   NaClنمـك   مولار ميلي 160و  80، 0در 

تكــرار در هــر غلظــت نمــك انجــام  3-5ايــن آزمــايش در 
  .گرفت

  عديب الكتروفورز دواستخراج پروتئين براي 
استخراج پروتئين بـراي انجـام الكتروفـورز دو بعـدي بـا      

بـه   ؛انجـام گرفـت   Tsugita and Kamo (1999)روش 
اني كـه يـك مـاه    اهي جوان گيها اين صورت كه ابتدا برگ

ــا ) سأاز ر 1-3( گذشــت مــياز تــاريخ كشــت بــذر آنهــا  ب
 سپس در ،آمدند كاملا به صورت پودر دركمك ازت مايع 
كلرواستيك اسيد  تري% 10(w/v) داراي محلول استون سرد

(TCA)  و (w/v)07/0 ــا ــانول در بت ــه  -C 80˚مركاپتوات ب
دقيقـه بـا    30سـپس بـه مـدت    . ساعت انكوبه شـدند  6مدت 
 سـانتريفيوژ  C 4˚در rpm 30000  بـا دور  سـانتريفيوژ اولترا 

گرديد و پس از دور ريخـتن روشـناور، رسـوب حاصـله در     
تو اتــانول در اســتون داراي مركــاپبتــا  درصــد 07/0محلــول 

mM PMSF  1  وmM EDTA 2   و بـه مـدت    شـد حـل
انكوبه گرديد و پـس از آن بـه    -C20˚ساعت در فريزر يك

 سـانتريفيوژ  C 4˚و در دمـاي  rpm 30000 دقيقه با 30مدت 
يعني تا زماني كه روشناور  ؛بار 4-5اين عمل حدود . گرديد

س از آن پس تكرار شد و پ ،رنگ گرديد كاملا شفاف و بي
از خالي كردن كامل روشناور رسوب حاصله در دماي اتاق 

شـده در   هگرم از پودر ليوفيليز ميلي 5سپس  .ليوفيليز گرديد
ــي 2/0 ــر ميلــ ــول  ليتــ ــولار اوره،  9/9محلــ ــولار  2مــ مــ

Thurea،CHAPS (Zwitterionic detergent)  4% ، 

mM DTT (Dithiothreitol)100 ،    دو درصـد آمفـولين
به صورت سوسپانسـيون درآمـد و در    7تا  pH 4 ودهبا محد

ساعت انكوبه گرديـد و پـس از آن    يكدماي اتاق به مدت 
ــا ــدت   C20˚در rpm 30000 ب ــه م ــه  20ب ــانتريفيوژدقيق  س

ــد ــي     . گردي ــنجش كم ــراي س ــله ب ــناور حاص ــپس روش س
ــروتئين ــا پ ــه  ه ــوردب و  Bradford (1978)  روش برادف
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ــه روش ا  ــي ب ــنجش كيف ــورز دو س ــتفاده  لكتروف ــدي اس بع
  .گرديد

  انجام الكتروفورزدوبعدي
 Iso Electro Focusing (IEF)مرحله اول الكتروفورز 

مقـدار لازم از   بـا  گرم پـروتئين از هـر نمونـه   ميكرو 300
Rehydration buffer  دقيقـه   10بـه مـدت    ومخلوط شد

قرار داده شد تا موجب  C 25˚در دستگاه سونيكاتور با دماي
 ي مخصـوص هـا  سـپس نـوار  . گردد ها تئينحلاليت بهتر پرو

IEF  (IPG)    و مـواد  شـد  را در جـاي مخصـوص قـرار داده
روي هر نوار سپس . اده شده در سراسر نوار پخش گرديدآم
بـه ترتيـب    ها پوشانده شد و نوار Mineral oilليتر  ميلي 3با 
 IPGphorهــا  كــردن ژل Runدســتگاه مخصــوص   در

instrument (Amersham Pharmacia Biotech, 
(UK       چيده شدند و پس ازآن بـه دسـتگاه بـه صـورت زيـر

  :برنامه داده شد
1- Rehydration          7 h 
2- Step-n-hold           30V/5h 
3- Step-n-hold           200V/30 min 
4- Gradiant                500V/1 min 
5- Gradiant                8000V/45 min 
6- Step-n-hold           8000V/9h 
7- Step-n-hold           8000V/8h 

