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 4و رضا محمدی  3، احد یامچی2*، عبدالله حاتم زاده1آزاده مداح

گیلان، رشت،  گروه باغبانی، دانشکده علوم کشاورزی، دانشگاه2گروه باغبانی، پردیس دانشگاهی، دانشگاه گیلان، رشت، ایران، 1

گروه بیوتکنولوژی 4گروه بیوتکنولوژی، دانشکده تولید گیاهی، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی، گرگان، ایران، .3ایران، 

 کشاورزی، تبریز، ایران بیوتکنولوژی پژوهشکده بیوتکنولوژی کشاورزی شمال غرب و غرب، پژوهشکدهکشاورزی، 

 (21/09/1396: نهایی پذیرش یختار ،04/06/1396: دریافت تاریخ)

 

 

 چکیده

 Festuca arundinaceaفسکیوی بلند )در این تحقیق اثرات قارچ اندوفایت متعلق به جنس نئوتیفودیوم که به صورت همزیست اجباری با 

schreb )استرس خشکی  باشد و تنش خشکی، روی تغییرات پروفیل پروتئینی این گونه مورد بررسی قرار گرفت. برای مقاومت به می

یاهان حاوی روز از استقرار گ 20از گذشت  پس .های بیان پروتئین قرار گرفتندگیاهان دستخوش تغییراتی مانند تغییرات در ژن و پروفیل

 یطشامل شرای آب یمارهایخاک مورد استفاده، ت یشاتدرون گلدان، بر اساس آزما (-E( و بدون قارچ اندوفایت )+Eقارچ اندوفایت )

 آزمایشدرون گلدان در گلخانه اعمال شد. ، مزرعه(  یت% ظرف25روز ) 14مزرعه(، تنش خشکی به مدت  یت% ظرف100شاهد ) یا مطلوب

. نتایج طیف سنجی جرمی نشان داد که اعمال تنش در گیاهان تکرار اجرا شد دوتصادفی در  کاملاً طرح قالب در فاکتوریل صورت به

بیان سه پروتئین را که در مسیر چرخه کالوین دخالت داشتند تغییر  E-نسبت به  Eدر گیاهان + فسکویی بلند تحت شرایط تنش خشکی

فسفات  -3-(، گلیسرآلدهیدA13بیس فسفات کربوکسیلاز )آنزیم روبیسکو( )لکه  -5و1-داده است. سه پروتئین مورد نظر شامل ریبولوز

 -7و1 -فسفات دهیدروژناز و سدوهپتولوز -3-( بودند. گلیسرآلدهیدA1که بیس فسفاتاز )ل -7و1 -( و سدوهپتولوزC7دهیدروژناز )لکه 

برابر کاهش بیان 25/0و 183/0( نسبت به شرایط کنترل Eبیس فسفاتاز به ترتیب در شرایط تنش در گیاهان آلوده به قارچ اندوفایت )+

برابر افزایش بیان داشته است از طرفی آنزیم روبیسکو در  1/12و  4/2( نسبت به شرایط کنترل E-است ولی در گیاهان بدون اندوفایت ) داشته

کاهش بیان داشته است. به طور کلی تنش  E- ،7/0برابر افزایش بیان و در گیاهان  E+ ،2/61شرایط تنش خشکی نسبت به کنترل در گیاهان 

دهد ولی با همزیست شدن گیاه با  کاهش می زند یعنی پتانسیل چرخه کالوین را در گیاهمیخشکی در گیاهان به سیستم فتوسنتز صدمه 

  شود. شود و تنش در گیاه همزیست نسبت به کنترل درک نمی موجودات میکوریزا مانند اندوفایت و ریزوبیوم این کاهش پتانسیل جبران می

 

 های کلیدی: اندوفایت، پروتئومیکس، تنش خشکی، روبیسکو، سدوهپتولوز، گلیسرآلدهیدواژه

 

 مقدمه

 ( گياهيFestuca arundinacea schrebي بلند )فسكيو

كه داراي  باشدميچمني  و اي دگرگشن، علوفه سردسيري،

ژنوم هگزاپلوئيد است. در اين گياه و بعضي گياهان مشابه 
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به  هاي اندوفايت متعلق به جنس نئوتيفوديوم اي از قارچ دسته

شوند. در اين رابطه ميهاي اجباري مشاهده  مزيستت هصور

زيستي، از يك طرف گياه مواد فتوسنتزي و معدني را براي هم

 هاي اندوفايت  كند و از طرف ديگر قارچ قارچ فراهم مي

هاي  توانند موجب افزايش رشد، محافظت در مقابل استرسمي

ها، خشكي، سرما، مانند آفات و بيماري -زنده و غير زنده 

جموع م دماي بالا، كمبود مواد معدني خاك و غيره شوند.

