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های نخود زراعی نسبت به تنش خشکی، دو ژنوتيپ  طالعه واکنش پروتئوم ژنوتيپمنظور م به

پس از استخراج . تنش قرار گرفتند متحمل و حساس در شرايط گلخانه تحت تيمار تنش و عدم

ها از لحاظ بار  منجر به تفکيک پروتئين الکتروفورز بعُد اولپروتئين و رسم منحنی استاندارد، 

نتايج حاصل از . ها را از لحاظ وزن ملکولی تفکيک نمود دوم پروتئينورز بُعد الکتروفالکتريکی و 

در  (2336فسا )و حساس  (3263  کرج)های مربوط به دو ژنوتيپ متحمل  برداری و آناليز ژل تصوير

لکه دارای اختلاف  31لکه تکرارپذير، تعداد  361تنش نشان داد که از ميان  دو شرايط تنش و عدم

لکه افزايش بيان و  11و  11ترتيب  تنش و تنش به عدم محيطژنوتيپ متحمل در . بودند داری معنی

 7و  12ترتيب در  تنش و تنش به لکه کاهش بيان داشته و ژنوتيپ حساس نيز در محيط عدم 16و  13

در ژنوتيپ  GAPDH type Aهای  پروتئين. لکه کاهش بيان نشان داد 13و  7لکه افزايش بيان و 

در سطوح مختلف تنش  Thioredoxin h1فزايش بيان و در ژنوتيپ حساس کاهش بيان، متحمل ا

در  در تيمار تنش کاهش بيان، زير واحد کوچک آنزيم روبيسکو EST mhl-0016-B10افزايش بيان، 

در تيمار تنش افزايش بيان و در ژنوتيپ  20S proteeasome subunit alpha-1تنش افزايش بيان، 

در تيمار تنش هم در ژنوتيپ  putative cytochrome c oxidase subunti 6b-1ن، حساس کاهش بيا

مقايسه مقادير مربوط به درصد حجمی  .متحمل و هم در ژنوتيپ حساس کاهش بيان نشان داد

دهنده افزايش بيان اين پروتئين در اثر تنش  های دو ژنوتيپ نشان سوپراکسيد ديسموتاز در ژل

 .بود

 های کلیدی واژه
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با توجه . حبوبات در جهان است نخود زراعی دومین گیاه مهم از

عنوان یکی از منابع مهم پروتئین گیاهی در  به نخودبه اهمیت 

های زیادی در جهت تعیین  مناطق خشک و نیمه خشک، تلاش

تحمل خشکی بر اساس کاهش عملکرد در شرایط تنش خشکی 

 .(Gunes et al. 2008) است انجام شدهدر مقایسه با شرایط آبیاری 

پتانسیل عملکرد نخود تحت شرایط مطلوب مدیریت شده، بیش 

 حال این با ،(Dadi et al. 2005)شده   از سه تن در هکتار گزارش

جمله  دهنده عملکرد از برخی عوامل محدودکننده و کاهش

های زیستی و غیر زیستی وجود دارند که موجب کاهش  تنش

های غیر زنده،  در میان تنش. شوند پایداری عملکرد میعملکرد و 

رود  ترین عامل محدودکننده تولید نخود به شمار می خشکی مهم

(Singh et al. 2008 .) 

طور  آبی به کم تنش در موردشده  اکثر مطالعات انجام تا به امروز،

که اطلاعات  درحالی ،اند شده تغییرات در بیان ژن متمرکزبر عمده 

 .داردوجود ژن   کارکردی های فرآورده در مورد یاتب کمترمر به

 و همپوشان مختلف هایمسیر از طریقتغییرات در بیان ژن 

 ؛Seki et al. 2002) شوند می پیام تنظیمی درک و انتقال  بالقوه
Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki 1997.) حال، سطح  بااین

mRNA کلیدی در نقش فاکنندهیا عنوان به با سطح پروتئین همیشه 

 .Gygi et al؛ Tian et al. 2004)خوبی ندارد همبستگی  ،سلول

های  داده طریق از بینی سطح بیان پروتئین پیش بنابراین. (1999

به تکمیل  مطالعات پروتئوم. کند کفایت نمی mRNA یکمّ

در جهت و  توسط ژنوم شده ییهای رمزگشا از پروتئین ای مجموعه

  .کند کمک می ت ترانسکریپتومتکمیل مطالعا

 سلولی های تنش واکنشمطالعه  یادیز تا حد کسیپروتئوم

(. Komatsu et al. 2003) نموده است تسهیل محصولات را

 دوبعدی، افزایش ی الکتروفورز نهیدر زمشده  های حاصل پیشرفت

 استفاده و های اطلاعاتی بانک در شده یابی توالی های پروتئین تعداد

 شده باعث ها پروتئین شناسایی جرمی برای سنج طیف اهدستگ از

 در شده  بیان کل پروتئین شناسایی در کسیپروتئومتکنیک  تا است

  .شودتبدیل  قدرتمند ابزاری به گیاهی مختلف های تنش شرایط

 Riccardi et)پاسخ به خشکی در ذرت  تغییرات بیان پروتئین در

al. 1998) برنج ،(Salekdeh  et al. 2002؛ Ali and Komatsu 

 Hajheidari)، گندم (Hajheidari et al. 2005)چغندرقند ، (2006

et al. 2005 ؛Fotovat 2007 ) و آفتابگردان(Castillejo et al. 

