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ريزي شده در مرگ برنامهتنظيم هاي درگير در اثر اسيد ساليسيليك بر الگوي بيان برخي پروتئين

  (Triticum aestivum)نان  گندم
  

  2و علي عبادي 2٭، سدابه جهانبخش گده كهريز1شيوا حميدزاده مقدم
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  دانشگاه محقق اردبيلي

 )05/03/1393، تاريخ پذيرش نهايي: 08/11/1392(تاريخ دريافت:

  

  

  چكيده:
گيرد كه اين ريزي شده سلولي صورت ميهاي زيستي از طريق مرگ برنامهها از جمله تنشهاي كنترل واكنش گياه به انواع تنشيكي از راه

ها از طريق مواد شيميايي متفاوت از جمله اسيد باشد. سيستم مقاومتي گياه در مقابل تنشم مشهور به واكنش فوق حساسيت ميسيست

هاي بيان شده تصادفي با جهت شناسايي پروتئين شود. بنابراين آزمايشي به صورت فاكتوريل در قالب طرح كاملاًساليسيليك تحريك مي

ميزان غلظت  فلات و چمرانبدين منظور ابتدا در دو رقم گندم  يليك در رقم فلات و چمران گندم انجام گرفت.تحت تيمار با اسيد ساليس

 در مرگ برنامه ي درگيرهاروش الكتروفورز تك بعدي و دو بعدي براي مشخص كردن پروتئينسپس  ،ارزيابي شد، ليزين و متيونين پرولين

ي ليزين و متيونين ز آزمايش نشان داد كه تحت تيمار اسيد ساليسيليك، از غلظت اسيدهاي آمينهريزي شده سلولي انجام شد. نتايج حاصل ا

هاي حاصل از يابد و همچنين بررسيهاي دفاعي گياه نقش اساسي دارند افزايش ميي پرولين كه در مكانيسمكاسته و غلظت اسيد آمينه

تغيير بيان دارند، در ارتباط مستقيم با سيستم دفاعي در  در مواجهه با اسيد ساليسيليك كه هاييپروتئين كلي طور به كه پروتئوميكس نشان داد

  باشند.هاي دخيل در متابوليسم كربوهيدرات، پروتئين، توليد انرژي و انتقال علامت ميمقابل تنش و همچنين سيستم بيان پروتئين

  

 ده سلولي، اسيدهاي آمينه، پروتئوميكس.ريزي شهاي كليدي: گندم، اسيد ساليسيليك، مرگ برنامهواژه

     

  مقدمه:
ريزي شده سلولي نقش مهمي را در تنظيم ژنتيكي مرگ برنامه

هاي فيزيولوژيكي و نموي گياهان هاي دفاعي، واكنشمكانيسم

كه گياهان طوري). بهBozhkov and Lam, 2011كند (ايفا مي

ي مجبور به هاي زيستي و غير زيستدر مواجهه با انواع تنش

  شوندريزي شده سلولي ميسازي مرگ برنامهفعال

 Overmyer et al., 2003, Mahalingam et al., 2006)(. 

 هاي مقاومتي به منظور شناسايي عوامل تنشگياهان از پروتئين

كنند. مقاومت ايجاد هاي دفاعي استفاده ميزا و شروع واكنش

سلول گياهي با هاي مقاومتي در داخل شده توسط پروتئين

باشد كه اين ي سلولي همراه ميريزي شدهتحريك مرگ برنامه

شود. در عملكرد در اصطلاح واكنش فوق حساسيت ناميده مي

هاي مقاومتي، زا توسط پروتئينطول واكنش به عوامل تنش

دهي از طريق سازي علامتهاي فعال اكسيژني، فعالتوليد گونه

هاي دفاعي و در نهايت لقا ژنا (MAPK)هاي كيناز پروتئين

 گيردريزي شده سلولي انجام ميمرگ برنامه
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 (Dangl and Jones, 2001) .تغيير در ساختار سوم پروتئين 