 
انجام ز، ها، بعد دوم الكتروفور شدن ژل Runپس از اتمام 

  .گرديد
 SDS- PAGEدوم الكتروفورز  بعد

 اكريلاميداز ژل  ها پروتئين دوم الكتروفورزبراي انجام بعد 
م انجا Runningطبق برنامه زير عمل  و استفاده گرديد% 30

  :گرفت
Running program 
Step 1                      5 W/1 plate/ 1 h 
Step 2                      10 W/1 plate/ 2 h 
Step 3                      120 W/ ∞ 

  

 گرديد تنظيم C 20˚دما در ها شدن كامل ژل Runمان تا ز
(Laemmli, 1970) .روش به  نيز ها آميزي ژل رنگ

  .(Lee et al., 2007) انجام گرفت قرهنيترات ن
  

  نتايج
 ها پروتئين (SDS-PAGE)الكتروفورز 

هـاي محلـول از    براي بررسـي تغييـرات الگـوي پـروتئين    
 NaClمولار نمك  ميلي 180و  120، 80، 40، 0هاي  غلظت

هاي گياهان كنتـرل و تحـت تـنش     استفاده گرديد و پروتئين
و ريشه گياهـان  جداكشت برگ، ساقه  3شوري همزمان در 

جداكشت، الگـوي   3در هر . به طور همزمان بررسي گرديد
هاي گياهان تحت تـنش بـا گياهـان كنتـرل تفـاوت       پروتئين
در جداكشـت بـرگ بـا افـزايش غلظـت       ،مثالراي ب. داشت

و  91، 40هـاي حـدود    كشـت بيـان پـروتئين    نمك در محيط
در حالي كـه در جداكشـت    ،كيلو دالتون كاهش يافت 110
كيلـو دالتـون    50و  26، 20هـاي حـدود    ه بيـان پـروتئين  سـاق 

در ريشــه نيــز بيــان دو پــروتئين بــا وزن . افــزايش پيــدا نمــود
شـكل  (كيلو دالتون افزايش يافت  75و  30مولكولي حدود 

1.(  
 (DE-2)نتـــايج حاصـــل از الكتروفـــورز دو بعـــدي 

  ها پروتئين
پروتئينـي بـرگ گياهـان    تـر تغييـرات    براي بررسـي دقيـق  

 NaClمـولار نمـك    ميلي 160و  80ي ها ت تنش غلظتتح
بـه منظـور مجـزا    . از الكتروفـورز دو بعـدي اسـتفاده گرديـد    

نمودن پاسخ گياهان نسبت به تنش شوري از تغييرات نموي 
و بـه حـداقل رسـاندن خطـاي      هـا  گياهان در تجمع پـروتئين 

در يـك   ي گياهـان كنتـرل و تيمـار شـده    ها رگب ،آزمايش
 هـاي  در آزمـايش . زمان برداشت شده و آزمايش گرديدنـد 

الكتروفورز دو بعدي، اختلافـاتي در شـدت نقـاط پروتئينـي     
از . بين گياهان كنترل و تحت تنش شوري مشـاهده گرديـد  



 1388ستان و زم پاييز، و دوم شناسي گياهي ايران، سال اول، شماره اولمجله زيست                                                                                                         18

 

 

لكه به وسيله  18لكه پروتئيني بررسي شده،  200بين بيش از 
ثـر تـنش در   ي تغيير يافتـه در ا ها اين لكه. تنش تغيير نمودند

ي پروتئيني كـه بيـان آنهـا    ها لكه -1: سه گروه جاي گرفتند
ي ها لكه -2 ؛در گياهان تحت تنش شوري افزايش يافته بود

پروتئيني كه در گياهان تحت تنش شـوري بـه وجـود آمـده     

ي پروتئينـي كـه در گياهـان تحـت تـنش      ها لكه -3بودند و 
شـكل  (نـد  يافته يا ناپديد شـده بود  ها كاهش شوري بيان آن

3.(  
  

  
هـاي مختلـف    فرنگـي در غلظـت   رقـم اصـفهاني گيـاه گوجـه     (C)و ريشـه  (B) ، ساقه (A)هاي برگ  الگوي الكتروفورزي پروتئين -1شكل 