تحلیل، تعدادی  و  این تجزیه .مطالعه قرارگرفته است مورد( 2008

 Ali and)فتوسنتز  گیر دردرو های ناشی از تنش  پروتئین از

Komatsu 2006) مسیرهای ترارسانی ،(Salekdeh et al. 2002 ،

Ali and Komatsu 2006 ،Zhang and Komatsu 2007)، 

 Salekdeh et al. 2002،Ali and) ویداتیاکس تنشزدایی  سم

Komatsu 2006 ،Zhang and Komatsu 2007، Fotovat 2007) ،

 نمودهرا شناسایی ( Nouri and Komatsu 2010)نوری  انتقال و

  .است 

تنش غیر زیستی و  نیرگذارتریتأثگونه که خشکی  همان

رود، لذا بررسی  شمار می دهنده عملکرد نخود در جهان به کاهش

تنوعّ ژنتیکی از طریق صفات مورفولوژیک، زراعی، فیزیولوژیک، 

بیوشیمیایی و ملکولی از ضروریات راهبردهای اصلاحی در این 

ها  و الگوی بیان پروتئین  ها العه واکنششمار رفته، ولی مط پدیده به

های متحمل و حساس در شرایط مختلف تنش  در میان ژنوتیپ

تر ماهیت این پدیده طبیعی، ما را در شناسایی  علاوه بر درک دقیق

ها،  گری توده های درگیر و ناشی از تنش خشکی و غربال پروتئین

ک ژن یاری دسترس در مخازن بان  ها و ارقام حجیم قابل ژنوتیپ

توان و دقت بسیار با نوظهور  یپروتئومیکس علم. خواهد نمود

ها  چگونگی کنترل بیان آن ها، کاربرد و بالا در شناسایی پروتئین

و با ارزش در  تعیین اطلاعات دقیق یها روش و از بهترین بوده

توان از آن در تجزیه  بنابراین می. باشد می از فرآیندها انبوهیطی 

 .استفاده کرد درگیر در تنش خشکی از آنآیندهای فر و تحلیل

 96ای بر روی  ای و گلخانه های مزرعه نتایج آزمایش بر اساس

تهیه شده از بانک ژن پردیس کشاورزی و منابع طبیعی   ژنوتیپ

تحمل و واکنش  یها شاخص یبند گروهدانشگاه تهران، بر اساس 

ی، ژنوتیپ بت به تنش خشکزراعی نس پیهای نخود ت ژنوتیپ

ترین و  عنوان متحمل ترتیب به به 9331-و ژنوتیپ فسا 3923-کرج

 Goodarzvand Chegini)ند شد  نشیگزترین ژنوتیپ  حساس

ای با  شده گلخانه ها در شرایط کنترل سپس این ژنوتیپ(. 2016

  مقدمه

  ها مواد و روش
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 111) و بدون تنش( درصد رطوبت قابل دسترس 91) اعمال تنش

کشت شدند بدین  1316در سال ( دسترس درصد رطوبت قابل

ترتیب که بر اساس خاک آزمایش شده در آزمایشگاه گروه علوم 

خاک پردیس کشاورزی و منابع طبیعی دانشگاه تهران، رطوبت 

قابل دسترس بر مبنای تفاضل ظرفیت زراعی و نقطه پژمردگی 

ده، سپس بر مبنای وزن خاک داخل گلدان میزان آب شتعیین 

تیمار . دشتأمین رطوبت قابل دسترس مشخص  مصرفی جهت

 91درصد رطوبت قابل دسترس و تیمار تنش  111بدون تنش 

ها  درصد رطوبت قابل دسترس را از طریق توزین کلیه گلدان

پس از گلدهی کامل، از برگ کلیه واحدهای . دریافت نمودند

آزمایشی شامل دو ژنوتیپ به تفکیک در دو شرایط تنش و 

های  نمونه. برداری صورت گرفت سه تکرار نمونهتنش با  عدم

برگی پس از برش بلافاصله درون فویل آلومینیومی برچسب 

درجه  -31و با فلاسک ازت مایع به فریز  شده  داده قرارخورده 

 .دندشمنتقل  دگرا یسانت

 (1986) استخراج پروتئین از بافت برگی بر اساس روش

Damerval et al.  11مقدار  ابتدا. انجام گرفت با اندکی تغییرات 

تری کلرواستیک اسید  درصد 11لیتر محلول استون حاوی  میلی

(TCA ) درصد 9/1و β- مرکاپتواتانول به پودر ساییده شده بافت

و سپس  شده دهییساگیاهی اضافه شده، مخلوط در هاون مجدداً 

 . های سانتریفیوژ منتقل شد به لوله

گراد به  درجه سانتی -21ای آمده در دم  دست سپس مخلوط به

  پس. ها شدند مدت حداقل دو ساعت تیمار رسوب کامل پروتئین

 چهارها در دمای  ، نمونهTCAها در حضور  رسوب کامل پروتئین

دور سانتریفوژ  29111دقیقه در  19گراد به مدت  درجه سانتی

 11پس از دور ریختن آرام مایع، به پلیت حاوی پروتئین . شدند

محلول )مرکاپتواتانول -β درصد 1/1تر محلول استون حاویلی میلی

طور کامل شکسته و تبدیل  اضافه و پلیت در محلول به( شستشوی

ها به مدت یک ساعت در دمای  سپس نمونه. به سوسپانسیون شد

طور کامل رسوب  ها به گراد قرارگرفته تا پروتئین درجه سانتی -21

 19گراد به مدت  درجه سانتی 6ها در دمای  مجدداً نمونه. نمودند

 . دور سانتریفیوژ شدند g 12911×دقیقه در 

آمده با استفاده  دست کامل بقایای استون، پلیت بهحذف  تیدرنها

های  برای استخراج پروتئین. دشخشک از دستگاه لیوفیلایزر 

لیتر به ازای هر  میکرو 91موجود در پلیت لیوفیلایز شده میزان 

 ,8M)پودر لیوفیلاز شده، محلول لیزیز ( 50µl/mg)گرم  یک میلی

Urea, 4%w/v CHAPS, 35mM, Tris, 1%w/v, DTT, 1%v/v, 

Ampholyte pH 3.5-10 )پس از یک ساعت ورتکس . اضافه شد

گراد و  درجه سانتی 19مداوم در دمای اتاق مجدداً در دمای 

×g12111  یی رودور سانتریفیوژ انجام گرفت و سرانجام مایع

یا در حقیقت عصاره پروتئینی را برداشته و پلیت ( اتانتسوپرن)