جمعيتي با سازگاري  ،اثرات اين قارچ بر روي فسكيوي بلند

 Hill et) در دامنه وسيعي از شرايط اقليمي و جغرافيايي است

al., 1991). بر روي  نئوتيفوديومهاي  بطور كلي وجود قارچ

خصوصيات فيزيولوژيكي فسكيوي بلند در واكنش به تنش 

( بيان 1995) West و  Elmiگذارد.  ميثير أتخشكي و بازيابي 

( تحت تنش +Eهاي آلوده به اندوفايت ) كردند كه پنجه

هاي بدون  خشكي تنظيمات اسمزي بيشتري در مقايسه با پنجه

 +Eفسكيوي بلند  هاينمونههمچنين دارند.  -Eقارچ اندوفايت 

پس از تنش خشكي بازيابي بهتري   -Eهاي نمونهبا  سهدر مقاي

تنش  .(Elbersen and West, 1996ت )از خود نشان داده اس

باشد كه از فاكتورهاي ميخشكي بزرگترين استرس محيطي 

محدود كننده رشد و توسعه گياهان و كاهش عملكرد آنها در 

 ,.Waraich et alباشد ) محصولات كشت شده در كل جهان مي

(.گياهان براي مقاومت به استرس خشكي براي سازگاري 2011

تي شدند. اين فرايند نيازمند با اين تنش دستخوش تغييرا

( و الگوي Harb et al. 2010تغييرات در ميزان بيان ژن )

 .Plomion et alباشد )ميهاي موجود و مقدار آنها پروتئين

2006; Aranjuelo et al. 2011 تعداد زيادي از مطالعات اخير .)

هاي غير زنده  هاي متنوعي تحت تنشگونهپروتئوميكس روي 

( Jorge et al. 2006; Vincent et al. 2005)مانند خشكي 

 Manaa(، شوري بالا )Toorchi et al. 2009هاي اسمزي ) تنش

et al. 2011( دماي پايين )Cheng et al. 2010( و گرما )Lee 

et al. 2007هاي ديگري وجود دارد  ( انجام شده است. گزارش

دهد مدركي به واسطه اندوفايت در تحمل به  كه نشان مي

 ,.H Tian et al., 2015; White et al) شكي وجود نداردخ

(. بنابراين اثرات اندوفايت در پاسخ به خشكي در 1992

 Assuero etها سازگار نيست ) فسكيوي بلند در تمام ژنوتيپ

al., 2000و ساختاري  هاي ملكول ها  پروتئين كه آنجا (. از 

 هاي ستمسي كامل شناسايي جهت آنها مطالعه هستند عملكردي

( با روش 1993لانگ و همكاران ) .است ضروري زيستي

SDS-PAGE بر روي گياهچه جوان و  به مطالعه اثر تنش گرما

فسكيوي بلند نشان دادند كه در گياه بالغ  E-و  E+ گياه بالغ

E+، بيان بيشتري نسبت به تيمارهاي ديگر  آنزيم روبيسكو

ها نمونهنها در اين كيلو دالتوني نيز ت 20داشته و يك پروتئين 

و  Ghazanchian. (Long et al., 1993 ) مشاهده شده بود

بعدي به بررسي  ( با استفاده از الكتروفورز دو2007همكاران )

 Elymusبلند ) علف گندمي پاتغييرات پروتئوم برگ در گياه 

elongatum Host تحت شرايط استرس خشكي و پس از )

پروتئيني كه بر روي هر يك از  600دوباره پرداختند. از ياري آب

پروتئين بطور تكرار پذير و  58بعدي مشاهده شد  هاي دوژل

تغيير معني داري در بيان را نشان دادند. در پاسخ به خشكي 

رات معني داري در بيان و يتغي شديد تنها اسيد آبسيزيك

(. در اين تحقيق Ghazanchian et al., 2007)موقعيت نشان داد

فايت و تنش خشكي روي تغييرات پروفيل پروتئيني اثرات اندو

جايي گونه فسكيوي بلند مورد بررسي قرار گرفته است و از آن

كه چنين گزارشي در مورد گونه فسكيوي بلند ارائه نشده 

است، لذا نتايج اين تحقيق درك ما را نسبت به پاسخ مولكولي 

 گياه فسكويي بلند، تحت تنش خشكي در همزيستي گياه با

 اندوفايت را بالا خواهد برد.