NaCl.(mM) ) مولار نمك ريشه توليد نشد ميلي 160در.(M  پروتئين ماركر  
  

  
به دست  NaClمولار نمك  ميلي 160و  80هاي صفر،  ياهان در غلظترقم اصفهاني گ فرنگي گوجهجزئيات تغييرات پروتئيني برگ  -3شكل 

هاي  لكه )B؛ .هاي پروتئيني كه بيان آنها در گياهان تحت تنش شوري افزايش يافته است لكه )A :(DE-2)آمده از الكتروفورز دو بعدي 
يان آنها در گياهان تحت تنش شوري كاهش يافته و يا هاي پروتئيني كه ب لكه )C؛ .اند پروتئيني كه در گياهان تحت تنش شوري پديدار شده

  .اند ناپديد گشته
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و  16، 11، 8، 7، 6، 2، 1ي هـا  ي پروتئيني با شـماره ها لكه
، 13، 5، 4، 3ي ها ي پروتئيني با شمارهها ، لكه1در گروه  18
در  12و  10، 9ي پروتئيني ها و لكه 2در گروه  17و  15، 14

ط ايزوالكتريـك و وزن مولكـولي   نقا. جاي گرفتند 3گروه 

). 1جـدول  و  2 شـكل ( تعيـين گرديـد   هر لكه پروتئيني نيـز 
بـه طـور اختصاصـي در     هـا  بسـياري از ايـن پـروتئين    احتمالاً

كـه اثبـات دقيـق ايـن موضـوع       هستندارتباط با تنش شوري 
  .ي بيشتر بعدي استها نيازمند بررسي

  
، (A)فرنگي رقـم اصـفهاني در گياهـان كنتـرل      برگ گوجه (DE-2)ر الكتروفورز دو بعدي هاي محلول د تغييرات الگوي پروتئين -2 شكل

ميكروگرم پـروتئين روي   IEF ،150-100در . روز 29به مدت  (C)مولار  ميلي 160، و NaCl (B)مولار نمك  ميلي 80گياهان رشد كرده در 
. درصد انجام گرفت 5/12هاي  نيز با استفاده از ژل SDS-PAGE. يدلود گرد =pH 3-10سانتي متر به طور خطي و با  24نوارهاي به طول 

  .است شدههاي مختلف به وسيله فلش مشخص  نقاط پروتئيني متمايز در ژل. آميزي نيترات نقره آشكار گرديد نقاط پروتئيني توسط رنگ
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فرنگي كه  هاي برگ گياه گوجه بعدي پروتئين هاي پروتئيني حاصل از الكتروفورز دو نقطه ايزوالكتريك و وزن مولكولي لكه - 1جدول 
  .اند تحت تنش شوري تغيير نموده

 نقطه ايزوالكتريك وزن مولكولي شماره لكه پروتئيني
1 16 4/3  
2 24 4/3  
3 9 2/5  
4 9 5/5  
5 21 6  
6 19 4/5  
7 14 1/7  
8 17 8/4  
9 40 5/6  

10 41 7  
11 22 4/6  
12 24 2/7  
13 26 5/9  
14 8 4/9  
15 21 9/4  
16 25 7  
17 17 6  
18 30 8/6  

  
  بحث

وقتي گياهـان در معـرض تـنش شـوري و خشـكي قـرار       
گيرند، در سطح كل گياه، سطح سلولي و يا مولكولي به  مي

 در هـا  پـروتئين  الگوي توليد بسياري از. دهند ميتنش پاسخ 
نمايـد كـه از جملـه ايـن      مـي  پاسخ به كاهش آب گياه تغيير

ي سيگنالي تـنش،  ها گير در مسيري درها ، پروتئينها پروتئين
ــروتئين ــا پ ــم ه ــي ي مخصــوص س ــيداتيو  زداي ــنش اكس و  ت
بـه طـور   . دننهس ـي با اعمال غير مسـتقيم بـا تـنش    ها پروتئين
زدايـي   سـتازي، سـم  وئموه يي گياه بـراي بقـا  ها پاسخ ،كلي

 ,.Hajheidari et al)اسـت مـواد مضـر و بازگشـت رشـد     

راي مقابله يا كاهش آثار تنش شوري پس گياهان ب .2005)
ي درون هـا  پروتئينميزان و يا  ها بيان ژنالگوي ممكن است 