، نقش  (ATP)هاي مقاومتي متصل به آدنوزين تري فسفات

 دهي و راه اندازي مرگ برنامهسازي علامتمهمي را در فعال

 .(Lukasik and Takken, 2009)كند ي سلولي ايفا ميريزي شده

تواند منجر به هاي آمينه نيز ميهمچنين تغيير در ميزان اسيد

 ها شودناپايداري ساختار سوم اين پروتئين

)Van Ooijen et al., 2008.(  اسيدهاي آمينه در واكنش به تنش

زدايي هاي درگير در سمبه ايجاد تغييرات در فعاليت آنزيم

  ). Alcazar et al., 2006شوند (ني ميهاي فعال اكسيژگونه

ي مرگ كنندههاي گياهي يكي از عوامل تنظيمهورمون

عنوان ه باشند. اسيد ساليسيليك بي سلولي ميريزي شدهبرنامه

صورت گسترده در گياهان ه هاي گياهي، بيكي از هورمون

شود كه نقش مستقيمي در تنظيم مرگ سلولي در طول يافت مي

). اين هورمون Alvarez, 2000ساسيت دارد (واكنش فوق ح

دهي يك تركيب فنيل پروپانوئيدي است كه مولكول علامت

  باشدزا ميكليدي در واكنش دفاعي مقابل عوامل تنش

Spoel and Dong, 2008).(  سطوح اسيد سالسيليك در واكنش

به يايد و همچنين كاربرد آن زا افزايش ميبه عوامل تنش

صورت داخل سلولي از ي يا توليد آن بهخارج سلول صورت

هاي سنتز كننده اسيد سالسيليك، باعث القاي طريق بيان آنزيم

. اسيد )(Heck et al., 2003 شودها ميمقاومت به انواع تنش

هاي ساليسيليك در مواجهه با تنش از طريق اتصال به پروتئين

شود، ها ميمقاومتي باعث تغيير در ساختار سوم اين پروتئين

يك پل ارتباطي بين  به عنوانهاي مقاومتي همچنين پروتئين

هاي سازي ژنمولكول علامت دهنده اسيد ساليسيليك و فعال

  ).Wu et al., 2012كنند (دفاعي عمل مي

ي ي گسترده پروتئوم شامل مطالعهپروتئوميكس علم مطالعه

ير ها با سابيان، تغييرات پس از ترجمه و بر هم كنش پروتئين

باشد. از طريق علم پروتئوميكس تغييرات ها ميمولكول

ها در پاسخ نسبت به حالات ساختماني و فراواني پروتئين

هاي محيطي قابل بررسي است. اين تكنيك تنها نموي و تنش

روش توانمندي است كه قادر به شناسايي و تعيين تغييرات 

 بيان ژني پس از ژنوم و همچنين ابزاري مناسب براي مطالعه

  باشدهاي پاسخ دهنده نسبت به تنش مي

Zivy and Vienne, 2000)(ترين علايم و . يكي از واضح

اسيد  تأثيرريزي شده سلولي تحت هاي مرگ برنامهنشانه

الكتروفورز باشد. ها ميساليسيليك تغيير در ميزان بيان پروتئين

فاده ها با استدو بعدي در مرحله اول شامل جداسازي پروتئين

بوده و در مرحله دوم شامل  IEF)از تمركز ايزوالكتريك (

 ها بر اساس وزن مولكولي با استفاده از جداسازي پروتئين

SDS-PAGE ) استYang et al., 2011 .( در اين تحقيق اثر

، ليزين رولينهاي پاسيد آمينهغلظت اسيد ساليسيليك در ميزان 

و  ارزيابي شد نفلات و چمرادو رقم گندم در  و متيونين

هاي درگير در مرگ الگوي بياني برخي پروتئينهمچنين 

  نسبت به شاهد بررسي شد. ريزي شده در رقم فلاتبرنامه

  

  ها:مواد و روش

 برداري:مواد ژنتيكي مورد استفاده، شرايط كاشت و نمونه

 3تصادفي با  فاكتوريل در قالب طرح كاملاً به صورتآزمايش 

اجرا  1391دانشگاه محقق اردبيلي در سال  يتكرار در گلخانه

گرديد. در اين آزمايش دو رقم گندم فلات (حساس به 

اي هچبعد از سه برگ(مقاوم به فوزاريوم)  فوزاريوم) و چمران

 محلول براي اين منظور .شدند ، با اسيد ساليسيليك تيمارشدن

 10و  5، 5/2، 0هاي پاشي توسط اسيد ساليسيليك در غلظت

ساعت بعد از  12و  8ها از برگ برداريمولار و نمونهميلي

برداري،  . در هر مرحله نمونهمحلول پاشي انجام شد

 شدند برداري هاي شاهد و تيمار به طور جداگانه نمونه گياهچه

  گراد منتقل شدند.درجه سانتي - 70و بلافاصله به داخل يخچال 

اج استخر :برگ ليزين و متيونين ،پرولين سنجش مقدار

و Bates  با استفاده از روشها ترين برگپرولين از جوان

  با استفاده از روش) استخراج ليزين و متيونين 1973همكاران (

Ferre ) براي استخراج ميزان صورت گرفت. ) 1969و همكاران

 اسيد سولفوليتر ميلي 5بافت برگي در گرم  1/0 پرولين،

ليتر ميلي 1 هگرديد. بسانتريفيوژ و سائيده  درصد 3ساليسيليك 

 ميلي 1 معرف ناين هيدرين و ليترميلي 1حاصل،  ياز عصاره

مخلوط به . افزوده شدگلاسيال خالص اسيد استيك  ليتر

در دستگاه اضافه شد و ميزان جذب تولوئن ليتر ميلي 2واكنش 
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براي  قرائت شد.نانومتر  520اسپكتروفتومتري با طول موج 

 50برگي به همراه  يگرم نمونه 5/0 ينليزين و متيوناستخراج 

و درصد خوب سائيده  1/0ليتر اسيد هيدروكلريدريك ميلي

ليتر از ميلي 1ليزين  سنجش ميزانجهت  شد.سانتريفيوژ 

 ليتر بافر فسفاتميلي 2ليتر گليسرول، ميلي 10محلول بالا با 

)6=pH  ( ميزان جذب آن  وهيدرين مخلوط ليتر نينميلي 1و

 1 براي سنجش ميزان متيونينو  نانومتر قرائت شد 570در 

ليتر از سديم ميلي 4ليتر از محلول تهيه شده با ميلي

ليتر ميلي 2ليتر از محلول گليسين آبدار و ميلي 2 ،هيدروكسيد

 .سيانيد آبدار خوب مخلوط گرديدفري از محلول سديم نيترو

اسيد ريكليتر هيدروكلميلي 5 در نهايت پس از اضافه كردن

  .نانومترخوانده شد 510در  جذب آن

استخراج و تعيين مقدار كمي پروتئين كل محلول برگ 

ها به ترين برگاستخراج پروتئين كل محلول از جوانگندم: 

براي سنجش ) انجام گرفت. 1992و همكاران ( Guyروش 

) استفاده شد، Bradford )1976مقدار كمي پروتئين از روش 

نمونه  ميكروليتر 10 محلول برادفورد باليترميلي 5 به اين منظور

مقدار استخراج مخلوط شدند.  بافرميكروليتر  290پروتئيني و 

با استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتري در طول كمي پروتئين 