  

 ها مواد و روش

پابلند  كيويمنظور توليد بذر چمن بومي فس بهگیاهی:  مواد

كه حاوي  Fa-fa-83-Aيك ژنوتيپ بومي با نام اختصاري 

باشد به عنوان والد مادري با يك ميقارچ همزيست اندوفايت 

ده به عنوان پايه پدري تلاقي دا Rebelژنوتيپ از رقم تجاري 

شد. هدف از اين تلاقي انتقال صفات مناسب چمني نظير رنگ 

 حاويسبز تيره، پاكوتاهي و باريكي برگ به ژنوتيپ بومي 

حاصل از اين تلاقي از  F1باشد. بذور  قارچ اندوفايت مي

ژنوتيپ بومي گرفته شده تا حاوي اندوفايت باشد. چون 
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. ابدي مي انتقال نتاج به مادري والداندوفايت از طريق 

از  حاوي اندوفايت بلند كيويژنوتيپ فس يها ياهچهگ

شمال  يوتكنولوژي كشاورزيموجود در پژوهشكده ب كلكسيون

. جهت همسان شدند واقع در تبريز تهيهكشور  و غرب غرب

با استفاده از روش تقسيم  Eياهچه +گ يكها،  نمونه شدن

 -E ياه ياهچهگ يهته يو برا شدند يرتكث ماه 2 مدت به ها پنجه

 10دو مرتبه با فاصله  يرتكث يلدر اوا E+ يهانمونهاز  يتعداد

گرم در ليتر  2روز توسط قارچ كش پروپيكونازول با غلظت 

 شدند. يمارماده مؤثره ت

 يبررس برگ: غلاف در اندوفایت قارچ وجود تست

آلودگي به قارچ اندوفايت با استفاده از رنگ آميزي رزبنگال 

با حل  يزيكه محلول رنگ آم يبتتر ين. بدگرفتصورت 

درصد  5ل وليتر اتان ميلي 5/99گرم پودر رزبنگال در  5/0كردن 

سانتيمتري  5 – 6غلاف برگ از  نمونه سپس گرديد، تهيه

 درون و شدهخرد  يمترسانت 1بالاي يقه گرفته شد و به طول 

قطره  يترل يليم 5/0 مقدار. شد داده قرار ليتر ميلي 5/0 تيوبهاي

 20 – 30و  ريخته تيوب درونحلول رنگي استاندارد را از م

تا رنگ جذب بافت گياهي شود. سپس رنگ  يمصبر كرد دقيقه

را با استفاده از  ياضافي با آب مقطر شسته و رطوبت اضاف

 داده شدقطعات طوري روي لام قرار  و شدگرفته  يكاغذ صاف

بالا باشد. لامل روي  سمتكه قسمت داخلي غلاف برگ به 

 گرديد نمونه گذاشته و با ميكروسكوپ مشاهده 

(Saha et al., 1988). 

 ياهانروز از استقرار گ 20از گذشت  پس تنش خشکی:

خاك مورد استفاده،  يشاتدرون گلدان، بر اساس آزما

 در فاكتوريل ورتص به آزمايش. نداعمال شد يآب يمارهايت

 يمارهات ينتكرار اجرا شد. ا دوتصادفي در  كاملاً طرح قالب

مزرعه(، تنش  يت% ظرف100شاهد ) يامطلوب  يطشامل شرا

در ژنوتيپ مزرعه(  يت% ظرف25روز ) 14خشكي به مدت 

وجود و عدم وجود قارچ اندوفايت بودند  گياهي والد مادري و

 و كشاورزي علوم دانشگاه يقاتيكه درون گلدان در گلخانه تحق

 اعمال شد. گرگان طبيعي منابع

ميلي گرم از  200مقدار  استخراج پروتئین و تعیین غلظت:

هاي چيني جداگانه، با  بافت برگ پرچم رقم والد در هاون

هاي مجزا منتقل شدند. استفاده از ازت مايع، پودر و به تيوب

همكارانش استخراج پروتئين با روش تغييريافته دامروال و 

براي سنجش مقدار پروتئين  .(1389( انجام شد )يامچي، 1986)

و بر اساس دستورالعمل  2D Quant (GE Healthcare)از كيت 

كيت انجام گرديد. براي تعيين غلظت پروتئين از دستگاه 

 نانومتر استفاده شد. 480اسپكتوفوتومتر با طول موج جذب 

 نوارهاي خشك الکتروفورز دو بعدی و رنگ آمیزی ژل:

