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هاي غیر زیستی است که باعث ایجاد محدودیت در رشد گیاهان تنشسرما یکی از مهمترین
براي درك مکانیسم مولکولی سازش . شودوکاهش تولید محصول در مناطق سردسیر و معتدل می

هاي جو بهاره با سرماي کوتاه مدت، تغییرات پروتئومی برگ جو مورد مطالعه قرار گیاهچه
هاي جو رقم ساعت بر روي گیاهچه48گراد به مدت یدرجه سانت4به این منظور سرماي . گرفت

Athsهاي رشد یافته در شرایط سپس برگهاي سوم برداشت شده و با گیاهچه. اعمال گردید
-تجزیه پروتئوم توسط الکتروفورز دو بعدي و رنگ . گراد مقایسه شدنددرجه سانتی25نرمال 

ارپذیر داراي اختلاف معنی دار از نظر بیان لکه پروتئینی تکر15. آمیزي آبی کوماسی انجام شد
لکه کاهش بیان در تنش 5لکه افزایش بیان و 10بین شرایط تنش و کنترل شناسایی شدند که 

لکه MALDI-TOF7با استفاده از طیف سنجی جرمی . سرماي چهار درجه را نشان دادند
لوین، انتقال الکترون، واکنش ها در مسیرهاي چرخه کاپروتئینی شناسایی شدند که این پروتئین
هایی مشاهده گردید که در افزایش بیان در پروتئین. نوري و ترارسانی علامت درگیر بودند

این . اکسیدانی و فتوسنتز دخالت داشتندیکپارچگی کلروپلاست، متابولیسم انرژي ، دفاع آنتی
.دهداثیر قرار میبررسی نشان داد که تنش سرما در جو بهاره فتوسنتز را بیشتر تحت ت

هاي کلیديواژه
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مقدمه

تنش سرما تاثیر شدیدي بر رشـد و نمـو و بقـاي گیاهـان دارد    
(Xu et al. عدم تحمـل بـه سـرما یکـی از عوامـل اصـلی       . (2008

گیاهان وقتـی در معـرض دماهـاي    . باشدکاهش تولید محصول می
گیرند براي تطبیق خود با تنش و افزایش تحمـل بـه   پائین قرار می

در خـود  را فیزیولـوزیکی و بیوشـیمیایی   سرما بسیاري از تغیرات
Gomat)نمایند ایجاد می et al. جو در انـواع بهـاره و   گیاه . (2011

براي جلوگیري از تنش گرما و خشـکی آخـر   . زمستانه وجود دارد
Gusta and)قام بهاره زودتر کشـت شـوند   راست که افصل، لازم 

Fowler, این احتمال اینکـه تیـپ بهـاره مـورد تـنش      بنابر.(1977
سرماي بهاره در اواخر مراحل . سرماي بهاره قرار گیرد وجود دارد

رسـاند و  مـی آسـیب  رویشی و شروع مرحلـه زایشـی بـه غـلات     
Shroyer).دهددرصد کاهش می50تا 30عملکرد آنها را حدود 

et al. 1995; Zhong et al. خطر سـرماي بهـاره در اغلـب    (2008
هاي اصلاحی نسـبت بـه عـادت دهـی بـه سـرما و انجمـاد        هبرنام

Galiba)زمستانی، کمتر مورد بررسی قرار گرفته شده است  et al.

هـاي  اي از پاسـخ تنش سرما باعث ایجـاد طیـف گسـترده   . (2009
ــو ــرا-فیزی ــیمیایی و تغیی ــی بیوش ــان م ــان ژن در گیاه ــود ت بی ش

(Chinnusamy et al. 2007; Heidarvand (and Maali Amiri,

هـا  پـروتئین . دنشـو که باعث تحمل گیاه به تنش سـرما مـی  2010
چرا کـه کنند نقش بسیار مهمی را در پاسخ گیاهان به تنش ایفا می