  گيري شد. اندازهنانومتر 595موج 

ي تغييرات بيان پروتئين در برگ گندم با روش مطالعه

استخراج پروتئين با استفاده از روش ي: الكتروفورز دو بعد

Damerval ) 1) انجام شد. بدين منظور ابتدا 1986و همكاران 

تري  استخراج ليتر محلولميلي 1 گياهي با بافت گرم از

 ي پروتئينخوب سائيده شد. عصاره (TCA)كلرواستيك اسيد 

دور  13000گراد و درجه سانتي 4 دماي دقيقه در 20مدت  به

 100وشو (شست ه سانتريفيوژ شدند. سپس محلولدر دقيق

ليتر استون) اضافه شد. براي ميلي 100ميكروليتر مركاپتواتانول، 

گرم  52/1گرم اوره،  8/4استخراج پروتئين، محلول ليزكننده (

ميكروليتر مركاپتواتانول،  CHAPS ،100گرم ميلي 400تيواوره، 

مفوليت) اضافه شد ميكروليتر آ 100گرم تريس قليايي و  042/0

گراد با درجه سانتي 15دقيقه در دماي  15و سپس به مدت 

  دور در دقيقه سانتريفيوژ گرديد.  12000

و  Focusing يبعد اول الكتروفورز طي دو مرحله

Rehydration  گرفت. براي اين منظور ازصورت 

و  Biorad  (Bio-Rad-Protean-IEF-Cell-System)دستگاه

استفاده شد. =pH  5/7 متر باسانتي 17 ا طولب  IPGهاينوار

 300گرم پروتئين در ميلي 850، از Rehydrationجهت انجام 

 Focusingدر مرحله  استفاده شد. Rehydrationميكروليتر بافر 

ي تعريف طبق برنامه Bio Rad IEF CELLها در دستگاه نوار

ها داخل شده قرار گرفتند. بعد از تمام شدن بعد اول، استريپ

دقيقه گذاشته شدند. سپس  15سازي به مدت محلول متعادل

-SDS الكتروفورز پروتئين در بعد دوم از روشانجام براي 

PAGE  روش % و 12با ژل جدا كنندهLaemmli  و همكاران

محلول جدا كننده به صورت كه . به اين) استفاده شد1970(

اد ژل تا بعد از انعق ،دو شيشه ريخته شد داخل فضاي بين

متري از بالا ژل متراكم كننده اضافه شد. دستگاه سانتيارتفاع نيم

ها آمپر قرار داده شد تا پروتئينميلي 30روي ابتدا الكتروفورز 

به طور كامل به داخل ژل بالايي نفوذ كند، پس از وارد شدن 

براي  آمپر استفاده شد.ميلي 40ها به داخل ژل پاييني از پروتئين

 Coomassie Brilliant Blue هاي پروتئيني ازيزي لكهرنگ آم

250)-(G )25  ،3/0ليتر اتانول، ميلي 25گرم آمونيم سولفات 

ليتر اسيد فسفريك ميلي G-250 ،25گرم كوماسي بريليانت بلو 

 درصد) استفاده شد.  85

گيري شده از طريق مطالعه صفات اندازه هاي آماري:تجزيه

تكرار: رقم  3تصادفي با  الب طرح كاملاًآزمايش فاكتوريل در ق

سطح و زمان  4سطح، تيمار اسيد ساليسيليك در  2گندم در 

تكرار انجام گرفت و براي  3سطح و با  2برداري در نمونه

استفاده  SPSSو  SASها از دو نرم افزار هاي آماري داده تجزيه

  شد.

تصاوير ژل تك بعدي توسط نرم افزار  تجزيه تصاوير:

UVIDocMW  و تصاوير ژل دو بعدي توسط نرم افزارهاي 

Progensis Samespots software vers.2.0  بر پايه بارو 

) و اندازه (جرم مولكولي pIالكتريكي (نقطه ايزوالكتريك يا 

هاي پروتئيني حاصل با طيف لكه ) ارزيابي شدند Mrنسبي يا

  تجزيه شدند. MS/MSسنجي جرمي 
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  بحث:نتايج و 

ها نشان داد دست آمده از تجزيه واريانس دادهنتايج به: پرولين

كه اثرات متقابل رقم، غلظت اسيد ساليسيليك و زمان در مورد 

). نتايج 1دار بود (جدول درصد معني 1پرولين در سطح 

حاصل از برش عوامل غلظت، زمان و تيمار نشان داد كه در 

مولار ليمي 5و  5/2هاي ساعت در غلظت 8رقم چمران و زمان 

 10كه در غلظت داري وجود داشت، در حاليكاهش معني

داري مشاهده شد. همچنين در رقم مولار افزايش معنيميلي

ساعت كاهش  8مولار و در زمان ميلي 5فلات، در غلظت 

داري وجود مولار افزايش معنيميلي 10دار و در غلظت معني

  ).3 و 2 داشت (جدول
 فشار تعديل مهم در هاياسموليت يكي از عنوان به پرولين

 كند.اساسي را ايفا مي تنش نقش تحت هاياسمزي سلول

در  گياهان بر علاوه اسمزي، تنش شرايط در ماده اين افزايش

 بي مخمرها، ها،باكتري مثل ديگر موجودات از وسيعي طيف

 پرولين واقع است. در شده مشاهده هاجلبك و مهرگان دريايي

 طبيعي فرم پايداري شيميايي باعث رونچاپ يك عنوان به

 آنزيمي تركيبات شكل طبيعي خوردن هم به از و شده هاپروتئين

 فشار افزايش با پرولين زياد همچنين توليد .كندمي ممانعت

 طبيعي فرآيند در شوري تأثير اختلالات از سلول داخل ياسمز

. )Paul) and Hasegava, 1996 آوردعمل مي به ممانعت سلولي

 كندتر باشد، پرولين بيشتري را ذخيره ميهر چه گياه متحمل

(Desnigh and Kanagaraj, 2997) بر طبق مطالعات انجام .

شده، تجمع پرولين از طريق تيمار اسيد ساليسيليك افزايش 

 كه تجمع پرولين در غلظتطوريه ). بTasgin, 2003يابد (مي

كند، اما بلافاصله با هاي پايين اسيد ساليسيليك كاهش پيدا مي

يابد كاربرد بالاتر غلظت اسيد سالسيليك افزايش مي

)Saeidnejad et al., 2012(.  