(18 cm 3-11 NL, immobline dry stri, IPG Amersham 

Biosience)  200ميكروليتر بافر ليز كننده حاوي  300در 

در   IPGphor(GE Healthcare) ميكروگرم پروتئين در دستگاه

ساعت  12 گراد بدون جريان الكتريكي به مدت درجه سانتي 20

هاي  براي تثبيت لكهقرار گرفتند. سپس دستگاه روشن شده و 

استفاده  IPGphorاز برنامه زير در دستگاه  (Focusing) پروتئين

ساعت،  2ولت به مدت  500ساعت،  2ولت به مدت  300شد: 

ساعت و افزايش تدريجي ولتاژ تا  2ولت به مدت  1000

ولت به مدت  8000در  ساعت و نهايتاً 5ولت در عرض  8000

 IPG(. نوارهاي 1389چي، ولت ساعت تنظيم شد )يام 60000

دقيقه در بافر اشباع  15بعد از الكتروفورز بعد اول به مدت 

، 8/8ميلي مولار با اسيديته  50كلر -مولار، تريس 6شامل اوره 

( SDSدرصد، سديم دودسيل سولفات ) 1( DDTديتيوتريتول )

درصد و مقدار كمي بروموفنل بلوقرار  30درصد، گليسرول  2

دقيقه ديگر در همان بافر ولي با  15گرفته سپس براي 

قرار گرفتند.  DTTدرصد به جاي  5/2جايگزيني آيدواستاميد 

با غلظت  SDS-PAGEهاي  بالاي ژل به IPGسپس نوارهاي 

ميلي  30اكريل آميد منتقل شد و در جريان ثابت  درصد 5/12

 4ميلي آمپر به مدت  105دقيقه و سپس  30آمپر به مدت 

گراد  درجه سانتي 20در  SDS-PAGEژل  3ساعت براي 

-SDSهاي  (. در مرحله بعد ژل1389الكتروفورز شد )يامچي، 

PAGE  در محلول رنگ آميزي حاويColloidal CBB G-250 

ها ابتدا  براي اين كار ژل .(Candiano et al. 2004) رنگ شدند

درصد(  40درصد و متانول  10در محلول تثبيت )اسيد استيك 

دقيقه  30عت قرار گرفتند و بعد از آن به مدت به مدت يك سا
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ساعت در  30در آب دو بار تقطير شستشو شدند و سپس براي 

درصد،  20درصد، متانول  10محلول رنگ آمونيوم سولفات 

 CBB G-25012/0 درصد و كوماسي بلو  10فسفريك اسيد 

 آميزي توسط اسكنر ها بعد از رنگ درصد قرار گرفتند. ژل

(Image scanner) (GE Healthcare)  اسكن شدند و از نرم

  Image master 2D platenium ver.6 (GE Healthcare)افزار

ها در  براي تجزيه وتحليل تصاوير استفاده شد. نسبت اندازه لكه

ها بر اساس درصد حجم به كمك نرم افزار محاسبه  بين ژل

 Scotterهاي پروتئين به روش  نحوه نرمال سازي لكه گرديد.

plot ( بودSalekdeh et al., 2002 .) آزمايشات الكتروفورز

 دوبعدي در دو تكرار بيولوژيك انجام شد.

با توجه به عدم وجود دستگاه  آزمون طیف سنجی جرمی:

هاي بدست آمده در داخل كشور، لكهمناسب براي تعيين توالي 

ده از روي ژل اكريل آميد بريده شپروتئين با بيان افتراقي ها لكه

 .Shevchenko, et alو پس هضم با آنزيم تريپسين طبق روش )

