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   چكيده

در ) لي مـولار مي 300و  200، 100، 50، 0(اثر تيمارهاي متفاوت شوري سديم كلريد   

  در دو رقـم گنـدم  ) پنجه زني، تورم غلاف، گلدهي و گـرده افشـاني  (مراحل مختلف رشد و نمو 

  SDS-PAGEبـر الگـوي الكتروفـورزي    ) مقـاوم بـه شـوري   : حساس به شوري؛ بـولاني : قدس(

در مجمـوع، در پاسـخ بـه    . اي مـورد بررسـي قـرار گرفـت     هاي برگ در شرايط گلخانـه  پروتئين

هـاي   ري مشاهده شد كـه كـاهش شـدت و حـذف بانـدهاي پروتئينـي در عصـاره       تيمارهاي شو

برعكس، افزايش شدت بانـدهاي پروتئينـي   . پروتئيني برگ قدس چشمگيرتر از برگ بولاني بود

رسـد بـولاني توانـايي     بنـابراين، بـه نظـر مـي    . در برگ بولاني قابل ملاحظه تر از برگ قدس بود

بدين ترتيب از ديدگاه بيوشيميايي . ر پاسخ به شوري داردهاي برگ د بيشتري در حفظ پروتئين

  . توان بولاني را به عنوان رقم مقاومتر به شوري معرفي نمود نيز مي

                                                           
  بخشي از رساله دكتري نگارنده اول به راهنمايي دكتر حسن ابراهيم زاده ارايه شده به دانشگاه تهران - 1

  مسئول مكاتبه -2
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  هاي برگ تنش شوري، گندم، پروتئين: واژه هاي كليدي

  مقدمه

گياهان طي چرخه زندگيشان معمولاً در معرض انواع وسيعي از تنش هاي محيطي قرار   

يكي از راهكارها براي درك توانايي گياهان در تحمل تنش هـاي محيطـي، شناسـايي     .گيرند مي

تغييرات القا شده با تنش در ميزان پروتئين آنهاست، با اين انديشه كه سازش به تنش، ناشي از 

سنتز پروتئين در پاسخ به تـنش هـاي محيطـي    ). Kawasaki et al. 2001(تغيير بيان ژن است 

شرايط بيهوازي، تنش خشكي، شوك اسمزي، زخم، تنش سـرما و شـوري   نظير شوك گرمايي، 

اي  ها و كاهش سنتز عده چنين تنش هايي سبب افزايش سنتز برخي از پروتئين. نمايد تغيير مي

توانند در تحمل اين  رسد كه پروتئين هاي القا شده با شوري مي به نظر مي. شود ديگر از آنها مي

هايي كه در ژنوتيپ هاي مقاوم به شـوري وجـود    سري از پروتئينتاكنون يك . تنش مؤثر باشند

مقاومت به شـوري حاصـل همكـاري چنـد عامـل      ). Guo et al. 2001(اند  دارند، شناسايي شده

يكـي از ايـن عوامـل ممكـن اسـت       ).Hamilton et al. 2000(فيزيولوژيكي و بيوشيميايي است 

شـوند   هاي متفاوتي پس از تيمار شوري القا مي وتئينپر. ها باشد ها به پروتئين توانايي اتصال يون

)Madgy et al. 1993 .(هـاي   اي را در پروتئين در دانه رست هاي جو، تنش شوري تغييرات ويژه

. نمايـد  سنتز پروتئين در پاسخ به تنش شوري تغيير مـي . كند القا مي (shoot)ريشه و نو شاخه 

ايـن دو حالـت در سيسـتم هـاي كشـت بافـت       . بنديا برخي افزايش و تعدادي از آنها كاهش مي

هاي ترجمـه شـدني    mRNAتنش شوري، ). Ramagopal 1987(توتون و ذرت ثابت شده است 

  شـود   اي مـي  دهد و سبب افـزايش چشـمگير پـروتئين هـاي ويـژه      هاي جو تغيير مي را در ريشه

)Dell Aquila 1992 .( كـه شـوري جـذب    در بررسي سنتز پروتئين در برگ توتون مشاهده شد