. نقـش دارنـد  گیاه در تغییرات ساختاري و هم تغییرات متابولیکی 
هـاي سـوخت   ها در تنش سرماي گندم و جـو در قسـمت  وتئینپر

هاي فعال اکسیژن، تنظـیم چرخـه   وساز انرژي، فتوسنتز، مهار گونه
Kosová)تنش درگیر هستندگیاه و حفاظت در برابر رشد سلولی، 

et al. هـاي  نباعـث شناسـایی پـروتئی   یمطالعات پروتئوم. (2014
در نـد کـه  سرما در گیاهـان شـده ا  جدید درگیر در پاسخ به تنش 

غلات نیز چندین مطالعه تجزیه پروتئوم پاسخ به تنش سرما انجام 
Vitamvase)اسـت گرفتـه  et al. 2007; Sarhadi et al.

2010; Rinalducci et al. 2011; Vitamvase et al. 2012; Xu et

al. 2013; Kosova et al. 2013; Gharechahi et al. 2014.(

هـاي پاسـخگو بـه    هاي زیاد در مورد درك پـروتئین تلاشعلیرغم 
. سرما اطلاعات محدودي در مورد پاسخ پروتئومی جو وجود دارد

ورد بنابراین لازم است تجزیه پروتئوم جو در پاسخ به تنش سرما م

تجزیه و تحلیل قرار گیرد تا اطلاعـات مفیـدي از درك مکانیسـم    
، حاضـر هدف از مطالعـه .مولکولی سرما در این گیاه به دست آید

بررسی اثر تنش سرماي کوتاه مدت بر الگوي پروتئینی بـرگ جـو   
هاي پاسخ دهنده به تـنش بـا اسـتفاده از    بهاره و شناسایی پروتئین
اسـتفاده از ایـن اطلاعـات در کنـار     . دباشراهکار پروتئومیکس می

تـر اثـرات تـنش    هاي مولکولی  ضمن شناسایی دقیـق سایر تکنیک
توانـد  سرما بر گیاه و مکانیسم مولکولی مقاومت به تنش سرما، می

بستر مناسبی را جهت بهبود صفت تحمـل بـه سـرما را در جـو و     
.گیاهان مشابه فراهم آورد

هاروشومواد

نحوه اعمال سرماشرایط گیاه و 
از موسسه تحقیقات اصلاح و تهیه نهال Athsور جو بهاره ذب

تکرار به صورت طرح کاملا تصادفی 3کرج تهیه و در بذر و 
در 2به 5در مخلوط پرلیت و ماسه به نسبت بذور .شدندکشت 

-درجه سانتی25ها در گلخانه با دماي گلدان. گلدان کاشته شد

و تا زمان گرفتندساعت قرار 16ل روز و طو% 70گراد، رطوبت 
که گیاهان زمانی. رسیدن به مرحله سه برگی هر روز آبیاري شدند

گراد در درجه سانتی4به مرحله سه برگی رسیدند، تنش سرماي 
صورت ها بهریزي سرما روي تعدادي از گلدانقابل برنامهیخچال

رشد داده ساعت اعمال گردید و با گیاهان 48مدت تصادفی به
شده در شرایط دمایی طبیعی گلخانه از نظر الگوي پروتئوم مورد 

با توجه به اینکه گیاهان تحت تنش سرما در .مقایسه قرار گرفتند
گرفتند گیاهان شاهد هم به مدت دو یخچال در تاریکی قرار می
.روز در تاریکی قرار گرفتند

استخراج پروتئین
ازت مایع خرد شد و سپس در نیم گرم از بافت برگ در

لیتر استون میلیTCA ،45%)100(لیتر میلی5محلولی که شامل 
. مرکاپتواتانول بود، هموژنیزه گردید-2میکرولیتر 70سرد و 

درجه سانتیگراد با 4عصاره پروتئینی توسط سانتریفیوژ در دماي 
رسوب بر روي . دقیقه رسوب داده شد20به مدت g9000دور 