 . دور ریخته شد

های نمونه در این آزمایش با استفاده از  سنجش میزان پروتئین

برای تهیه محلول استوک . انجام شد (Bradford 1976)روش 

لیتر اتانول  میلی 91در  291گرم کوماسی بلو جی  1/1میزان  1رنگ

و سپس  ده از کاغذ صافی عبور داده شدهش محلول تهیه شده،حل 

ده، شبه آن اضافه  درصد 39لیتر اسید فسفوریک  میلی 111

 . لیتر رسانده شد میلی 211مقطر به  درنهایت حجم آن با آب

رنگ با  یک حجم از محلول استوک ،2جهت تهیه محلول سنجش

قرار استفاده شده و برای آزمون مورد  قیرق مقطر آبچهار حجم 

BSAبرای تهیه محلول استوک پروتئین  .گرفت
گرم  1/1میزان  3

مولار  NaCl 19/1لیتر  میلی 91از پروتئین آلبومین سرم گاوی در 

برای  .لیتر برسد بر میلی میکروگرم 2111حل شده تا به غلظت 

های استاندارد جهت ترسیم منحنی  تهیه هر یک از غلظت

 .   شد عمل  C1V1=C2V2استاندارد با توجه به رابطه 

شده از  تهیه تریل کرویم 91منظور رسم منحنی استاندارد، میزان  به

لیتر محلول سنجش اضافه شده و  ها به سه میلی هر یک از غلظت

 موج در طولها  میزان جذب نمونه. ریخته شد 6داخل سل کوارتز

. گیری شد ها اندازه ترتیب قرائت افزایش غلظت نانومتر به 919

نهایت برای  در. ترسیم شد ها غلظتر اساس سپس نمودار خطی ب

ها میزان پنج میکرولیتر از عصاره  گیری غلظت پروتئین نمونه اندازه

میکرولیتر آب دیونیزه اضافه  99پروتئین محلول در لیزیز بافر به 

د و پس از شلیتر محلول سنجش اضافه  شده و به سه میلی

لیتر آب دیونیزه  رومیک 99)ها در برابر شاهد  گیری جذب آن اندازه

لیتر محلول  میلی سهمیکرولیتر محلول لیزیز و  پنجعلاوه  هب

                                                           
1
 Dye Stock 
2 Assay reagent 
3 Blood serum albomin 
4 Cuvette 
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آمده از   دست آمده در فرمول به  دست مقدار جذب به( سنجش

منحنی استاندارد قرار گرفته و میزان غلظت هر نمونه بر اساس 

 دست های به نهایت غلظت در. مددست آ بهلیتر  میکروگرم بر میلی

ضرب شد تا غلظت واقعی  12ن، در عدد شد قیرقیل دل آمده به 

 .دشها محاسبه  نمونه

ها به داخل ژل،  در این آزمایش برای وارد نمودن پروتئین

با آن به داخل ژل  زمان همل و ح 1گیری ها در استوک آب پروتئین

میکرو لیتر از محلول  321ها، میزان  گیری ژل برای آب. لود شدند

روگرم پروتئین به داخل شیار موجود در میک 121گیری حاوی  آب

  های پس از قراردادن ژل. گیری تراز شده پیپت شد سینی آب

ها را با  گیری، روی آن درون شیارهای سینی آب IPGنواری 

گیری کامل،  ساعت آب 19تا  16روغن معدنی پوشانیده و پس از 

 .الکتروفورز بُعد اول صورت پذیرفت

ساخت شرکت آمرشام ) II فور ولتیدر این تحقیق از دستگاه م

پس از آماده . استفاده شد( IEF)برای انجام بعُد اول  2(بیوساینس

ها مرتب کف شیارهای موجود در الاینر ردیف  نمودن دستگاه، ژل

که لبه ژل به سمت بالا باشد و انتهای اسیدی ژل به  طوری د، بهش

 تینهادر. ردیقرار گ( به سمت الکترود قرمز)سمت قطب مثبت 

ها قرار گرفت،  الکترودهای کاغذی مرطوب در دو انتهای ژل

روی سینی الاینر مماس ( قرمز و مشکی)های الکترود  سپس گیره

های الکترود، جهت جلوگیری از خشک  پس از قراردادن گیره. شد

طور کامل با روغن  ها به ها در حین الکتروفورز، روی ژل شدن ژل

 .معدنی پوشانده شد

. دشها، برنامه دستگاه روی گرادینت تنظیم  نمودن ژلجهت ران 

ولت ساعت در  191هزار ولت ساعت در چهار مرحله  62میزان 

ولت ساعت در  2111ولت،  911ولت ساعت در  311ولت،  311

. ولت تأمین شد 3911ولت ساعت در ولتاز  31911ولت و  3911

ان روی آمپر و تو جریان روی یک میلی در تمام این مراحل شدت

تدریج  پس از شروع الکتروفورز، رنگ آبی به. پنج وات ثابت بود

 درتا  شد خارجسمت قطب مثبت حرکت نموده و از انتهای ژل  به

پس از . دششفاف ساعت، ژل کاملاً  19تا  19پس از  تینها

                                                           
1 Rehydration  
2 Amersham Bioscience 

گراد نگهداری و  سانتی درجه  -21ها در فریزر  تکمیل بُعد اول، ژل

 .دشبرای بُعد دوم آماده 

 ProteinII Xi Cellاز دستگاه ( SDS-PAGE) برای انجام بُعد دوم

ها با الکل  پس از تیمار شیشه. دشاستفاده  3(ساخت شرکت بیورَد)

، کاست ژل بسته شده و محلول اکریل آمید انداز فاصلهو قراردادن 

 -nبا آن شده در آن ریخته شد، سپس سطح  تهیه( درصد 9/12)