ها نشان دست آمده از تجزيه واريانس دادهنتايج بهليزين: 

داد كه اثرات متقابل رقم، غلظت اسيد ساليسيليك و زمان در 

. )1باشد (جدول دار ميدرصد در مورد ليزين معني 1سطح 

 مل غلظت، زمان و رقم نشان داد كهنتايج حاصل از برش عوا

ساعت سبب  8مولار اسيد ساليسيليك در زمان ميلي 5/2غلظت 

دار اسيدآمينه ليزين شد، همچنين در اين رقم طي افزايش معني

دار و مولار افزايش معنيميلي 5/2ساعت، در غلظت  12زمان 

داري وجود معنيمولار كاهش ميلي 10و  5هاي در غلظت

ساعت و در  12و  8هاي داشت. در رقم فلات نيز در زمان

   ).3 و 2 داري وجود داشت (جدولها، كاهش معنيتمامي غلظت
ليزين در  سطحكاتابوليسم ليزين ممكن است براي تنظيم 

طور كارآمد در هها به كار برده شود. ليزين ببرخي از بافت

هاي تكاملي ابتدا به مهو در برخي از برنا تنشپاسخ به 

تبديل  تنشهاي مرتبط با گلوتامات و سپس به ساير متابوليت

اصلي سه  ي). ليزين، پيش مادهGalili et al., 2001شود (مي

متابوليت مهم مرتبط با تنش است كه اين سه متابوليت عبارتند 

 ,Hare and Cressاز پرولين كه يك اسموليت نيرومند است (

مرتبط  دهيعلامتبوتيريك اسيد كه يك مولكول  مينوآ ،)1997

آرژنين كه بالقوه پيش ماده مربوط به تركيبات و است  تنشبا 

. )Baum et al., 1996(باشد مي ها و اكسيدنيتريكآمينپلي

هاي هاي زيستي باعث رمز شدن آنزيمواكنش گياهان به تنش

  ).Song et al., 2004(شود ي ليزين ميبيوسنتز كننده

ها نشان دست آمده از تجزيه واريانس دادهنتايج بهمتيونين: 

داد كه اثرات متقابل رقم، غلظت اسيد ساليسيليك و زمان در 

). نتايج 1دار بود (جدول درصد معني 1مورد متيونين در سطح 

حاصل از برش عوامل غلظت، زمان و رقم نشان داد كه در رقم 

ت اسيد ساليسيليك از ساعت با افزايش غلظ 8چمران و زمان 

داري وجود داشت. مولار افزايش معنيميلي 10مولار به ميلي 5/2

- ميلي 10ساعت، در غلظت  12همچنين در رقم چمران و زمان 

 8داري مشاهده شد. در رقم فلات و در زمان مولار كاهش معني

ها وجود داشت، داري در تمامي غلظتساعت كاهش معني

 10و  5هاي ساعت، در غلظت 12زمان  همچنين در رقم فلات و

  ).3 و 2 داري مشاهده شد (جدولمولار كاهش معنيميلي

هاي گياهي از آنجا كه متيونين متابوليت اساسي در سلول

و صرف نظر از نقش آن به عنوان جزء اصلي پروتئين و  است

به طور غير  ،mRNAنقش محوري آن در شروع ترجمه 

  يمادهاز طريق پيش لولي رامستقيم انواع فرايندهاي س

 Adenosyl Methionine-S ي اولين گروه متيل كه دهنده

ي متيونين با . ميزان اسيد آمينهكندتنظيم مي ،بيولوژيكي است

يابد كه اين نتايج، با نتايجكاربرد اسيد ساليسيليك كاهش مي
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  ت تيمار اسيد ساليسيليكتح ميانگين مربعات تجزيه واريانس ليزين، متيونين، پرولين - 1جدول 

    ميانگين مربعات      

  پرولين  متيونين  ليزين  درجه آزادي  منابع تغيير

  064/1**  036/0**  853/0**  1  گندمرقم 

  096/0**  002/0**  777/0**  3  اسيد ساليسيليك

  ns 019/0  ns 0003 /0  ns  0017/0  1  زمان

  055/0**  0009/0**  773/0**  3  گندم*اسيد ساليسيليكرقم 

  063/0**  002/0**  242/0**  1  زمان گندم*رقم 

  015/0**  005/0**  071/0**  3  اسيد ساليسيليك*زمان

  068/0**  001/0**  368/0**  3  ساليسيليك*زمان گندم*اسيدرقم 

  003/0**  0001/0**  018/0**  32  خطا

  3/11  1/9  23/14    ضريب تغييرات
  داربدون اختلاف معني ns%، 1در سطح دار اختلاف معني **%، 5دار در سطح اختلاف معني *
  

  برش اثرات سه جانبه رقم*زمان*غلظت توسط عامل رقم*زمان براي محتواي ليزين، متيونين و پرولين - 2جدول 

    ميانگين مربعات      
  پرولين  متيونين  ليزين  درجه آزادي رقم*زمان (ساعت)

  1/0**  008/0**  13/0**  3  8چمران* 
  02/0**  01/0**  4/0**  3  12چمران* 
  1/0  **  006/0**  9/0**  3  8فلات* 
  01/0**  007/0**  54/0**  3  12فلات* 

  %1دار در سطح اختلاف معني **

  