) 3pH-10اوره، تیو اوره، چپس، آمفولین (دست آمده بافر لیز به
سپس سانتریفوژ در . دقیقه ورتکس گردید10اضافه و به مدت 
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محلول دقیقه انجام شد و 20به مدت g20000با دور C°25دماي
.منتقل گردید-80آوري و به فریزر روئی جمع

هاتعیین غلظت پروتئین
ها از روش برادفورد زان غلظت پروتئینبراي اندازه گیري می

کالیبره و BSAابتدا دستگاه اسپکتروفومتر با محلول . استفاده شد
ها در طول منحنی استاندارد رسم گردید، سپس میزان جذب نمونه

.نانومتر قرائت گردید595موج 
الکتروفورز دو بعدي
الکتروفورز بعد اول

ها بر حسب بار الکتریکی در در بعد اول الکتروفورز پروتئین
یک میدان الکتریکی از یکدیگر تفکیک شدند که در این تحقیق از 

میلی متر استفاده شد 3سانتی متر و قطر 11تیوب ژلهایی با طول 
(O'Farrell, براي تهیه ژل بعد اول از اوره، پلی آکریلامید . (1975

30% ،NP-40 ،3-10(هاي با آمفولین(pH و)5-8(pH ،APS و
TEMEDترتیبالکتروفورز بعد اول طی سه مرحله به. استفاده شد

ساعت و 16مدت ولت به400مدت نیم ساعت، ولت به200
.مدت یک ساعت اجرا گردیدولت به600

(SDS-PAGE)الکتروفورز بعد دوم 

ها بر اساس وزن مولکولی از بعد دوم پروتئینالکتروفورز در 
صورت دو قسمتی شامل ژل بعد دوم به. شوندیکدیگر جدا می

قبل از انجام بعد دوم .ژل جدا کننده و ژل نگهدارنده تهیه گردید
شناور SDS sample bufferدقیقه در 15نوار ژلها به مدت 

قرار گرفت و با گردیدند سپس نوار ژل بر روي ژل آکریلامید
200به ازاي هر ژل . درصد پوشانده شد5/0محلول ژل آگارز 

نشانگر آبی بروموفنول ) میکرولیتر400براي دو ژل (میکرولیتر 
لکه ) ترینسبک(داخل بافر ریخته شد تا میزان حرکت اولین بلو 

سپس . گرددو عملیات توقف کنترل شود پروتئینی به انتهاي ژل 
آمپر براي هر ژل و مدت میلی35عملیات رانش با جریان ثابت 

انگر آبی به انتهاي ژل جداکننده ساعت تا رسیدن نش5/2-3زمان 
.برقرار گردید

رنگ آمیزي و تصویر برداري
دوم، ژلها توسط محلول رنگ بعدالکتروفورزاتمامازبعد

ژلها توسط دستگاه . آمیزي آبی کوماسی رنگ آمیزي شدند

تصویربرداري شدندBio-Radساخت شرکت GS800دانسیومتر 
تجزیه و تحلیل قرار موردPDQustسپس توسط نرم افزار و

.دار از ژلها جدا شدندگرفتند و لکه هاي داراي تغییر بیان معنی

شناسایی پروتئین ها از طریق روش طیف سنجی جرمی و 
جستجو در بانکهاي اطلاعاتی

به منظور شناسایی پروتئین از انگشت نگاري جرم پپتید 
درMALDI-TOFاستفاده گردید که براي این منظور از روش 

ها در مرکز ژنومیکس و شناسایی پروتئین.استفاده شد
.ایتالیا انجام گردیدTucsiaپروتئومیکس دانشگاه 

بحثوجینتا

tآزمون و انجام توسط نرم افزارهالکهبعد از کمی کردن 

لکه پروتئینی تکرارپذیر 72، تعداد هاي پروتئینیمجزا براي لکه
4ي رایط شاهد و تنش سرماداراي تفاوت معنی دار بین دو ش

لکه 15از شدشناسایی ساعت،48گراد به مدت درجه سانتی
، 2215، 2173، 2115، 1066، 180پروتئینی، ده لکه پروتئینی 