   .(Kanlaya et al., 2005)يشان را تغيير دهند ها بافت
  

 SDS-PAGE در ها تغييرات پروتئين
در اثـر تـنش    هـا  در چند سال گذشته، تغييـرات پـروتئين  
در مقاومت  ها نشوري به منظور شناسايي و فهم نقش پروتئي

بـه  . اسـت  شـده  مورد توجه بسيار واقع نسبت به تنش شوري
 خصــوصدر ايــن  هــا هنــوز نقــش اكثــر پــروتئين ،هــر حــال
را  هـا  تحقيقات مختلف، تعدادي از پـروتئين . است ناشناخته

انـد كـه    شناسايي كـرده  ،شوند ميكه در اثر تنش شوري القا 
ــدگي پاســخ   ــابي از پيچي ــر بازت ــن ام ــا اي ــه يميايي و ي بيوش

نتيجـه   از. ندهسـت فيزيولوژيك گياهان در برابر تنش شـوري  
اند كه در تنظيم  چندين پروتئين شناسايي شده ،ها اين بررسي

 Maathuis and)انتقــال ســديم يــا پتاســيم نقــش دارنــد 

(Ammtmann, 1999.  
در هر حـال، تغييـرات پروتئينـي بـه بخشـي از گيـاه كـه        

در  مـثلاً  ؛اهي وابسته اسـت شود و طبيعت گونه گي ميمطالعه 
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ي ريشـه و بـرگ   ها گياه برنج مقايسه نقشه پروتئيني پروتئين
در مقايسـه بـا گياهـان     NaClگياهان تيمـار شـده بـا نمـك     

داري را در  كنترل نشان داد كه تيمار شوري تغييـرات معنـي  
در تحقيق حاضر نيـز تيمـار   . كند ميايجاد  ها الگوي پروتئين

 ــ داري در  رات متفــاوت و معنــيشــوري موجــب ايجــاد تغيي
در . رقم اصـفهاني گرديـد   فرنگي گوجه يها الگوي پروتئين

ي هـا  گياه بـرنج تـنش شـوري موجـب افـزايش شـدت بانـد       
كيلو دالتون در  31و 22كيلو دالتون در ريشه و  90پروتئيني 
  .(Kanlaya et al., 2005)گرديد  ها نيام برگ

ش بيـان  در تحقيق حاضر نيز تنش شـوري موجـب افـزاي   
كيلو  75و  30كيلو دالتون ساقه و  50و  26، 20ي ها پروتئين

بيان ايـن   ،بنابراين. دالتون ريشه گياهان رقم اصفهاني گرديد
كه در گياهان كنترل نيـز وجـود دارنـد، بـه طـور       ها پروتئين

در  هـا  ايـن پـروتئين   اختصاصي افزايش يافته است و احتمالاً
. ندهسـت بـه تـنش شـوري     ارتباط با سازگاري گياهان نسـبت 

ي پروتئينـي بـين دو رقـم    هـا  تغييرات متفاوت بعضي از بانـد 
اصــفهاني و شــيرازي نيــز نشــان دهنــده ايــن اســت كــه ايــن  

نشـان داده   هـا  داده(ند هسـت تغييرات وابسته به ژنوتيـپ گيـاه   
ي بـرگ  هـا  در مقابل الگوي پروتئيني پـروتئين  ).نشده است

داري  ني اختلاف معنيگياهان تحت تيمار شوري رقم اصفها
جز اينكه شدت بعضي از ه ب ،نسبت به گياهان كنترل نداشت

 110و  91، 40ي در حـدود  هـا  بانـد  مـثلاً  ،ي پروتئينيها باند
ايـن نتـايج   . كيلو دالتون تحت تيمـار شـوري كـاهش يافـت    

دسـت آمـده از تغييـرات الگـوي پروتئينـي       همشابه با نتايج ب
نج تحـت تيمـار شـوري    ي پهنك بـرگ گيـاه بـر   ها پروتئين

  .(Kanlaya et al., 2005)است 
تواند در اثـر كـاهش ميـزان     مي ها كاهش مقدار پروتئين

ي هيدروليزكننـده  هـا  سنتز پروتئين، افـزايش فعاليـت آنـزيم   
ي در دسترس و يـا دنـاتوره   ها ، كاهش آمينو اسيدها پروتئين