براي از دانشگاه دانمارك جنوبي توالي يابي شدند. ( در 1996

( و ACN% )100بين بردن رنگ كوماسي بلو از استونيتريل 

دقيقه روي شيكراستفاده شد. در مرحله  15سپس آب به مدت 

محلول ديتيوتريتول  ها ازپروتئينبعد براي احيا و آلكيله شدن 

(DTT( )Apollo Scientific LTD,BIMB1015 حاوي )495 

 DTT 1ميكروليتر  5مولار و  1/0ميكروليتر آمونيوم بي كربنات 

ميكروليتر از اين محلول روي قطعات ژل  50مولار به مقدار 

درجه سانتي گراد شيكر شده و سپس  56دقيقه در  20به مدت 

ميلي گرم در ميلي  10اميد حاوي بلافاصله در محلول يدواست

ميلي مولار در آمونيوم بي كربنات  55ليتر يدواستاميد 

NH4HCO31/0  دقيقه در مكاني تاريك قرار  30مولار به مدت

مولار شستشو شدند. در  NH4HCO3 1/0با  گرفت و نهايتاً

( Promega Seq grade modified,V5111)ادامه آنزيم تريپسين 

 .رم در هر ميكروليتر به هر لكه ژل افزوده شدنانو گ 6با غلظت 

 30 و بادقيقه محلول تريپسين اضافي حذف شد  30بعد از 

ميلي مولار بدون تريپسين جايگزين  NH4HCO350ميكروليتر 

درجه سانتي گراد قرار  37ساعت در  24و به مدت شد 

ميلي گرم در ميلي  5ميكروليتر محلول ماتريكس ) 245گرفتند. 

% و تري فلوئوريك استيك 70فا سيانو + استونيتريل ليتر آل

جهت  درصد( روي صفحه ماتريكس مالدي TFA 1/0اسيد 

ميكروليتر از  10انجام طيف سنجي جرمي تزريق شد. سپس 

هاي آماده شده روي تيپي هر نمونه با استفاده از عصاره

صفحه مالدي تزريق شد. سپس صفحه مالدي را در دستگاه 

براي  MALDI TOF/TOF 4800 PLUS (sciex) هآناليز كنند

ها قرار داديم و سرانجام نتايج حاصله به نمونهآناليز كردن 

هاي موجود در  با پروتئين MASCOTكمك نرم افزار 

هاي اطلاعاتي مقايسه و پروتئين موجود در هر لكه  بانك

شناسايي شد. پارامترهاي مورد استفاده براي نرم افزار 

MASCOT :شامل (C)carbamidomethyl  عنوان تغيير  به

به   oxidation(M) و  deamidated(NQ)ثابت پروتئين و 

 .عنوان تغييرات متغيير به نرم افزار معرفي شدند

 

 نتایج و بحث

پس از انجام الكتروفورز های الکتروفورز:  نتایج و آنالیز ژل

( و Tدوبعدي الگوي پروتئوم گياهان در شرايط تنش خشكي )

( و بدون +E( در گياهان آلوده به قارچ اندوفايت )COرل )كنت

با استفاده  هاي الكتروفورز ( در بررسي و آناليز ژل-Eاندوفايت )

( كه لكه 1نشان داده است )جدول  2D-Plateniumاز نرم افزار 

C7 +( در شرايط تنش در گياهان آلوده به قارچ اندوفايتE )

ر نسبت به شرايط كنترل هاي علامت گذاري شده در زي در لكه

برابر كاهش بيان داشته است، از طرفي در شرايط تنش  183/0

نسبت به شرايط  C7( در لكه E-در گياهان بدون اندوفايت )

 A1(. لكه 1برابر افزايش بيان داشته است )جدول  4/2كنترل 

برابر  E+ ،25/0در شرايط تنش نسبت به كنترل در گياهان 

برابر افزايش  E- 1/12ولي در گياهان كاهش بيان داشته است 

در شرايط تنش  A13هاي لكه(. در 1بيان داشته است )جدول 

برابر افزايش بيان  E+ ،2/61خشكي نسبت به كنترل در گياهان 

 (.1دول كاهش بيان داشته است )ج E- ،7/0و در گياهان 

 پس از انجام طيف سنجينتایج طیف سنجی جرمی: 

م افزار مس كات نشان داده است كه در ها با نر جرمي، بررسي

  3هاي اندوفايت شرايط تنش خشكي و كنترل و تحت اثر قارچ
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( و Tها تحت شرایط تنش خشکی )لکهو مقایسه  MASCOTنتایج مربوط به آنالیز طیف سنجی جرمی با استفاده از نرم افزار  -1جدول 

 E–و  E( مربوط به چمن های+coکنترل )

Spo

t 

Genotyp

e 

Best 

matching 

gene 

product 

Teoretica

l MW 

(KD)/PI 

VOLE- 

T/CO 

VOL E+ 

T/CO 
Accssion  

Number 

Identified 

fragment peptides 

sequence 

Spots Fig. 