) مطابقت داشت. 2007و همكاران ( Husseinحاصل از 

رود، عنوان سوبسترا براي سنتز ايزولوسين بكار ميمتيونين به

زيستي و  همچنين سنتز و كاتابوليسم آن تحت شرايط متفاوت

 تأثيرتواند قابليت دسترسي به ايزولوسين را تحت نموي مي

لياز تعادل - ها نشان داد كه متيونين گاماقرار دهد. بررسي

كند ايزولوسين را تحت شرايط مختلف در گياهان حفظ مي

)Joshi et al., 2010.( 

) پروتئين كل محلول SDS-PAGEالگوي الكتروفورزي (

ها در حالت تيمار و شاهد نمونهيليك: اسيد ساليس تأثيرتحت 

ها مورد بررسي قرار گرفتند پپتيدبراي تعيين وزن مولكولي پلي

) و Release factor) Rfكه تعيين وزن مولكولي از روي ميزان 

 UVIDocMWافزار همچنين نشانگر مورد استفاده توسط نرم

- كيلو 70تا  21پپتيدها، بين انجام گرفت. وزن مولكولي پلي

دالتون رده بندي شدند. نتايج نشان داد كه با افزايش غلظت 

و  25، 30، 35، 40، 45، 50، 55هاي پپتيداسيد ساليسيليك، پلي

، 8/4، 4/1هاي كيلودالتوني در رقم فلات به ترتيب با نسبت 21

نسبت به شاهد افزايش يافتند. اما  5/1و  4/8، 4/9، 8/2، 2/2

ساعت  12مولار و زمان يليم 5/2در رقم چمران در غلظت 

كيلودالتوني  30و  35، 40، 45هاي پپتيدبالاترين تراكم پلي

، 83/1، 47/1مشاهده شد كه نسبت به شاهد به ترتيب افزايش 

پپتيد با وزن را نشان دادند. همچنين پلي 97/1و  97/2

كيلودالتون در رقم چمران مشاهده گرديد كه در  70مولكولي

). اين نتايج با مطالعات انجام 1اشت (شكل رقم فلات وجود ند

  ) مطابقت داشت.2003و همكاران ( Tasginشده توسط 
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  مقايسه ميانگين اثرات سه جانبه رقم*زمان*غلظت براي محتواي ليزين، متيونين و پرولين - 3جدول 

    ميانگين صفات      

  پرولين  متيونين  ليزين مولار)غلظت (ميلي  رقم* زمان (ساعت)

  b02/1  bc11/0  b72/0  0  8 چمران*

  5/2  a48/1  b13/0  c5/0  

  5  b15/1  c09/0  c52/0  

  10  b04/1  a16/0  a89/0  

  a45/1  a207/0  c29/0  0  8فلات* 

  5/2  b86/0  b156/0  c29/0  

  5  c72/0  b159/0  a67/0  

  10  d62/0  b155/0  b48/0  

  b132/0  b6/0  02/1  0  12چمران* 

  5/2  a49/1  b111/0  a72/0  

  5  c67/0  a167/0  a76/0  

  10  c78/0  c86/0  a8/0  

  a45/1  a215/0  b29/0  0  12فلات* 

  5/2  b92/0  a207/0  ab36/0  

  5  c54/0  c175/0  b31/0  

  10  c55/0  c155/0  c43/0  
Lsd   225/0  022/0  102/0  

  درصد مي باشند. 5حروف مشابه بيانگر عدم اختلاف معني دار در سطح احتمال 
  

هاي رقم فلات تحت تيمار پروتئين بعدي 2الكتروفورز 

ها در به منظور بررسي نحوه بيان پروتئينبا اسيد ساليسيليك: 

در مقايسه با شاهد  مولار اسيد ساليسيليكميلي 10اثر تيمار با 

هاي شناسايي از الكتروفورز دو بعدي استفاده گرديد، سپس لكه

بر پايه  Progensisو  TotalLabهاي افزااز نرمشده با استفاده از 

) و اندازه (جرم مولكولي pIبارالكتريكي (نقطه ايزوالكتريك يا 

  ) ارزيابي شدند. Mrنسبي يا
هاي گياهان تيمار شده با گياهان شاهد نشان داد مقايسه لكه

به ترتيب با وزن  25 و 21، 18، 17، 15، 5، 1هاي كه ، لكه

 32و  71/21، 32/55، 98/53، 04/40، 97/39، 93/25مولكولي 

و شاهد هايي هستند كه در گياهان تيمار شده متعلق به پروتئين

لي در حالت تيمار شده نسبت وجود دارند وصورت مشترك به

با وزن  23به شاهد افزايش بيان نشان دادند. بر عكس، لكه 

 لكه كاهش بيان نسبت به شاهد را نشان داد. 44/26مولكولي 

، 20، 19، 16، 14، 13، 12 ،11، 10، 9، 8، 7، 6، 4، 3، 2هاي 

، 96/27، 09/25به ترتيب با وزن مولكولي  26و  24، 22

36/28 ،06/35 ،96/31 ،86/52 ،68/47 ،85/37 ،84/39 ،

58/04 ،4/39 ،32/56 ،88/53 ،42/32 ،38/29 ،2/29 ،67/16 ،

در گياهان شاهد ديده  باشند كههايي ميجزو پروتئين 58/71

تيمار هورمون اسيد ساليسيليك ه احتمالا مربوط ب و نشدند

هاي مشخص شده به شرح زير ).پروتئين3و  2(شكل  هستند

  :)4(جدول بودند

-هاي درگير در سيستم دفاعي مقابل عوامل تنشپروتئين

)، 2و  1هاي ي حاضر، گلوتاتيون ترانسفراز ( لكهدر مطالعهزا: 

صورت ) به 4(لكه  cys- Prx -2) و 3آسكوربات پراكسيداز (لكه 

  شوند.داري توسط تيمار با اسيد ساليسيليك تنظيم ميمعني
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 5، 5/2هاي (هاي اسيد ساليسيليك با غلظتهاي گندم رقم فلات و چمران تحت تيمارتغييرات الگوي پروتئين كل محلول در برگ - 1شكل

  ساعت بعد از تيمار 12) و hساعت ( 8هاي ) در زمانc) و شاهد (mM 10و 

  

   
مولار اسيد ساليسيليك و نمونه برداري بعد ميلي 10حساس به فوزاريوم مربوط به غلظت  فلاتنقشه پروتئوم بافت برگ گندم رقم  - 2شكل