پس از . وار شدن سطح ژل پوشانده شدبوتانول اشباع جهت هم

 6یساز متعادللیتر محلول  میلی 9-7آماده شدن ژل بعُد دوم، مقدار 

ده و شاضافه  9صورت تازه نیز به DTTریخته،  شیآزما  لولهداخل 

آزمایش روی شیکر  دقیقه درون لوله 19نوار ژل بعُد اول به مدت 

ژل بُعد دوم  بوتانول، سطح -nجهت حذف بقایای . قرارداده شد

کردن  داده و پس از خشک شستشورا با محلول بافر الکتروفورز 

ژل  تیدرنها. دشور  چند ثانیه در محلول بافر الکتروفورز غوطه

آرامی روی سطح ژل بُعد دوم تا تماس کامل بین دو ژل  نواری به

درصد  9/1داده شده و روی آن با آگارز  و بدون حباب قرار

، پس گرفته کاست ژل در تانک بافر قرار. دپوشانده ش شده  ذوب

شده و ژل با روشن از ریختن مقدار کافی بافر الکتروفورز، پاور 

ساعت، مرحله  2آمپر برای  میلی 9ثابت در مرحله اول  آمپر یلیم

آمپر برای  میلی 21ساعت و مرحله سوم  9آمپر برای  میلی 11دوم 

لکتروفورز به شدن، دستگاه ا در طول ران . ساعت ران شد 3

 میتنظ گراد یدرجه سانت 6 یکننده متصل و دما رو دستگاه خنک

 . شد

 یزمانساعت بعد با پایان یافتن الکتروفورز بُعد دوم،  9-3حدود 

ها از کاست ژل  متری انتهای ژل رسید، ژل میلی 3تا  2رنگ به  که

ها را برای تشخیص راحت، کمی  خارج شده و گوشه اسیدی آن

کننده  بلافاصله ژل در محلول تثبیت. دشدار  و نشانبرش خورده 

های دو  آمیزی ژل رنگ. آمیزی انجام شد قرار گرفته و مراحل رنگ

 .نقره انجام شد بعدی به روش نیترات

ساخت  Gs800ها با استفاده از دنسیتومتر  آمیزی، ژل پس از رنگ

( Raw 2d)های دوبُعدی  و به فرمت خام ژل  شرکت بیورد اسکن

به فرمت  PDQuestافزار  وسیله نرم یره شدند و درنهایت بهذخ

                                                           
3
 Bio-Rad 

4
 Equilibration 

5
 Fresh 
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 ،یتالیجیبه فرمت د ریپس از اکتساب تصاو. درآورده شدند 1تیف

ها مهروموم شد و در  سلفون قرار گرفته و اطراف آن یلا ها لابه ژل

 ینگهدار یبه مدت طولان گراد یدرجه سانت 6 یدر دما خچالی

 .شدند

افزار  ها در تیمارهای مختلف از نرم لکهبرای بررسی کمّی و کیفی 

Melanie 6.2
ها بر روی  بدین ترتیب که ابتدا لکه. استفاده شد 2

های مختلف  طور دستی چندین لکه در ژل ه، ب3شده ییشناساها  ژل

سپس با اطمینان از صحت عمل . شد زده 9و علامت 6جفت باهم

جفت نموده  مباههای مربوط به تیمارهای مختلف را  افزار، ژل نرم

های دو  های بین لکه تا تفاوت و مورد آنالیز آماری قرار گرفتند

عنوان  تیمار متفاوت با اختلاف دو برابری درصد حجمی به

. دار بین دو تیمار شناخته شدند هایی دارای تفاوت معنی پروتئین

بندی تیمارها در سطوح تنش و  جهت مقایسه میانگین و رتبه

های کامل  اکتوریل در قالب طرح بلوکتنش از آزمایش ف عدم

ها بر روی  پس از شناسایی لکه. دشتصادفی با سه تکرار استفاده 

 طور دستی چندین لکه را در ویرایش دستی نقاط، به ها و سپس ژل

سپس  .های مختلف باهم جفت نموده و علامت زده شدند ژل

لف باهم های مخت ژل طور اتوماتیک در ها به افزار لکه وسیله نرم به

ها بررسی  طور دستی لکه نمودن، به پس از جفت. دندشجفت 

ها اطمینان  افزار در جفت نمودن لکه عمل نرم شدند تا از صحت

جفت  های مربوط به تیمارهای مختلف را به هم ژل. دشو حاصل

های بین  تفاوت نموده و سپس دو به دو با هم مقایسه کرده و

طبق دستورالعمل . شدند ساییهای دو تیمار متفاوت را شنا لکه

 Inter Class Report وسیله ملانی به افزار آموزشی ذکر شده در نرم

 ها بین دو تیمار به میزان دو برابر در حجمی آن هایی که درصد لکه

Ratio  شناخته  های کاندیدا عنوان پروتئین هم اختلاف داشتند بهبا

در حقیقت . دادند می دار نشان شدند که بین دو تیمار تفاوت معنی

های  مناسبی برای بررسی تفاوت ها روش تعیین درصد حجمی لکه

مختلف یک تیمار و ژل های تیمارهای  های ها بین ژل کمی لکه

های جفت شده  از کل لکه  پس از گرفتن گزارش .مختلف است

                                                           
1
 TIEF 

2
 GeneBio, Geneva, Switzerland 

3
 Detect 

4
 Match 

5
 Land mark 

6
 Report 

های دو تیمار مورد مقایسه، مقادیر هر لکه در هر تیمار بر  در ژل

بالاتر  Ratioهایی با مقدار  ده و سپس لکهمرتب ش Ratioاساس 

. دار شدند طور افتراقی نشان شده به های بیان انتخاب و پروتئین 2از 

بارگذاری  بلو نیاز به ها با استفاده از کوماسی آمیزی ژل رنگ برای

 این منظور مقدار بنابراین برای. مقادیر زیادتری پروتئین است

پس . ل رهیدراسیون وارد ژل شدمحلو همراه میکروگرم پروتئین به

هایی که  ها باهم، لکه بلو و تطبیق لکه با کوماسی آمیزی ژل از رنگ

طور دستی  طور افتراقی بیان شده بودند را به های تحلیلی به ژل در

جدا نموده و در  و با استفاده از اسکالپل تمیز از ژل کوماسی

سنجی  طیف ارسال جهت های جداگانه قرار داده و تا زمان تیوپ

 .گراد نگهداری شدند سانتیدرجه  -21 جرمی در فریزر

 