  ). Helal et al. 1975(دهد  لوسين و ورود آن را به پروتئين كاهش مي

برخي از ارقام گندم نيز مشابه ساير گليكوفيت ها، با تغييـر بيـان ژن بـه شـوري پاسـخ        

شـود و    انباشـته مـي   mRNAهاي گندم،  مدت كوتاهي پس از تماس با نمك، در ريشه. دهند مي

 لويــت        بــه اعتقــاد  ).Zhong & Dvorak  1994(رســد  مــي ســاعت بــه حــداكثر 6-12طــي 

)Levitt  1980 (تمايل به شكسـتن  ) الف: به طوركلي، نمك ها دو اثر ناسازگار بر پروتئينها دارند

  . دهند آبگريز را افزايش مي (interactions)هاي  برهم كنش) پيوندهاي الكتروستاتيكي دارند، ب

ه تنش شوري در سنتز پروتئين و با در نظـر گـرفتن گنـدم بـه     با توجه به اثر قابل توج  

عنوان يكي از مهمترين محصـولات اقتصـادي ايـران و جهـان، هـدف پـژوهش حاضـر بررسـي         

قـدس         : هـاي بـرگ دو رقـم گنـدم     اي اثر تنش شوري بر الگـوي الكتروفـورزي پـروتئين    مقايسه

  .باشد مي) مقاوم به شوري(و بولاني ) حساس به شوري(



  3

  روش بررسي 

  : اي كشت گلخانه -

مقـاوم بـه   : حساس به شوري و بـولاني : قدس(براي انجام پژوهش حاضر،  دو رقم گندم 

. از انبار غلات واقع در موسسه تحقيقات تهيه و اصلاح نهال و بذر كـرج انتخـاب شـدند  ) شوري

ت بـذور در  كش ـ. باشـد  حساس و مقاوم بودن آنها مورد تاييد بخش غلات موسسـه مـذكور مـي   

گلدان هاي پلاستيكي محتوي سه كيلوگرم مخلوطي از خاك با بافت متوسط، ماسه و كـود بـه   

اي بـا شـرايط    گلدان هـا در گلخانـه  ). Rascio et al. 1992(انجام گرفت  1:1:2ترتيب با نسبت 

ميكرومول بر متر مربع در  500:روشنايي درجه سانتي گراد، شدت 25الي  20:دما(كنترل شده 

در هـر  . نگهـداري شـدند  ) درصـد  40-45: ساعت، رطوبـت نسـبي   8/16: انيه، دوره روشناييث

طي پنجه زني و تورم غـلاف،  . روز بعد به چهار گياه تنك شدند 16بذر كاشته شد و  10گلدان،

. نيترات آمونيوم، نيترات پتاسيم و سوپر فسفات آبيـاري شـدند  گياهان با محلول غذايي محتوي 

ميلي گرم از ماده آخر در يك ليتر آب حل  100ميلي گرم از دو ماده اول و  200 بدين منظور،

ميلي ليتر از هر محلول غذايي در مراحل مورد نظر به خاك محتـوي گيـاه افـزوده     50شدند و 

چهار تيمـار شـوري،   . گرفت ميلي ليتر آب انجام مي 500آبياري هفته اي دو بار و هر بار با . شد

ميلـي مـولار    300و  200، 100، 50: درنظـر گرفتـه شـد   ) ن سديم كلريدبدو(علاوه بر شاهد 

گياهان در مراحل پنجه زني، تورم غـلاف، گلـدهي و گـرده    ). Huang et al. 1993(سديم كلريد 

تحت تـاثير تيمارهـاي   ) ميلي ليتر محلول سديم كلريد با غلظت هاي مورد نظر 500با (افشاني 

  اين مراحل به ترتيب) Zadoks et al. 1974(همكاران و  كسزادومطابق كد . شوري قرار گرفتند

گياهان پس از دو هفته رشد در خاك . بودند )(DASروز پس از بذر افشاني  69و  58، 45، 22

  ، بـرگ هفـتم  )روز پـس از بـذر افشـاني    22(نمونه برداري از بـرگ ششـم   . شور برداشت شدند