C7 Parent 

glyceralde

hydE-3-

phosphate 

dehydroge

nase 1  

6.40 / 

36509.85 

2.4 

 

0.183 

 

ACV860

34.1 

 

VALQCPDVEL 

VAVNDPFITTD

YMTYMFK;NPE

EIPWASAGAD

YVVESTGVFTD

K;TVDGPSSQD

WR;VPIVDVSV

VDLTVRLEK 
 

A13 Parent 

ribulosE-

1,5-

bisphosph

ate 

carboxyla

se small 

subunit, 

partial 

8.59 / 

18810.74 
0.697 61.2 

AAF079

42.1 

SNAG 

LGSVSNGGR; 

WVPCLEFSK;E

VEE 

VK;EYPDAYVR 

 

A1 Parent 

Sedoheptu

losE-1,7-

bisphosph

atase 

5.04 / 

56077.75 
12/16 0.255 

S17P_SP

IOL 

SSSLFGESLRM

TTK;CELGDSL

EEFLAK;TASC

GGTQCVNTFG

DEQLAIDVLAD

K;LTGVTGR;YT

GGMVPDVNQII

VKEK 

 
 

 

 -5و1-ريبولوز :هاي ماند به نا نوع پروتئين بيشتر دخيل بوده

(، A13بيس فسفات كربوكسيلاز )آنزيم روبيسكو( )لكه 

( و C7فسفات دهيدروژناز )لكه  -3-گليسرآلدهيد

 .(1( )جدول A1بيس فسفاتاز )لكه  -7و1 -سدوهپتولوز

هاي الكتروفورز نشان داده  همانطور كه نتايج آناليز ژل

شرايط است، آنزيم روبيسكو در شرايط تنش خشكي نسبت به 

افزايش بيان  +Eكاهش بيان و در گياهان  -Eكنترل در گياهان 

 Eنسبت به  +Eاست همچنين آنزيم روبيسكو در گياهان   داشته

در شرايط كنترل و تنش افزايش بيان داشته است. از طرفي 

 -7و1-فسفات دهيدروژناز و سدوهپتولوز -3-گليسرآلدهيد

 ها Eيط كنترل در +بيس فسفاتاز، در شرايط تنش نسبت به شرا

اند. از طرفي  افزايش بيان داشته E-كاهش بيان ولي در گياهان 

افزايش بيان ولي  Eنسبت به + E-در شرايط تنش در گياهان 

افزايش بيان ديده   -Eنسبت به Eدر شرايط كنترل در گياهان +

(. نتايج طيف سنجي جرمي نشان داد 2 و 1شده است )شكل 

ن فسكويي بلند تحت شرايط تنش كه اعمال تنش در گياها

هايي كه تغيير بيان  پروتئين E-نسبت به  Eخشكي در گياهان +

پيدا كردند در مسير چرخه كالوين دخالت داشتند. كراسو و 

هاي خشكي شديد  ( يافتند كه در موقعيت2009همكاران )

هاي پاسخگو در گليكوليز، گليكوژينزيس، چرخه  پروتئين

مهارگونه، بيوسنتز آمينواسيد، مكانيسم كالوين، اكسيژن فعال 

 دفاعي و تنظيم ويرايش بعد از رونويسي دخيل هستند. به طور

 ميزندكلي تنش خشكي در گياهان به سيستم فتوسنتز صدمه 

 دهد ولي بايعني پتانسيل چرخه كالوين را در گياه كاهش مي
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( و Aزبنگال در چمن فسکیوی بلند آلوده به قارچ اندوفایت )شاهد( )نمونه ای از مشاهده میکروسکوپی پس از رنگ آمیزی ر -1شکل 

 (Bچمن عاری از قارچ اندوفیت پس از تیمار با قارچ کش پروپیکونازول )

 

همزيست شدن گياه با موجودات ميكوريزا مانند اندوفايت و 

شود. با همزيست شدن  ريزوبيوم اين كاهش پتانسيل جبران مي

لند توانمندي عملكرد و رشد گياه اندوفايت در فسكويي ب

 +Eافزايش پيدا كرده به طوريكه اعمال تنش خشكي روي گياه 

اثر منفي نداشته بلكه باعث افزايش بيان ژن در گياه شده لذا 

در شرايط تنش تقويت شده  +Eتوان رشد و فتوسنتز در گياه 

است و آزمايشات پروتئوميكس نشان داده است كه با اعمال 

كاهش  E-( در گياهان RUBPيل بيان ژن روبيسكو )تنش پتانس

برابر شرايط تنش مي  43/1يابد )اين بيان در شرايط كنترل  مي

ميزان بيان آن در شرايط  Eباشد( ولي برعكس در گياهان +

درصد پروتئين  40برابر(. بيش از  21/61يابد ) تنش افزايش مي

 Tiaz andدهد ) محلول كل برگ را آنزيم روبيسكو تشكيل مي

zeiger, 1998هاي كوتاه مدت از روبيسكو به تنش  (. پاسخ

خشكي مشخص نيست، و در مطالعات مختلف نتايج متناقضي 

هاي مهم در ارقام مقاوم به تنش  به دست آمده است. از ويژگي

خشكي كنترل عملكرد روزنه اي جهت تغليظ دي اكسيد كربن 

(CO2در كلروپلاست سلول ) ور فرآيند هاي مزوفيل به منظ

اين افزايش بيان  .(Rahbarian et al., 2011فتوسنتز است )