، 680افزایش بیان و پنج لکه 3262، 3248، 2906، 2362، 2335
از این تعداد .کاهش بیان نشان دادند3770و 2999، 2889، 2447

هفت و نقش خصوصیات، MALDI-TOFه از روش با استفاد
و مشخصات این درگیر در تنش سرما مشخص شدپروتئین
هاي پروتئین.آورده شده است1شماره ها در جدولپروتئین

دار در چهار گروه عملکردي  قرار گرفتند داراي تغییر بیان معنی
، هاي مرتبط با چرخه کالوین، انتقال الکترونپروتئین). 1شکل (

هاي دخیل در و پروتئین%5/28واکنش نوري فتوسنتز هر کدام 
. ها را به خود اختصاص دادنداز پروتئین%25/14پیامترارسانی 

نشان داده شده 2هاي پروتئینی داراي تغییر بیان در شکل لکه
.است

هاي دخیل در واکنش نوري فتوسنتزپروتئین
. ه قرار گرفتنددر این گرو3770و 2115لکه هاي پروتئین 

پروتئین متصل شونده به ساخنار ساقه حلقه 2115لکه شماره 
Chloroplast stem-loop binding protein ofکلروپلاستی  یا 

41b (CSP41b)افزایش بیان نشان داده استکهباشدمی.
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Athsاسامی و خصوصیات پروتئین هاي پاسخ دهنده به تنش سرما دررقم-1جدول 

Table 1: Cold responsive proteins of Aths leaves (susceptible barley) during short- term cold stress with LC – MS/MS

Accession No.Theorical MWطبقه بندينام پروتئینScoreشماره لکهگروه عملکردي

(kDa)
Theorical pI

Experimental MW

(kDa)
Experimental pI

2173167ATPase beta subunit chloroplastHordeum vulgaregi|1158353.8995.11114.15.6ونانتقال الکتر

324856Mitochondrial thioredoxinHevea brasiliensisgi | 32975061720.3419.4127.24.4

18079ribulose-1,5-bisphosphateچرخه کالوین

carboxylase/oxygenase large subunit
Pentas lanceolatagi|29411753.4786.1387.26.24

236254Ribulose 1,5 biphosphate carboxylase

activase isoform 1
Hordeum vulgaregi | 16709647.3418.6243.25.48

211583chloroplast stem-loop binding proteinواکنش نوري

of 41 kDa b, chloroplastic-like
Oryza brachyanthagi|57396375841.6368.3138.37.4

377053Photosystem I reactiom

Ncenter subunit IV
Hordeum vulgaregi | 13117615.4479.8222.19.70

.3protein homologueHordeum vulgare subsp-3-244730814ترارسانی علامت

vulgare
gi|2260729.3614.8331.15.17
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Athsفراوانی نسبی گروه هاي عملکردي پروتئین هاي پاسخ دهنده به تنش سرما در رقم -1شکل 

Fig. 1. The relative frequency of protein functional groups responding to cold stress.

هاي فتوسنتزي هاي کلروپلاستی براي تجمع فراوردهبیان ژن
مجموعه رونویسی و ترجمه نیز به طور قابل . باشدضروري می

هاي کلروپلاستی است که به نوبه خود تا توجهی متکی بر پروتئین
-نظیم میحد زیادي به وسیله فاکتورهاي کد کننده هسته اي ت

-ها شامل پروتئینهاي به خصوصی از تنظیم کنندهگروه. شوند
متصل RNAدهند و یا به را برش میRNAهایی هستند که یا 

کنند و باعث ثبات را واسطه گري میRNAشوند و پیرایش می
هاي کلروپلاستی متصل به از پروتئین. شوندپیرایش و ترجمه می

RNA توان به مشخص شده میهاآنکه خصوصیات بیوشیمیایی
CSP41هاياشاره کرد که داراي همولوگa وbباشدمی

)Bollenbach et al., هم CSP41aدر کلروپلاست اسفناج ). 2008
و RNAحلقه -اتصال به ساختار ساقه(به عنوان ریبونوکلئاز 