  .انجام گرفت) روز پس از بذر افشاني  69و  58(و برگ پرچم ) روز پس از بذر افشاني 45(

  : استخراج پروتئين از برگ -

. مورد استفاده قـرار گرفـت   1:3به نسبت )  pH = 5/7مولار،  HCl  )05/0 –بافر تريس

  هـا  درجه سـانتي گـراد و سـانتريفوژ نمونـه     0-4دماي پس از استخراج پروتئين در سردخانه با 

)rpm 19000  ،45   جـه سـانتي گـراد   در 2-4دقيقه، دمـاي) (Gomori 1955 (   ،انجـام گرفـت

  . محلول روشناور براي سنجش غلظت پروتئين و الكتروفورز آن مورد استفاده قرار گرفت

  : سنجش غلظت پروتئين برگ -

  .استفاده به عمل آمد )Bradford  1976(  برادفوردبراي اين منظور از روش 
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  : الكتروفورز ژل پلي آكريلاميد -

  هاي برگ در پاسـخ بـه شـوري از سيسـتم الكتروفـورزي      يسه تغييرات پروتئينبراي مقا

SDS-PAGE  استفاده شد همچنين دو ژل با غلظت وpH   متفاوت مورد استفاده قـرار گرفتنـد .

بـا   LKB-2001الكتروفورز با دسـتگاه  . درصد مناسب تشخيص داده شد 5/12غلظت ژل زيرين 

سپس . ها به محلول رنگ منتقل شدند ن الكتروفورز، ژلپس از پايا. سيستم عمودي انجام گرفت

  .عمل رنگبري انجام گرفت

  : تجزيه و تحليل نوارهاي پروتئيني روي ژل -

داريم كه طبق فرمـول زيـر    Rmبراي تعيين موقعيت باندهاي پروتئيني نياز به محاسبه 

  ): Gomori 1955(شود  محاسبه مي

 توسط هر باند پروتئيني در ژل زيرين مسافت پيموده شده                    

Rm =                                    
 مسافت پيموده شده توسط رنگ در ژل زيرين                   

  نتيجه

به طوركلي در برگ قدس و بولاني در تمامي مراحـل بررسـي شـده در غيـاب نمـك،      

البته تعدادي بانـد پروتئينـي   . اهده شدندكيلو دالتون مش 66تا  3/14عمدتاً باندهاي پروتئيني 

  : در پاسخ به تيمارهاي شوري مشاهده شد كه. نيز خارج از اين دو حد وجود داشتند

ميلي مولار سديم كلريـد بـه    50در برگ قدس، درپاسخ به تيمار شوري : مرحله پنجه زني) الف

و يك بانـد كمتـر از    24، 28 ،29، 35، 5/36كيلو دالتون و باندهاي  66بعد، يك باند بالاتر از 

. كيلو دالتون حذف شـدند  23و  5/21كيلو دالتون به طور محسوسي كمرنگتر و باندهاي  3/14

ميلـي مـولار سـديم     300در صورتي كه در برگ بولاني، تنها در پاسخ به بالاترين تيمار،  يعنـي 

  دو بانـد  . ر شـدند كيلـو دالتـون كمرنگت ـ   5/14و  22، 23، 25، 26، 35، 5/36كلريد، باندهاي 

، 2و 1هـاي  شـكل (حـذف شـدند    300و  200كيلو دالتـون در پاسـخ بـه تيمارهـاي      20و 21

  ).1جدول

كيلـو دالتـون در پاسـخ     25و  26، 27، 28، 29هاي  در برگ قدس، باند: مرحله تورم غلاف) ب

يژه در برگ بولاني، تنش شـوري بـو  . پررنگتر شدند) 200بويژه تيمار( 300و  200به تيمارهاي

كيلـو دالتـون گرديـد          5/17و   25، 26، 27، 30، 32، سبب افزايش شدت باندهاي 300تيمار