 هـا  يـا پـروتئين   ها ي درگير در سنتز آمينو اسيدها شدن آنزيم
  .باشد

  
 DE-2در  ها تغييرات پروتئين

ي با مقادير ها به ويژه پروتئين ،ها اگر چه مقدار پروتئين
ولي به هر حال،  ،مرتبط است mRNAكم هميشه با ميزان 
مثل  ،دستخوش تغييرات پس از ترجمه ها بسياري از پروتئين

، فسفريلاسيون و گليكوزيلاسيون ها حذف سيگنال پپتيد
 و ها براي فعاليت پروتئين تغييرات نهايتاًشوند كه اين  مي

مطالعه  ،بنابراين. استمهم  تعيين محل درون سلولي آنها
ي گياهان نسبت به تنش شوري درسطح پروتئين ها پاسخ

  .(Shunping et al., 2005)رسد  ميضروري به نظر 
يي كه براي اصلاح گياهان زراعـي  ها به منظور تعيين ژن

كمبود آب در دسـترس گيـاه    و ادي با نمك زيها در محيط
ميـزان بيـان، امكانـات     تغييـر  بـا  mRNAاند، بررسي  اساسي

تعيـين   ،كنـد و بـدون تحقيقـات آينـده     مـي فـراهم   زيادي را
خصوص شـناخت ايـن نكتـه    ه ي كانديداي احتمالي، بها ژن

يـا   ،رونويسي نشـوند  ها mRNAكه ممكن است بسياري از 
مشكل به نظـر   ،تغيير كننددر سطح پروتئين يا فعاليت آنزيم 

زيرا ممكن است اين تغييرات بدون هيچ تغيير قابل  ،رسد مي
گيري در فراواني رونويسي و فقـط بـه علـت تغييـرات      اندازه

 Shunping et) هنگام ترجمه يا ساير سطوح كنترل باشـد 

(al., 2005.  
ي بيشـماري از  هـا  ديده شده است كه پاسخ بسيار فراوان

ي محيطــي وجــود دارد و هــا شــوك طــرف گيــاه نســبت بــه
در اين ارتباط در بين چنـدين نـوع    ها بسياري از تغييرات ژن

مثل تنش سرما، شوري، گرما و تنش اسمزي مشترك  ،تنش
 ،در تحقيـق حاضـر  . (Hajheidari et al., 2005)ند هسـت 

ــنش شــوري ســبب    ــورز دو بعــدي نشــان داد كــه ت الكتروف
نسـبت بـه    تحت تـنش اي در گياهان  اختلافات قابل مشاهده
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توانـد بـه علـت آثـار      مـي ايـن امـر   . گـردد  ميگياهان كنترل 
ي رونويسـي  هـا  ينـد آدارنـدگي تـنش شـوري بـر روي فر    باز
  . (Riccardi et al., 1998)باشد  ها ژن

كـه   تـوان حـدس زد   مـي گيري كلي  به عنوان يك نتيجه
رقم اصـفهاني   فرنگي گوجهتغييرات پروتئيني در برگ گياه 

مقاومت نسبت به تنش شوري اين گياه بـه وسـيله    با افزايش
 هـا  ترين اين مكانيسم مهم. استمرتبط ي متفاوت ها مكانيسم

مــرتبط بــا  بــراي مقاومــت نســبت بــه تــنش شــوري احتمــالاً
در  ها افزايش مقاومت سلول ي متابوليكي است كه بهها مسير

ايـن   تر كه شناسايي دقيق شود ميمنجر مقابله با حالات تنش 
  .ي تكميلي آينده استها آزمايش نيازمند ها نيسممكا
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Abstract 

Plants use complicated mechanisms to respond stress, using proteins involve in signaling 

pathways for detoxification. The results of SDS-PAGE in the present study showed down regulation 

of proteins with 20, 26 and 50 KDa in stem-leaf and 30 and 75 KDa in roots in tomato cultivar 

Isfahani. Two-dimensional electrophoresis of proteins in leaf extract under salt stress showed 

differences in intensity of expression of some protein spots compare to the control. These spot 

proteins can be categorized into 2 groups: 1- protein spots up regulated or down regulated under salt 

stress 2- protein spots which appeared or disappeared under salt stress. It can be concluded that salt 

stress directly or indirectly affects on metabolism.  
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