در . انجام گرفتها برای رقم مقاوم و حساس جداگانه  آنالیز ژل

هر ژنوتیپ دو سطح متحمل و حساس و در هر تیمار آبیاری دو 

ها  شناسایی لکه. وجود داشتتنش و تنش با سه تکرار  سطح عدم

در کلیه . انجام شد melanie.6افزار  وسیله نرم به کردن و نرمالیزه

  (. 1شکل )جفت شدند لکه تکرارپذیر باهم  611تیمارها تعداد 

 دار، یلکه معن 31داد که از تعداد   نشان ودنتیاست-t یآزمون آمار

لکه  6درصد و یک لکه در سطح  21 ،و تنش تنش عدمدر سطوح 

در . بودند دار یعناختلاف م یدرصد دارا پنج یدر سطح آمار

لکه در سطح  پنجدرصد و یک لکه در سطح  21 ها پیسطوح ژنوت

 نینظر اختلاف ب از. بودند دار یاختلاف معن یدرصد دارا پنج

یک لکه در سطح  23 و تنش، تنش سطوح عدمبین در  ها پیژنوت

 دار یاختلاف معن یدرصد دارا پنجلکه در سطح  کیدرصد و 

 .بودند

نشان داد که در ژنوتیپ  Inter-classreportنالیز نتایج حاصل از آ

لکه کاهش  7تنش و تنش   بین شرایط عدم 3923-متحمل کرج

تنش و تنش   بین شرایط عدم 9331-بیان، در ژنوتیپ حساس فسا

و  3923-های متحمل کرج لکه کاهش بیان، بین ژنوتیپ 16

لکه کاهش بیان، بین  11تنش   در شرایط عدم 9331-حساس فسا

تنش   و حساس بین شرایط عدم 3923-های متحمل کرج ژنوتیپ

لکه کاهش بیان و در نهایت بین ژنوتیپ متحمل در  11و تنش 

تنش  در شرایط عدم 9331-شرایط تنش و ژنوتیپ حساس  فسا

  نتایج و بحث
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نتایج حاصل از جفت نتایج  .دادند لکه کاهش بیان نشان  11

 انیدر م ریرپذلکه تکرا 611از تعداد  ها نشان داد که نمودن ژل

اختلاف  یلکه دارا 31تعداد  ،یمورد بررس یمارهایت هیکل

تنش  عدم طیدر شرا 3923-متحمل کرج پیژنوت .بودند یدار یمعن

لکه کاهش  11و  13و  انیب شیلکه افزا 11و  11 بیترت و تنش به

در  زین  9331-حساس فسا پیژنوت نیچن هم. دادند  نشان انیب

و  7و  انیب شیلکه افزا 7و  19 بیترت بهتنش و تنش   عدم طیشرا

مشترک  انیب زیها ن لکه یدادند که برخ  نشان انیلکه کاهش ب 13

 (.1جدول )داشتند 

 

 
 611دار بین تیمارها در میان کل  لکه دارای اختلاف معنی 31وضعیت  -1شکل 

 لکه جفت شده تکرارپذیر

 
و چگونگی تغییرات  دار های معنی جدول مربوط به تعداد کل لکه -1جدول 

 پس از اعمال تنش

 
   9331-ژنوتیپ حساس فسا   3923-ژنوتیپ متحمل کرج

 تنش تنش عدم تنش تنش عدم سطح خشکی

 7  6 11 11 افزایش بیان 

 61 7 11 13 کاهش بیان  

 61 67 17 13 بیان مشترک

 