دهد كه قارچ  نشان مي -Eنسبت به  Eپروتئين در گياهان +

اندوفايت يا باعث افزايش بيان ژن روبيسكو شده يا باعث 

افزايش نيمه عمر روبيسكو شده است و نگذاشته است كه 

  -Eبالاتر از Eتخريب شود بنابراين ظرفيت فتوسنتز در +

اين مطلب مطالعات مختلف نشان داده ييد أتخواهد بود كه در 

است كه كاهش نتايج ظرفيت فتوسنتزي ناشي از بازسازي 

. (Giménez et al., 1992)باشد  بيس فسفات مي-5و1ريبولوز 

ها با ميزان سنتز و تخريب كنترل  مقدار روبيسكو در برگ

شود. حتي در شرايط تنش خشكي هولو آنزيم روبيسكو با  مي

. (Webber et al., 1994)پايدار است  نيمه عمر چند روز نسبتاً

 ,.Bartholomew et al)اما تنش خشكي در گوجه فرنگي 

 Vu)و برنج  (Williams et al., 1994)، آرابيدوپسيس (1991

et al., 1999)  منجر به كاهش سريع در فراواني رونوشت

است كه ممكن است كاهش  زيرواحد كوچك روبيسكو شده

پژوهش  نشان دهد كه اين نتايج نيز موافق با نتايج ايسنتز را ن

در شرايط تنش بوده است. با همزيست  -Eدر مورد گياهان 

هاي ژنشدن اندوفايت در فسكيويي بلند در گياه قدرت بيان 

( و GA3Pفسفات دهيدروژناز ) -3-گليسرآلدهيد

 -E( نسبت به گياه S1,7BPبيس فسفاتاز ) -7و1-سدوهپتولوز

دهد بدليل  ط تنش كاهش پيدا كرده كه اين نشان ميدر شراي

وجود قارچ اندوفايت گياه تنش را احساس نكرده است و 

بجاي عكس العمل دفاع به رشد عادي خود ادامه داده است. 

به دليل  ATPاي شامل: كاهش مقدار  هاي غير روزنه محدوديت

(، كاهش Tezara et al., 1999سينتاز ) ATPكمبود فعاليت 

 ,.b (Moran et alار كلروفيل كل به خصوص كلروفيل مقد

 هاي فتوسنتتيك شامل سدو ( و كاهش سطح آنزيم1994

 (،TK(، ترنس كتولاز )SBPبيس فسفات )-7و1-هپتولوز

NADP -فسفات دهيدروژناز )-3-گليسرآلدهيدNADP- 
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( و CO( در شرایط کنترل )-Eو عاری از قارچ اندوفایت ) (+Eهای فسکویی بلند حاوی قارچ اندوفایت )چمنالگوی پروتئوم  -2شکل 

 (Tتنش خشکی )
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GAPDHبيس فسفات كربوكسيلاز/اكسيژناز -5و1-( و ريبولوز

(. با اين Bayramov et al., 2010باشد) )روبيسكو( اكتيواز مي

( اعلام كرد در تحقيقي به طرز شگفت 2000حال اسپيرينگ )

سفات كربوكسيلاز/اكسيژناز بيس ف-5و1-انگيزي مقدار ريبولوز

)روبيسكو( كه يك آنزيم كليدي و محدود كننده در چرخه 

باشد، با وجود ميزان فتوسنتز خالص گياهان آلوده به  كالوين مي

وضعيت اندوفايت قرار نگرفت ثير أتاندوفايت، تحت 

(Spiering, 2000 كه اين نتيجه مخالف با نتيجه گرفته شده ،)

( به 2003و همكاران ) Buchanan. باشد در اين تحقيق مي

هاي  نشان دادند كه در برگ SDS-PSGEكمك تكنيك 

ها برگبعد از كاشت )بعد از اينكه  32آرابيدوپسيس از روز 

توسعه يافتند( ميزان پروتئين زير واحد بزرگ آنزيم  كاملاً

از آنجاييكه هيج اطلاعات  .كند روبيسكو كاهش پيدا مي

 Festucaهاي  ده بهبود رشد چمنمنسجمي براي توضيح پدي

arundinacea  ،ناشي از قارچ نئوفتيديوم هنوز ارائه نشده است

هاي مفيد باعث تغيير  كنيم كه حضور قارچ پيشنهاد مي

دهد گياه از  شود كه اجازه مي متابوليسم گياه از دفاع به رشد مي

منابع موجود براي فتوسنتز و جذب كربن استفاده كند. 