  شاهد (سمت راست).نقشه پروتئوم بافت برگ گندم ساعت (سمت چپ)،  12از 

  

هاي دايمري چند ترانسفرازها گروهي از آنزيم sگلوتاتيون 

زدايي آنزيمي تركيبات كه در سمباشند عملكردي مي

). آنزيم Moons, 2005زنوبيوتيك و آندوبيوتيك دخالت دارند (

هاي داخلي شامل تنش ترانسفراز در متابوليسم sگلوتاتيون 

ريزي شده اكسيداتيو، اتصال فلاونوئيدها و تنظيم مرگ برنامه

يي ها توانا. اين آنزيم)Kilili et al., 2004(سلولي دخالت دارند 

هاي متفاوت مانند اكسين و سيتوكنين را اتصال به هورمون

  و قادر به تحريك توسط انواع  )Gonneau et al., 1998( دارند
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 در گندم رقم فلات نسبت به شاهد مولار اسيد ساليسيليكميلي 10هاي پروتئيني در تيمار موقعيت برخي از لكه - 3شكل 

a داراي بيان بالا (bبيان كمتر ) داراي. 

  

هاي گياهي شامل اتيلن، اكسين و متيل جاسمونات، هورمون

  .)Smith et al., 2003( باشندآبسزيك اسيد واسيد ساليسيليك مي

هاي ) يك نوع خاص از آنزيم3آسكوربات پراكسيداز (لكه 

باشد كه توسط يك خانواده چندژني كه اكسيدانت ميآنتي

- شود. عملكرد آنباشند، رمز ميهاي فراوان ميشامل ايزوآنزيم

زدايي هيدروژن هاي غير زيستي از طريق سمها در مقاومت

پراكسيد به آب و اكسيداسيون سوبستراهايي مانند آسكوربات 

  .)Shigeoka et al., 2002(گزارش شده است 

عضوي از  (cys- Prx -2)پروتئين پروكسي ردوكسين 

باشد و در نتيجه يهاي سم زداي پراكسيد مي آنزيمخانواده

فعاليت اختصاصي گياهي در محيط اكسيژني كلروپلاست 

عنوان يك توانند بهمي Prxsهاي شود. پروتئينحاصل مي

هاي مولكولي عمل پراكسيداز، حسگرهاي ردوكس و چاپرون

. علاوه بر اين، در انواع عملكردهاي )Kim et al., 2009(كنند 

سلولي دخالت دارند ريزي شده سلولي شامل مرگ برنامه

)Zhou et al., 2000( افزايش بيان .Prx  منجر به حذف

شود ريزي شده سلولي ميهيدروژن پراكسيد و القا مرگ برنامه

)Kim et al., 2000 .(  

Probenazole – induced protein (PBZ)  به ) 24(لكه

پروتئين دخيل در مقابله با تنش معرفي شده است. ژن  عنوان

PBZ كند و از طريق تيمار ن مربوط به پاتوژن را رمز ميپروتئي

ي موثر در مقاومت شود كه يك القا كنندهبا پروبنازول فعال مي

-ي سلولي ميميزبان در مقابل تنش و مرگ برنامه ريزي شده

  ).(Midoh and Iwata, 1996باشد 

-هايي مي) جز پروتئين25(لكه  (SOD)سوپراكسيدديسموتاز 

- هاي اكسيژن فعال شده و توسط تنشاهش گونهباشد كه باعث ك

 )Edwards et al., 2000شود (هاي زيستي و غير زيستي فعال مي

 تا دارند نياز گياهان تنش، شرايط در هموستازي حفظ دليل به

 فعال اكسيژن هايراديكال حذف قبيل از مقاومت سازوكارهاي

 مي فعال اكسيژن هايگونه د.كنن تقويت را سلولي دفاع سيستم و

 هايمولكول عنوانبه و كرده تخريب را سلولي اجزاي توانند

  . همچنين ثابت شده )Apel et al., 2004كنند ( عمل دهندهپيام

 حالت كنترل   حالت تيمار شده  

(b) 

(a) 
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  شاهد و تيمار شده با اسيد ساليسيليكهاي هاي پروتئيني شناسايي شده از از رقملكه - 4جدول 
5

predict ID  4
pI  3

Mw kd  2
Protein ID  1

 Spot  
gi 232196  29/5  93/25  Glutathione_ s transferase 1  1  

gi 20067415  35/6  09/25  Glutathione_ s transferase  2  
gi 15808779  10/5  96/27  Ascorbate peroxidase 3  
gi 357163385 98/5  36/28  2- cys peroxiredoxin BSA1  4  
gi 357148997 33/6  97/39  Isocitrate dehydrogenase [NAD] catalytic subunit 5 5  
gi 357132456 54/8  06/35  Malate dehydrogenase 1 6  
gi 1174745 00/6  96/31  Triosephosphate isomerase 7  

gi 357110692  61/5  86/52  6 phosphoglucanate dehydrogenase, decarboxylating- like isoform 1 8  
gi 357114230 03/6  68/47  Glyceraldehydes- 3 phosphate dehydrogenase B 9  
gi 300681469 38/5  85/37  Fructose- 1,6 bisphosphate 10  
gi 357147655 29/8  84/39  Guinone oxidoreductase- like protein 11  
gi 299469378  17/6  58/40  Putative PDI- like protein 12  
gi 71361904  41/5  4/39  Glutamine synthetase isoform  GS1c 13  
gi 357117563 30/5  32/56  Glutamine decarboxylase 1- like 14  
gi 285014508 18/8  04/40  ATP synthase subunit  15  
gi 14017579 06/5  88/53  ATP synthase cF1 beta subunit  16  
gi 166165274 01/6  98/53  ATP1 17  
gi 14017569   11/6  32/55  ATP synthase cF1 alpha subunit 18  
gi 38570261  01/9  42/32  Ptr ToxA- binding protein 1 19  
gi 40781605  83/4  38/29  14-3-3 protein 20  
gi 4582456 04/7  71/21  SET-domain transcriptional regulator 21  

gi 334187967  10/8  2/29  Protein agamous_ like 26 22  
gi 357157795 01/9  44/26  30s ribosomal protein 23  
gi 7442204 73/4  67/16  Probenazole_ induced protein (PBZ) 24  
gi 7433347 1/6  32  Probable superoxide dismutase 25  

gi 147853956 17/5  58/71  70 kDa hot shock protein (PBZ) 26  

نام  )2مولار اسيد ساليسيليك ميلي 10تيمار شده با غلظت  و شاهد هانگيا بعدي دو هايژل روي بر شده گذاري شماره پروتئيني هايلكه) 1