های متحمل و حساس  دار در بین ژنوتیپ لکه پروتئین معنی 31از 

ها از  با پایگاه داده پس از انطباقتنش و تنش،   ایط عدمو در شر

چنین تطبیق با تصاویر  الکتریک و هم نظر وزن ملکولی و نقطه ایزو

ژل از طریق تصویر ژل، وزن مولکولی و نقطه ایزوالکتریک تعداد 

 (.2 جدول) دندش ییشناساهفت لکه 

در . بود GAPDH, type Aمربوط به پروتئین  73لکه شماره 

های سطوح مختلف تنش، این پروتئین در ژنوتیپ متحمل  ژل

این . داد افزایش بیان و در ژنوتیپ حساس کاهش بیان نشان 

 (.2شکل  )دارد برداری ژن نقش  پروتئین در همانندسازی و نسخه

وجود داشته و تنظیم  Bو  Aدو زیر واحد اصلی  GAPDHدر 

بررسی توالی . گیرد می  های مربوطه صورت مقادیر آن توسط ژن

در  GAPBو  GAPAای  های هسته داد که ژن  ها نشان اسیدآمینه

پلی . ها و گیاهان مسئول ساخت این زیر واحدها هستند قارچ

به  A8B8ها در مولکول بزرگ  شده توسط این ژن پپتیدهای ساخته

شان را آغاز  کیلو دالتون تجمیع شده و فعالیت آنزیمی 911وزن 

 (.Scagliarini et al. 1998) کنند می 

دار شدن اختلاف بیین تیمارهیای تینش خشیکی در      باوجود معنی

دار نبوده کیه علیت آن کیارایی     معنی GAPDHگندم، میزان تظاهر 

سیستم دفاع آنتی اکسیداتیو جهت حفظ ساختار و فعالییت آنیزیم   

GAPDH     بود و تأثیر تنش خشکی بر این آنیزیم در گنیدم نیاچیز

 (.Fotovat et al. 2007) دشگزارش 

بود که در  Thioredoxin h1مربوط به پروتئین  261لکه شماره 

های مربوط به ژنوتیپ حساس نسبت به ژنوتیپ متحمل  ژل

های  این پروتئین مرتبط با مسیر گونه. داد  افزایش بیان نشان

بیان این پروتئین در ژنوتیپ متحمل (. 3شکل )است اکسیژن فعال 

تنش تا حدودی کاهش ولی در   دمدر شرایط تنش نسبت به ع

تنش بدون تغییر   ژنوتیپ حساس در شرایط تنش نسبت به عدم

های مورد آزمایش به مرحله  ماند که با توجه به ورود ژنوتیپ

دهنده لزوم وجود  برداری در مرحله نموی، نشان زایشی و نمونه

های فعال اکسیژن  این پروتئین در پاسخ به افزایش سطح گونه

 تیوردوکسین .ان یک حامل پیام و عنصری متحرک استعنو به

 در ابتدا و شده گذاری نام Thioredoxin hنام  به سیتوسولی

(. Johnson et al. 1987)شد  یافت کننده فتوسنتز غیر های بافت

 و احیاکننده سیستم یک عنوان به سیتوسولی تیوردوکسین

 عمل بذر نیز طی جوانه در پروتئینی تحرک ذخایر در کننده شرکت

 ای ذخیره های پروتئین احیای به است ممکن ها واکنش این و کند می

 به وابسته پروتئاز وسیله به نیز و شوند آنزیمی لینک بازدارندگان و

، (Besse et al. 1996)شوند  همراهی 1تیوکالسین یعنی ردوکس

 بخشیدن در و آسیمیلاسیون سولفات در است چنین ممکن هم

  .کند یباز هیدروژن نقش سیدپراک به مقاومت

 
 

                                                           
1
 Thiocalsin 
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 ژنوتیپ متحمل نرمال ژنوتیپ متحمل تنش   

  
 ژنوتیپ حساس نرمال ژنوتیپ حساس تنش

  
 

 
 

 

حروف . تنش خشکیحساس و متحمل تحت  در دو ژنوتیپ GAPDH, type Iالگوی پروتئوم و هیستوگرام مقادیر مربوط به درصد حجمی برای پروتئین  -2شکل 

 .باشد های مختلف آماری می بندی دهنده گروه نشان
 

 ژنوتیپ متحمل نرمال وتیپ متحمل تنش

  

 ژنوتیپ حساس نرمال ژنوتیپ حساس تنش

 
 

 
وف حر. تنش خشکیحساس و متحمل تحت  در دو ژنوتیپ Thioredoxin h1الگوی پروتئوم و هیستوگرام مقادیر مربوط به درصد حجمی برای پروتئین  - 3شکل 

 باشد های مختلف آماری می بندی دهنده گروه نشان
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 شناسایی،کد،نقطه ایزوالکتریک، وزن مولکولی و بانک اطلاعاتی مربوطه منشأهمراه  شده به های شناسایی پروتئین -2جدول

 

 شبه کینازهای قوی ی کننده تنظیم یک چنین هم hتیوردوکسین 

( Baier and Dietz 1996) گیاهان در 1غشاء به گیرنده متصل

گیاهان پیشنهاد  رسان در پیام پروتئینی عنوان برخی آن را به .است

عنوان یک پروتئین اصلی در شیره آوند آبکش  نموده که آن را به

 که ثابت نمود نوترکیب hردوکسین تزریقی تیو ریز .نمودندیافت 

 طریق از را خودش سلول به سلول انتقال پروتئین توانایی خود

، بنابراین یک عنصر (Ishiwatari et al. 1998)دارد  پلاسمودسماتا

 و پیام حامل یک عنوان به تواند متحرک در گیاهان بوده و می

 Baier and)عمل کند  غشایی های گیرنده تنظیم کردن با احتمالاً

Dietz 1996 .)های گونه توسط گیاهی تیوردوکسین های ژن بیان 

 سطح احیای جهت hبیان تیوردوکسین . شوند می القا فعال اکسیژن

 موردنیاز سویا های ریشه طی نمو گره در فعال اکسیژن های گونه

 (.Lee et al. 2005)است 

. عنوان سوپراکسید دیسموتاز شناسایی شد به 119لکه شماره 

های دو  مقایسه مقادیر مربوط به درصد حجمی این لکه در ژل

در . دهنده افزایش بیان این پروتئین در اثر تنش بود رقم نشان

ژنوتیپ متحمل باوجود مقدار نسبی کمتر نسبت به رقم حساس 

که در ژنوتیپ  این میزان افزایش دو برابر بوده است درحالی

این (. 6شکل ) شد  برابر افزایش بیان دیده 2/1حساس حدود 

بالا بوده که نقشی اصلی در مسیر  باقدرتآنزیم کاتالیستی 

طور که  سوپراکسید دیسموتاز همان. دارد  عهدهاکسیدانی بر  آنتی

در تنش  .کند قبلاً ذکر شد در حذف سوپر اکسید نقش ایفا می

های بیوشیمیایی میزان  خشکی باوجود متغیر بودن در آزمایش

آمده در  دست یابد درنتیجه اعداد به د افزایش میتولید سوپر اکسی

افزایش بیان سطوح ایزو . رسند نظر می این تحقیق منطقی به

                                                           
1
 Membrane-bound, receptor-like kinases 

های مختلف سوپراکسید دیسموتاز در تنش خشکی گندم و  فرم

 Hajheidari et al. 2005, Hajheidari)در تنش شوری چغندرقند 

et al. 2007 )است شده گزارش. EST mhl-0016-B10 Drought 

Stressed chickpea leave library cDNA clone 

 EST mhl-0016-B10 Droughtمربوط به 113لکه شماره 

Stressed chickpea leave library cier arietinum cDNA clone 
های مربوط به ژنوتیپ و سطوح مختلف تنش  است که در ژل