  ).1، جدول2و 1هاي شكل(

 22،20، 23، 28، 32هاي  ، باند300در برگ پرچم قدس در پاسخ به تيمار: مرحله گلدهي) پ

. التون حـذف شـدند  كيلو د 3/14و 15، 5/17، 18كيلو دالتون كاملاً كمرنگتر و باندهاي  19و 
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و يـك   5/14، 15كيلـو دالتـون كمرنگتـر و بانـدهاي      38و  42در برگ پرچم بولاني، باندهاي 

  ).1، جدول2و  1هاي  شكل(كيلو دالتون تقريباً حذف شدند  3/14پروتئين كمتر از 

  هـاي پـرچم شـاهد    در اين مرحله، تعداد بانـدهاي پروتئينـي در بـرگ   : مرحله گرده افشاني) ت

، 5/36در  بـرگ بـولاني، بانـدهاي    . در هر دو رقم كاهش چشمگيري نشان داد) اب نمكدر غي(

  در بـرگ قـدس،  . پررنگتـر شـدند   300كيلو دالتون در پاسخ به تيمـار  16و  25، 26، 28، 30

كـم و   300كيلو دالتون در پاسـخ بـه تيمـار    3/14و يك باند كمتر از  26و  5/36هاي  پروتئين

  ).1، جدول2و  1هاي شكل(بيش پررنگتر شدند 

  

  هاي برگ گندم قدس و بولاني در پاسخ به تنش شوري تغييرات كمي و كيفي پروتئين -1جدول

  هاي حذف شده تعداد باند  مرحله زندگي

  قدس                بولاني    

  تعداد باندهاي كمرنگ شده

  قدس               بولاني

  تعداد باندهاي پررنگ شده

  بولانيقدس                

  -                                  -         7                          7   2                          2  پنجه زني

           6                                 5      -                         -    -                           -  تورم غلاف

  -                                 -       2                          6  3                          4  گلدهي

  6                                 3      -                           -  -                          -  گرده افشاني

  

  بحث

مي شود كه با افزايش سن گيـاه   صرف نظر از تنش شوري، با مقايسه شكل ها روشن

بنـابراين، بـا   . دهنـد  تا گرده افشاني، تعداد باندهاي پروتيئني برگ كاهش قابل توجهي نشان مي

  بـه عنـوان مثـال، طـي     . كنـد  گذشت زمان مقدار پروتئين برگ كاهش چشمگيري حاصـل مـي  

  حـذف شـده يـا     شوند كه در مرحله گرده افشاني يـا  پنجه زني باندهايي در برگ ششم ظاهر مي

بدين ترتيب با افزايش سن گياه، نيازهاي متابوليسمي . اند به باندهاي بسيار كمرنگي تبديل شده

نيـز در طـي مراحـل    ) Noaman et al. 1990(و همكـاران   نوآمنبنابرگزارش . كند آن تغيير مي

روتئين سـيري  اوليه زندگي، برگ گندم بالاترين مقدار پروتئين را دارد، اما بـه تـدريج مقـدار پ ـ   

هـا   رسد مقدار زيادي پروتئين قبل و يا طي پيري از برگ بنابراين به نظر مي. كند نزولي طي مي

  ). گردد يا تخريب مي(شود  خارج مي

نشـان داد كـه     SDS-PAGEهاي پروتئيني برگ بـه روش  مطالعه الكتروفورزي عصاره

شوري در طي پنجـه زنـي   . يابند پپتيدهايي حذف، كاهش يا افزايش مي در پاسخ به شوري، پلي

بنابراين در . شود باند پروتئيني در برگ قدس و بولاني مي 2باند و حذف  7سبب كمرنگ شدن 

البته در بولاني . يابد اين مرحله، سنتز پروتئين در پاسخ به تنش نمكي در هر دو رقم كاهش مي

نيز الگوي پروتئينـي را   50ر باشد، اما در قدس حتي تيما قادر به اين كاهش مي 300تنها تيمار



  6

معتقدنـد اثـر اصـلي شـوري،     ) Ahmad et al. 1986(و همكاران  احمد. دهد تحت تاثير قرار مي

هـاي رونويسـي و ترجمـه     اين اثرات منفي شامل تخريب مكانيسـم . كاهش سنتز پروتئين است