هاي شماره پروتئين در پايگاه )5 بيني شدهنقطه ايزوالكتريك پروتئين پيش )4 هبيني شدوزن مولكولي پروتئين پيش )3 پروتئين شناسايي شده

  .اطلاعات

  

ها در مراحل مختلف مرگ سلولي فعاليت كه اين پروتئين

  ). Kliebenstein et al., 1999(رند دا

) جز 26(لكه  (HSP 70)هاي شوك گرمايي پروتئين

سازي باشند كه احتمالا در پايداري و تجهيزهايي ميپروتئين

 ها نقش دارند و در طول مواجهه با تنشتاخوردگي پروتئين

 HSP 70  پروتئيني يخانواده شوند.هاي متفاوت دناتوره مي

 در ها،نپروتئي ساير پپتيديپلي به زنجيرهبه علت اتصال 

 در هاآن از حفاظت همچنين و هاپروتئين صحيح تاخوردگي

. هستد دخيل هاآن شدن انباشته يا و شدن تخريب برابر

 هاپروتئين انتقال در HSP 70 كه است شده همچنين گزارش

  هستند دخيل سلولي هاياندامك غشاهاي عرضاز 

 )Fink, 1999.(  
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متابوليسم هاي درگير در متابوليسم كربوهيدرات: ئينپروت

بندي كربن را كربوهيدرات سنتز و انتقال قند و همچنين تقسيم

هاي متفاوت دچار كند كه در مواجه شدن با تنشتنظيم مي

  ). Kim et al., 2000شود (اختلال مي
)، مالات 5هاي ايزوسيترات دهيدروژناز( لكه آنزيم

فسفو  6)، 7ايزومراز (لكه )، ترئوزفسفات 6دهيدروژناز (لكه 

فسفات  3)، گليسرآلدهيد 8گليكونات دهيدروژناز (لكه 

) و كوينون 10)، فروكتوز بيس فسفات (لكه 9دهيدروژناز (لكه 

هاي كليدي چرخه گليكوليز و ) آنزيم11اكسي ردوكتاز (لكه 

باشند. اين امر نشانگر اين چرخه تري كربوكسيليك اسيد مي

باشد كه تيمار اسيد ساليسيليك، سطح گلوكز، ضوع ميمو

هاي هاي مرتبط با تنشفروكتوز و ساكارز و فراواني ساير آنزيم

  .)Chan et al., 2008(دهد زيستي و غير زيستي را افزايش مي

سيستم كنترل هاي درگير در متابوليسم پروتئين: پروتئين

 وليد تنظيم كنندهي مقدار پروتئين كه نقش مهمي را در تكننده

كند هاي اسمزي ( شامل پرولين و آمينواسيدهاي آزاد) ايفا مي

و همچنين متابوليسم نيتروژن كه يك مكانيسم مقاومتي مهم القا 

دهد كه اين باشد را افزايش ميشده توسط اسيد ساليسيليك مي

، محتواي (NR)افزايش از طريق فعاليت نيترات ردوكتاز 

  ).Singh et al., 2003(باشد پروتئيني مي

) انباشتگي آمونيوم با گلوتامات را 13گلوتامين سنتاز (لكه 

هاي نيتروژني كند و سپس گروهبراي توليد گلوتامين كاتاليز مي

 ي تركيبات نيتروژني در گياهان مهيا ميرا براي بيوسنتز همه

 كربوكسيلآلفا گروه  روي آمونيوم تثبيت آنزيم، اينكند. 