 (.9شکل ) داد  کاهش بیان نشان

تنش خشکی و سرما روند مشابهی در  که در پاسخ به آنجایی از

شده، احتمالاً مسیرهای مشترکی   مشاهده ESTخصوص این 

که با افزایش مدت تنش سرما کاهش روند در این  داردوجود 

 (.Heidarvand 2012) دشپروتئین گزارش 

 ribulose 1.5- biphosphateمربوط به پروتئین  237لکه شماره 

carboxylase small subunit (Cicer aritinum)  زیر واحد

های مربوط به سطوح تنش  در ژل. کوچک آنزیم روبیسکو است

-91آنزیم روبیسکو (. 9شکل )داد   این پروتئین افزایش بیان نشان

ترین آنزیم  درصد پروتئین کلروپلاست را تشکیل داده و فراوان 31

 این آنزیم با ایفای نقش کلیدی در. رود شمار می روی کره زمین به

اکسید کربن هوا و تبدیل آن به مواد  کننده دی چرخه کالوین تثبیت

های رمز کننده زیر واحد کوچک  ژن. باشد آلی و غذایی می

در هسته قرار داشته و پس از ساخت در ( rbcL) سکویروب

سیتوپلاسم به کلروپلاست مهاجرت نموده و در آنجا با زیر واحد 

پروتئین روبیسکو  (.Dhingra et al. 2004)د شو بزرگ ترکیب می

این کمپلکس اولین و . در کلروپلاست سلول گیاهی قرار دارد

. ترین واکنش مستقل نوری را در چرخه کلوین بر عهده دارد اصلی

ها در مراحل مختلف رشد  تغییرات در سطح بیان این پروتئین

 . (Kim et al. 2002) است شده  زایشی آرابیدوپسیس گزارش
 

 

 

 نام پروتئین نقطه ایزوالکتریک وزن مولکولی شماره دسترسی شناسه لکه

A78 12739111 97 39/6 GAPDH, type I 

A241 76193912 12 31/9 Thioredoxin h1 

A118 191767937 32 12/6 EST mhl-0016-B10 Drought Stressed chickpea leave library cier 
arietinum cDNA clone 

A237 3123192 19 31/9 ribulose 1.5- biphosphate carboxylase small subunit(Cicer aritinum) 

A257 2111119693 39 73/9 20S proteasome subunit alpha-1(Gossypium hirsutum) 

A305 22219611 31 39/6 putative cytochrome c oxidase subunti 6b-1 

A106 T06258 26 39/9 Superoxide dismutase 
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تنش حساس و متحمل تحت  در دو ژنوتیپ  Superoxide dismutaseالگوی پروتئوم و هیستوگرام مقادیر مربوط به درصد حجمی قادیر برای پروتئین  -6شکل 

 باشد ای مختلف آماری میه بندی دهنده گروه نشانحروف . خشکی

 

 ژنوتیپ متحمل نرمال ژنوتیپ متحمل تنش   

  
 ژنوتیپ حساس نرمال ژنوتیپ حساس تنش

  

 
حروف . تنش خشکیحساس و متحمل تحت  در دو ژنوتیپ  EST mhl-0016-B10الگوی پروتئوم و هیستوگرام مقادیر مربوط به درصد حجمی برای پروتئین -9 شکل

 باشد های مختلف آماری می بندی گروه دهنده نشان

 ژنوتیپ متحمل نرمال تحمل تنشژنوتیپ م

  

 ژنوتیپ حساس نرمال ژنوتیپ حساس تنش
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 ژنوتیپ متحمل نرمال ژنوتیپ متحمل تنش

  
 ژنوتیپ حساس نرمال ژنوتیپ حساس تنش

  

 
حساس  پدر دو ژنوتی ribulose 1.5- biphosphate carboxylase small subunitالگوی پروتئوم و هیستوگرام مقادیر مربوط به درصد حجمی برای پروتئین  -9شکل 

 باشد های مختلف آماری می بندی دهنده گروه نشانحروف . تنش خشکیو متحمل تحت 

 