دد در مورد گياهان ميكوريزايي شده نشان داده مطالعات متع

است كه مقاومت به تنش و افزايش كارايي فتوسنتز با 

 ;Aloui et al., 2011يابد ) كلونيزاسيون قارچي افزايش مي

Ruiz-Lozano et al., 2012رسد مقاومت به تنش مينظر  (. به

در گياهان تلقيح شده از طريق تحريك فتوسنتز، آزادسازي 

ي و افزايش ظرفيت آنتي اكسيداني انجام گيرد. به نحو انرژ

هاي جديد كه ارتباط آنها با پروتئينجالبي، قارچ بيان برخي 

مقاومت به تنش هنوز به طور كامل آشكار نشده را نيز تغيير 

 بهبود رسد مي نظر .به (1392)قبولي و همكاران،  داده است

 ديدگاه ينا از گاز مبادله بوسيله كربن اكسيد دي جذب

 E+ گياهان در كربن  اكسيد دي جبران كاهش .كند مي پشتيباني

 است ممكن كربن  اكسيد داخلي دي غلظت كه دهد مي نشان

 . فرآيند فتوسنتز شود بهبود باشد كه سبب بالاتر از آن

 افزايش دهنده نشان داخلي كربن  اكسيد دي بالاتر هايغلظت

 كربوكسيلات افزايش. است روبيسكو توسط كربن جذب ميزان

شود  حاصل فراواني روبيسكو يا فعاليت افزايش از است ممكن

(Piuter et al., 2015همانطور كه پيوتر و همكاران .) (2015 )

 ژن، و بيان مطالعات پروتئوميك به توجه گزارش دادند كه با

  و دهنده اتصال كلروفيلي پروتئين چند روبيسكو، بيان

 در فتوسيستم يك و وسيستم دوفت ساختاري هايپروتئين

است. بنابراين همانند نتايج گرفته شده  يافته افزايش +E گياهان

در اين تحقيق آناليز پروتئوميكس روش خوبي براي بررسي 

 باشد.  فتوسيستم يك و دو و چرخه كالوين نيز مي

 است، شده داده نشان مطالعه اين در كه طورهمان

دوفايت و گياه فسكويي بلند مفيد بين قارچ ان هاي همزيستي

باعث افزايش بازدهي سيستم فتوسنتز گياه در مقابله با استرس 

خشكي شده است. نتايج آزمايشات پروتئوميكس نشان داد كه 

بيس -7و1-بيس فسفات، سدوهپتولوز-5و1-سه ژن ريبولوز

ثر ؤمهاي  فسفات دهيدروژناز از ژن3-فسفات و گليسرآلدهيد

باشد كه قارچ اندوفايت از طريق  ه ميدر سيستم فتوسنتز گيا

ها  همزيستي با گياه فسكويي بلند باعث افزايش راندمان اين ژن

و در نتيجه باعث افزايش راندمان فتوسنتز گياه ميزبان در برابر 

  امكان ما به بيشتر به طور كلي تحقيقات تنش خشكي شد.

 نمولكولي بي ارتباطات مبادله بهتري از درك دهد كه بهمي

 .دست پيدا كنيم هاقارچ و همزيستي گياهان

 

 منابع

 P.indicaبررسي پروتئوم گياهان جو تلقيح شده با قارچ اندوفيت  (1392) ، م.و حيدري ، م.سپهري ، ق.،حسيني سالكده .،م ،قبولي
مي ايران و چهارمين تحت تنش خشكي با استفاده از تكنيك الكترونفورز دو بعدي، هشتمين همايش بيوتكنولوژي جمهوري اسلا

   .همايش ملي امنيت زيستي، تهران، انجمن بيوتكنولوژي جمهوري اسلامي ايران، دانشگاه تهران

. پايان Ralstoniasolanacearumه و باكتري زايي يونجه يكسال هاي گياهي در سيستم بيماري تجزيه و تحليل پاسخ .(1389)يامچي، ا. 

 .، ايراننامه دكتري، دانشگاه صنعتي اصفهان
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