براي RNAو هم به عنوان پروتئین متصل شونده به ) برش آن
Yang(مطرح شده است mRNA30sفعالیت آن در  et al.,

1996 .(CSP41b نیز به عنوان همولوگی ازCSP41a از گیاه
Pfanschimidt(هتوتون خالص سازي شد et al., و نشان ) 2000

RNAتواند به هاي آرابیدوپسیس میکه در گیاهچههداده شد

باشد میPetD RNAهدف این پروتئین RNAمتصل شود که 
)Raab et al., کلروپلاستی، کد کننده زیر PetDژن ). 2006

است که انتقال الکترون بین b6واحدي از کمپلکس سیتوکروم 
PSI  وPSIIکندرا واسطه گري می .mRNAها همانند این ژن

هاي کلروپلاستی، داراي ساختار ساقه حلقه در mRNAبیشتر 

متصل شوندههايپروتئینباعث اتصالاست که UTR3'قسمت 
پیرایشCSP41کهشودبه این قسمت میCSP41bله از جم

mRNA PetD گرددآن میثبات باعثورا انجام داده)Yang et

al., بیان این پروتئین همچنین در پاسخ به محرك هاي ). 1995
Raab(دهد رشدي، محیطی، پیري و کم آبی تحت تاثیر قرار می

et al., 2006.(
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هاي و لکه)B(گراد نتیو تنش سرماي چهار درجه سا)A(در شرایط شاهد Athsمقایسه الگوي الکتروفورز دو بعدي رقم -2شکل 
)C(دار روي ژل مرجع پروتئینی داراي تغییر بیان معنی

°C (B), and(A), cold stress at 4gel electrophoresis pattern of Aths in the control conditiondimensional-The twoFig. 2.
protein spots with significant expression changes on the representative gel (C)

A

C

B
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علاوه بر وظایف ذکر شده، وظایف دیگري مانند تنظیم 
سیستم تاریکی و روشنایی کلروپلاست، یکپارچگی کلروپلاست، 

ساکاریدها را به این یتجمع واحدهاي ریبوزومی و تنظیم هترو پل
بنابراین افزایش بیان این پروتئین در .اندپروتئین نسبت داده

صورت گیردتواند براي مقابله با اثرات تنش سرما شرایط تنش می
از . خواهد شدتخریب کلروپلاست و کاهش رونویسی باعثکه

طرف دیگر احتمالاً به صورت غیرمستقیم از طریق افزایش ثبات 
PSIو PSIIباعث افزایش انتقال الکترون بینPet Dپروتئین 

تلاش کلروپلاست براي بدلیل گردد که این امر ممکن است 
و تولید PSIIرسیدن به یک وضعیت بازیابی در انتقال الکترون از 

. انرژي باشد

که در واکنش نوري فتوسنتز دخیل است، 3770لکه شماره 
IVPhotosystemواحدزیر Iمرکز واکنش فتوسیستم پروتئین I

reaction center subunit IV)(بیان که در اثر تنش سرما باشدمی
- نامیده میPSaEاین پروتئین به اختصار . آن کاهش یافته است

زیر واحد تشکیل شده 13بیشتر گیاهان از درPSIکمپلکس. شود
زیر واحد آن به وسیله ژنوم کلروپلاستی و هشت زیر 5است که 

از زیر واحدهاي اصلی . گردندآن توسط ژنوم هسته رمز میواحد
. اشاره کردPSaEو PSaA ،PSaB ،PSaC ،PSaDتوان به آن می
PSaE یک زیر واحد آبدوست در معرض استروماي کلروپلاستی

Falzone(وزن داردکیلو دالتون 8و بوده et al., داراي ). 1994
PSaCو PSaB ،PSaAلوپ یا حلقه اي است که این حلقه با 

گزارش شده که از PSaEعملکردهاي مختلفی براي . درگیر است
و بر هم PSIتوان به کمک به اتصال فردوکسین به آن جمله می