فراوانـي   معتقدنـد كـه تمـاس گيـاه بـا نمـك،      ) Guoick et al. 1992( و همكاران  گاليك. است

) Chretien et al. 1992(و همكـاران   كـرتين . دهـد  اي را افزايش يا كاهش مي هاي ويژه پروتئني

كيلو دالتوني در حضور نمـك ضـعيف تـر     28و  26، 17نيز مشاهده كردند كه در جو، باندهاي 

يـك   كيلو دالتوني در برگ بولاني و 26در پژوهش حاضر نيز در مرحله پنجه زني، باند . اند شده

طـي گلـدهي،    . انـد  كيلو دالتوني در برگ قدس در پاسخ به تنش نمكي كمرنگتـر شـده   28باند 

باند پروتئيني در برگ پرچم قدس شد، امـا   4باند و حذف  6تنش شوري سبب كمرنگتر شدن 

البته بسياري از پژوهشگران معتقدنـد  . باند حذف شدند 3باند كمرنگتر و  2در برگ بولاني تنها 

پروتئين در پاسخ به شوري افزايش مي يابد كه در هماهنگي با نتـايج مـا  طـي تـورم      كه سنتز

نيـز  ) Szabo- Nagy et al. 1992(و همكـاران   زابونـاگي بـه اعتقـاد   . غلاف و گرده افشاني است

نيز ) Rais et al. 1992(و همكاران  ريس. دهد شوري سنتز پروتئين را در برگ گندم افزايش مي

كيلو دالتوني را در پاسخ به شوري در برگ يويوبـا گـزارش    24- 27هاي  روتئينانباشته شدن پ

اين پژوهشـگران افـزايش شـدت بانـدهاي     . اند كه در توافق با نتايج ما طي تورم غلاف است داده

. انـد  كيلو دالتوني را در برگ توتون و گوجه فرنگي در حضور نمك مشاهده كرده 27و  26، 25

هاي مشاهده شده در نيمرخ پروتئيني، بيـانگر پديـده    تفاوت) 1992(ران و همكا كرتينبه نظر 

طـي سـازش   ) La Rose et al. 1989(و همكـاران   لاروزبنا بر گزارش .  سازش به شوري هستند

شود كه مهمترين آنها پروتئيني با وزن مولكولي  توتون به شوري انباشتگي چند پروتئين القا مي

قابل توجه است كه طي مراحل تورم غلاف و گرده افشاني . تين استكيلودالتون به نام اسمو 26

كيلودالتوني شدت يافت كه ممكن  26نيز در برگ قدس و بولاني در پاسخ به شوري، پروتئيني 

،  امـا  .البته عملكرد زيستي اسـموتين هنـوز ناشـناخته اسـت    . است با اسموتين در ارتباط باشد

و همكـاران   هـوركمن . داننـد  انباشـتگي اسـموتين مـي    افزايش مقاومت بـه شـوري را ناشـي از   

)Hurkman et al. 1991 (   پپتيـدها  طـي تـنش     نيز در جو بيشترين تغييـرات را در سـنتز پلـي

دانند و معتقدند اين پلي پپتيـدها طـي    كيلودالتوني مي 27و  26پپتيدهاي  شوري، افزايش پلي

  افـزايش شـدت بانـدهاي پروتئينـي در     رسـد   بـه نظـر مـي   . اي ايفا مي نمايند شوري، نقش ويژه

. كنـد  هاي گندم مورد بررسي، نقش مهمي در ايجاد مقاومت بـه شـوري در گنـدم ايفـا مـي      رقم

 ويمبــرگالبتــه . اي برخــوردار اســت هــايي از اهميــت ويــژه بنــابراين، بررســي چنــين پــروتئين

)Weimberg 1975 (         الگـوي  معتقد است كـه شـوري اثـري بـر سـنتز پـروتئين بـرگ نـدارد و

به اعتقاد نگارندگان مقاله، اين نتـايج متفـاوت، بيـانگر تضـاد     . دهد الكتروفورزي آن را تغيير نمي