واسیطه مییزان سیاخت     ها به با وجودی که مقدار روبیسکو در برگ

د، ولیی در تینش   شو این آنزیم نسبت به مقدار تجزیه آن تعیین می

خشکی در گندم، کاهش نسبی تظاهر این آنزیم در رقیم حسیاس   

 تیری داشیت   شد که در رقم متحمل ثبات تظیاهر بییش   نشان داده

(Fotovat 2007 .)  گیاهان سه کربنه در نواحی گرم و خشک بیرای

اند و بر همیین اسیاس یکیی از     یافته میزان بالاتری روبیسکو تکامل

راهکارهای اصلاح مقاومت به خشکی، گزینش برای روبیسیکوی  

ییل در سیاخت   هیای دخ  بالاتر و یا دست ورزی و افزایش بیان ژن

 (.Parry et al. 2007)است روبیسکو با استفاده از مهندسی ژنتیک 

 20S proteeasome subunitمربیوط بیه پیروتئین    297لکه شماره 

alpha-1   هییای اطلاعییاتی بییه گیییاه پنبییه    اسییت کییه در بانییک 

(Gossypium hirsutum)  های مربوط بیه   در ژل. است دهشمنتسب

تییپ متحمیل افیزایش بییان و در     سطوح تنش این پروتئین در ژنو

ایین پیروتئین در   (. 7شکل )داد   ژنوتیپ حساس کاهش بیان نشان

تنش تفاوتی نشان نیداده   ژنوتیپ حساس و متحمل در حالت عدم

در حالت بروز . تنش است که دلیل آن محافظت آن در شرایط عدم

د که در رقم متحمیل بیه   شتنش افزایش بیان این پروتئین مشاهده 

 .تر بود جود مکانیسم تحمل این نرخ بیشدلیل و

بوده که در میان  26Sاز زیر واحدهای 20Sساختار پروتئوزوم 

 20Sفعالیت پروتئوزوم . است شده  شدت حفاظت ها به یوکاریوت

ای که  دیده  های بد تاخورده یا آسیب شناسایی و تجزیه پروتئین

های  نچنین پروتئی رفته و هم  دست شان از بعدی  ساختار سه

دادند   ها نشان بررسی. باشد های اختصاصی می کارکردی دارای پیام

توانند مستقل از مسیر یوبی کوئیتین  می  26Sو 20Sکه پروتئوزوم 

های اکسیده شده  پروتئین. ها را تجزیه نمایند برخی پروتئین

های اکسیژن فعال با  خطرناک برای سلول در اثر فعالیت گونه

 Ubو  ATPتنهایی و بدون نیاز به  به 20S حضور پروتئوزوم

 رفعالیغالبته سطوح بالای تنش اکسیداتیو باعث . حذف شوند

از طرفی اولئیک، لینولنیک و لینولئیک . شود این پروتئاز می شدن

 هستند 20Sاسیدها نیز قادر به فعال نمودن مسیر هضم پروتئوزوم 

(Kurepa and Smalle 2008 .) 
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 ژنوتیپ متحمل نرمال شژنوتیپ متحمل تن  

 
 

 ژنوتیپ حساس نرمال ژنوتیپ حساس تنش

  

 
تنش حساس و متحمل تحت  در دو ژنوتیپ 20S proteeasome subunit alpha-1 الگوی پروتئوم و هیستوگرام مقادیر مربوط به درصد حجمی برای پروتئین -7شکل 

 باشد یهای مختلف آماری م بندی دهنده گروه نشانحروف . خشکی

 

ای بر روی آرابیدوپسیس افزایش این پروتئین در پاسیخ   در مطالعه

ده و آن را بیا افیزایش نیرخ پیروتئین     شی به تنش سرمایی گزارش 

 .Imin et al. 2004; Wagstaff et al)دانسیتند  تحت تنش میرتبط  

2010  .) 

 putative cytochrome cمربوط به پروتئین 319لکه شماره 

oxidase subunti 6b-1 های اطلاعی منتسب به گیاه  که در بانک

های مربوط به  در ژل .است (Oryza sativa japonica) برنج

ژنوتیپ و سطوح مختلف تنش این پروتئین هم در ژنوتیپ 

این . داد  متحمل و هم در ژنوتیپ حساس کاهش بیان نشان

پروتئین عنصر پایانی زنجیره تنفسی میتوکندری و گیرنده الکترون 

 (.3شکل )است جهت احیای اکسیژن  cسیتوکروم  از

تغییر نرخ این پروتئین رابطه معکوس با تنش اکسیداتیو داشته که 

موجب کاهش این  1با مکانیسمی متفاوت افزایش تنش اکسیداتیو

توان کاهش این پروتئین را با افزایش  چنین می هم. دشپروتئین 

                                                           
1
 Oxidative burst 

یی مرتبط با تنش اکسیدانی و خسارت غشا های آنتی مجدد فعالیت

اکسیداتیو مرتبط دانست که در ژنوتیپ متحمل نیز با افزایش تنش 

 بیش از آستانه تحمل، امکان کاهش این پروتئین محتمل است

(Heidarvand 2012 .)ریزی ها روی مرگ سلولی برنامه بررسی 

 .Chen et al)برنج شده در اثر شوری در پروتئوم میتوکندریایی  

بوده که با افزایش تنش  COX6bه کاهش بیان دهند نشان( 2009

 .اکسیداتیو همراه بوده است

 کلیگیری  نتیجه

ی دو ژنوتیپ نخود در شرایط دوبعدهای  نتایج حاصل از ژل

داد که الگوی پروتئوم برگی در هنگام   تنش و تنش نشان عدم

طور وسیعی  تنش به پاسخ گیاه به تنش خشکی در مقایسه با عدم

های  این تغییرات حاکی از طیف وسیع پروتئین. ستکرده اتغییر 

 یها نیپروتئ نیدر ب. بود یخشکدهنده پس از اعمال تنش  پاسخ

متحمل  پیدر ژنوت GAPDH, type A نیشده، پروتئ شناخته

 نیپروتئ ان،یحساس کاهش ب پیو در ژنوت انیب شیافزا
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Thioredoxin h1 نیپروتئ ان،یب شیدر سطوح مختلف تنش افزا 

EST mhl-0016-B10 و سطوح  پیمربوط به ژنوت یها در ژل

 میکوچک آنز حدوا ریز نیپروتئ ان،یمختلف تنش کاهش ب

 21S نیپروتئ ان،یب شیدر سطوح تنش افزا سکویروب

proteeasome subunit alpha-1 مربوط به سطوح  یها در ژل

 نیپروتئ ان،یحساس کاهش ب پیو در ژنوت انیب شیتنش افزا

putative cytochrome c oxidase subunti 6b-1 یها در ژل 

متحمل  پیژنوتو سطوح مختلف تنش هم در  پیمربوط به ژنوت

 ریمقاد سهینشان داده و مقا انیحساس کاهش ب پیو هم در ژنوت

دو  یها در ژل سموتازید دیسوپراکس یمربوط به درصد حجم

 .ددر اثر تنش بو نیپروتئ نیا انیب شیدهنده افزا نشان پیژنوت

 

  سپاسگزاری 

از بانک ژن پردیس کشاورزی و منابع طبیعی دانشگاه تهران در 

 .تأمین مواد آزمایشی طرح نهایت سپاسگزاری را داریم

 
 ژنوتیپ متحمل نرمال ژنوتیپ متحمل تنش

  

 ژنوتیپ حساس نرمال ژنوتیپ حساس تنش

  

 
حساس و متحمل  در دو ژنوتیپ putative cytochrome c oxidase subunti 6b-1درصد حجمی برای پروتئین الگوی پروتئوم و هیستوگرام مقادیر مربوط به  -3شکل 

 .باشد های مختلف آماری می بندی دهنده گروه نشانحروف . تنش خشکیتحت 
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