 كاتاليز است فسفات تري آدنوزين به وابستها كه ر گلوتامات

 هايگروه آنزيم اين واقع در .آورد بوجود را گلوتامين تا كندمي

فراهم  گياه در نيتروژني اجزاي همه بيوسنتز براي را نيتروژني

 پرولين ت.اس پرولين سنتز در دخيل اصلي ياسيدآمينهكند و مي

 و رودمي شمار به هانگيا در شوري تنش به پاسخ مهم جزء يك

 اسمزي كننده تنظيم يك عنوان به تواندمي گياه سلول داخل در

 حمايت شوري تنش برابر در گياه از اسمزي حفاظتي عامل و

  .Ireland and Lea, 1999)(د كن

-1) دكربوكسيلاسيون 14گلوتامين دكربوكسيلاز (لكه 

ايش بيان كند. افزآمينو بوتيرات كاتاليز مي-αگلوتامين را به 

گلوتامين سنتتاز يا دكربوكسيلاز در گياهان منجر به مقاومت به 

 ).McLean et al., 2003شود (هاي زيستي و غير زيستي ميتنش

و آنزيم گلوتامين  GS1cبيان ايزوفرم گلوتامين سنتاز، 

) تحت تيمار با 14و 13هاي (به ترتيب لكه 1دكربوكسيلاز 

  ند.ياباسيد ساليسيليك افزايش مي

دي  باشند. پروتئينها ميها مسئول بيوسنتز پروتئينريبوزوم

- نقش مهمي را در تشكيل باند (PD1- like)سولفيد ايزومراز 

 PD1- likeكند. پروتئين ها ايفا ميسولفيدي پروتئينهاي دي

يابد ) با پيش تيمار اسيد ساليسيليك سريعا افزايش مي12(لكه 

ليك از بيان پروتئين ريبوزومي و در حالت عكس اسيد ساليسي

ها در كند. علت افزايش اين پروتئين) جلوگيري مي23(لكه 

تيمار با اسيد ساليسيليك ممكن است مربوط به افزايش 

اسيد ساليسيليك باشد تأثيرمحتواي پروتئيني و نيتروژني تحت 

)Konig et al., 2003.(  

 تيمار بااسيدهاي درگير در توليد انرژي: پروتئين

 ATP synthase subunitهاي پروتئيني ساليسيليك فراواني لكه

 ATP1)، 16(لكه  ATP synthase cF1 beta subunit)،15(لكه 

) را 16(لكه  ATP synthase cF1 alpha subunit)، 17(لكه 

دهد. اين موضوع نشانگر اين است كه توليد انرژي افزايش مي

باشد كه باعث نترل ميدر تيمار با اسيد ساليسيليك بيشتر از ك

شود هاي مختلف ميافزايش رشد و مقابله با انواع تنش

)McLean et al., 2003(.  

 Prt ToxA توكسينهاي درگير در توليد توكسين: پروتئين

باشد كه توسط گندم عليه يك توكسين پروتئيني مي

توليد شده و مرگ  Pyrenophora triticirepentisپاتوژن

ي سلولي را القا مي كند و منجر به تجمع ريزي شدهبرنامه

 هاي گندم حساس به توكسين ميهاي فعال اكسيژني در رقمگونه

(توكسين  ToxA binding protein1شود. در القا مرگ سلولي 

پروتئين  ).Manning et al., 2007() نقش دارد  ToxAمرتبط با 

ToxA binding protein1  با پيش تيمار اسيد 19(لكه (

يسيليك افزايش بيان پيدا كرد. بنابراين اين پروتئين ممكن سال

ي انفجار اكسيداتيو توليد شده عنوان يك تنظيم كنندهاست به

شرايط تنش زيستي و غير  تأثيرتوسط اسيد ساليسيليك تحت 

  زيستي عمل كند.
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هاي دخالت پروتئينهاي درگير در انتقال علامت: پروتئين

-ت اسيد ساليسيليك را در مقاومتمسئول انتقال علامت، اهمي

. )Chan et al., 2008(كند هاي زيستي و غير زيستي مشخص مي

 SET-domainوprotein 3-3-14 هاي پروتئيني لكه

transcriptional regulator  21و  20هاي (به ترتيب لكه (

دخيل در انتقال علامت توسط تيمار اسيدساليسيليك افزايش 

پروتئين  200ممكن است با بيش از  14-3- 3يابند. پروتئين مي

هاي تجزيه دهي سلولي مانند آنزيمهدف در گير در سازمان

كننده گوانين تري فسفات و آدنوزين تري فسفات تعامل داشته 

دهي، ريزي شده سلولي، علامتباشد و مسيرهاي مرگ برنامه

  ).Wang et al., 2008رشد سلولي و بقا را تنظيم كند (

كه در اجزاي كروماتيني يافت  SET-domainاي هپروتئين

شوند نقش مهمي را در تنظيم رونويسي بيان ژن از طريق متيله مي

 ،)Springer et al., 2003(كنند كردن هيستون در حيوانات ايفا مي

ي ها در گياهان هنوز مشخص نيست. در مطالعهاما عملكرد آن

) 21(لكه  SET-domain transcriptional regulatorحاضر، 

- صورت سريع توسط تيمار اسيد ساليسيليك افزايش بيان ميبه

عنوان يك عامل مهم در مسير يابد. بنابراين ممكن است به

  هاي متفاوت عمل كند.دهي در مقابله با تنشعلامت

 MADS-domainي عضوي از خانواده Agamousپروتئين 

. پروتئين شودباشد كه از عوامل تنظيم كننده محسوب ميمي

Agamous 15 transcriptor factor گويي قادر به درك و پاسخ

هاي باشد و با مناطق پروموتوري ژنكاربرد خارجي اتيلن مي

پروتئيني دمين شوك سرمايي برهم كنش داده و الگوي بياني 

). در اين Fernandez et al., 2000دهد (ها را تغيير ميآن

) در پيش تيمار 22(لكه  agamous 26مطالعه، فراواني پروتئين 

اسيد ساليسيليك بيشتر از حالت شاهد بود، بنابراين احتمالا در 

  دهي اسيد ساليسيليك نقش داشت.تنظيم علامت

  

  گيري كلي:نتيجه
هاي دخيل در با تنظيم ميزان بيان پروتئين اسيد ساليسيليك

مت متابوليسم كربوهيدرات، پروتئين، توليد انرژي و انتقال علا

 تأثيرتواند باشد و از آنجا كه اسيد ساليسيليك ميدر ارتباط مي

 هاي محيطي داشته باشد، ميمثبتي بر ميزان كاهش انواع تنش

هاي دخيل در گيري كرد كه افزايش بيان پروتئينتوان نتيجه

ريزي شده سلولي حاصل از تيمار اسيد ساليسيليك مرگ برنامه

باشد. قابل تنش در ارتباط ميبا افزايش ايجاد مقاومت در م

از مطالعات پروتئوميكسي با استفاده از  حاصل همچنين نتايج

 كه هاييپروتئين كلي طور به كه بعدي نشان داد 2الكتروفورز 

تغيير بيان دارند، در ارتباط مستقيم  در پاسخ با اسيد ساليسيليك

، 25، 24، 3، 2، 1هاي با سيستم دفاعي در مقابل تنش مانند لكه

ريزي شده ها در تنظيم مرگ برنامهباشند كه اين پروتئينمي 26

  سلولي دخالت دارند.
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