رسد شرايط كار پژوهشگران حداقل از چهار جنبه بـا يكـديگر تفـاوت     باشد، بلكه به نظر مي نمي
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ع گونـه  نو) 4مرحله زندگي گياه و ) 3هاي مورد استفاده،  روش) 2درجه تنش شوري، ) 1: دارد

به عنوان مثـال در پـژوهش حاضـر، تغييـرات مشـاهده شـده در       . و حتي رقم گياه مورد بررسي

الگوي الكتروفورزي برگ، به درجه تنش شوري، مرحله زندگي گياه و رقم مورد بررسي بسـتگي  

  در مجمــوع، نتــايج ايــن تحقيــق نشــان داد كــه بــولاني توانــايي بيشــتري جهــت حفــظ . دارد

  :در شرايط تنش دارد، زيراهاي برگ  پروتئين

. هاي بيشتري در پاسخ به شـوري پررنـگ شـدند    باند  در مرحله تورم غلاف و گرده افشاني، -1

هايي كه ممكن است نقش مهمي در القـاي مقاومـت بـه شـوري در رقـم بـولاني ايفـا         باند

  .نمايند

  .در مرحله گلدهي، باندهاي كمتري كمرنگ و يا حذف شدند -2

بانـد حـذف    2باند پروتئينـي كمرنـگ و    7ني، در مرحله پنجه زني هرچند در قدس و بولا -3

ميلي مولار قادر بـه ايجـاد ايـن تغييـر بـود، در       300تنها تيمار   گرديد، اما در رقم بولاني،

ميلي مولار نير قادر بـه تغييـر الگـوي پروتئينـي      50صورتي كه در رقم قدس، حتي تيمار 

  .برگ بود

ه زندگي هر دو رقم نسبت به تنش شـوري، مرحلـه   رسد حساسترين مرحل به نظر مي

باشد، زيرا در اين مرحله در پاسخ به شوري، علاوه بر اينكه هم حذف و هم كمرنگ  زني مي پنجه

نگارنـدگان مقالـه حاضـر در    . هاي پروتئيني روي داد، هيچ باند پروتئيني پررنگتر نشد شدن باند

، )بويژه رقـم قـدس  (افتند كه در اين دو رقم دري) Ebrahimzadeh et al. 2000(پژوهش ديگري 

تـوان نتيجـه    بنـابراين مـي  . بيشترين انباشتگي سديم نيز در مرحله پنحه زني صورت مي گيـرد 

گرفت كه ممكن است سديم انباشته شده در مرحله پنجه زني باعث كاهش  چشـمگيرتر سـنتز   

بنابراين . ر مراحل شده استنسبت به ساي)  بويژه رقم قدس(پروتئين در رقم هاي مورد بررسي 

توان بولاني را، نسبت به قدس، به عنوان رقم مقـاومتر بـه شـوري     از ديدگاه بيوشيميايي نيز مي

  . معرفي نمود

  

  منابع

  .جهت ملاحظه منابع به صفحات        متن انگليسي مراجعه شود  

    

  سه تحقيقـات آفـات  هاي هرز موس دكتر فريبا ميقاني، بخش تحقيقات علف :نشاني نگارندگان

گياهي و دكتر حسن ابراهيم زاده، گروه زيست شناسي، دانشـكده علـوم، دانشـگاه     هاي و بيماري

  .تهران، تهران
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 Effect of various NaCl treatments (0, 50, 100, 200, and 300 mM) at different 

growth and development stages (tillering, boot swellen, flowering and anthesis) in 

two wheat cultivars (Ghods: salt – sensitive, Boolani: salt – resistant) on SDS-PAGE 

electrophoretic pattern of leaf proteins was studied under greenhouse conditions. 

Generally, in response to salinity treatments, the decrease in protein synthesis in 

Ghods was more than that of Boolani  and the increase of protein bands in Boolani  

was more than that of Ghods. Therefore, it seemed that Boolani had more ability in 

maintaining its leaf proteins in response to salt. Thus, from biochemical point of 

view, Boolani was introduced as a cultivar with more resistance to salinity stress. 
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