اکسیدوریداکتاز، اشاره کرد NADPکنش با فردوکسین 
)Andersen et al., شواهد متعددي نشان داده است که در ). 1992

تواند مورد هدف بازدارندگی میPSIشرایط سرما و یخ بندان 
نامتعادل انتقال الکترونی هکه در این حالت زنجیرقرار گیردنوري 

,Sonoike and Terashima(گرددمی از طرف دیگر ). 1994
علت به شرایط سرمایی را بهPSIکاهش فعالیت یا حساسیت 

ها بیان ROSهاي آنتی اکسیدان در سم زدایی کاهش توانایی آنزیم
Ivanov(اند ردهک et al., هاي به عبارت دیگر افزایش گونه.)1998

بنابراین . گرددمیIفعال اکسیژن باعث کاهش فعالیت فتوسیستم 

تواند به علت افزایش میAthsدر رقم حساس PSaEکاهش بیان 
این کاهش کهباشد(Mehler)در چرخه مهلر- OHو H2O2تولید 

و در شدهPSIاتصال فردوکسین به بیان به نوبه خود باعث کاهش
آید و انتقال الکترون در زنجیره الکترونی مشکل به وجود می

گزارشاتی در مورد کاهش . گرددمیNADPHباعث کاهش تولید 
در . وجود داردهاي مختلف و اجزاي آن در تنشPSIفعالیت 

PSIتنش خشکی بر روي گندم کاهش بیان پروتئین  subunit

VII)(PSaCاهده شده است مش)Ford et al., قبولی و ). 2011
Ghabooli(همکاران  et al., با بررسی تنش خشکی بر ) 2013

. اندرا گزارش کردهPSaCو PSIروي جو نیز کاهش فعالیت 
در شرایط تنش شوري روي برگ جو PSaCهمچنین کاهش 

Rasoulnia(توسط رسول نیا و همکاران  et al., مشاهده ) 2011
گزارش گردیده PSaCدر تنش فلزات نیز کاهش . استگردیده

)Li et al., که علت آن را کاهش رنگدانه ها و کاهش ) 2013
. اندفعالیت فتوسنتزي عنوان کرده

انتقال الکترون

زیر واحد بتا ATPaseمربوط به 2173لکه شماره 
از دو ATPase. کلروپلاستی است که افزایش بیان نشان داده است

F1بخش جدا از هم تشکیل شده است یک بخش آبدوست به نام 

CF1یا CF0 .F1یا F0و یک بخش آب گریز به نام CF1یا 

، )رقم حساس2173لکه شماره (داراي پنج زیر واحد آلفا ، بتا 
داراي سه زیر واحد CF0گاما، دلتا و اپیسیلون است در حالی که 

a ،b وcباشدمی)Godinot and pietro, 1989; Van Ballmooss

and Dimorth, نقش مهمی در متابولیسم زیر واحد ). 2007
در صورت وجود شیب ATPبه ADPانرژي به واسطه تبدیل 

Ye(پروتون درون غشایی دارد  et al., و همکاران وو). 2013
)Wu et al., تحت درخت توسدر تجزیه پروتئوم برگهاي ) 2014
افزایش بیان ،ATPaseنش سرما اعلام کردند که زیر واحد ت

افزایش بیان زیر واحد بتاي این آنزیم در . داشته است
آرابیدوپسیس تحت تیمار سرمایی نیز مشاهده گردیده است 

)Goulas et al., افزایش که این در این گزارش اعلام شده ). 2006
در پژوهش . فاعی در مقابل تنش سرماستبه علت فرآیند دبیان

توان اظهار نظر کرد که افزایش بیان این آنزیم احتمالاً حاضر می
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به علت درخواست انرژي زیاد سلول براي تقویت بخشیدن گیاه 
سنتاز در تنش سرماي برنج ATPافزایش بیان . به تنش سرما باشد

Cui(ساعت 24به مدت  et al., .گزارش شده است) 2005
گزارشاتی نیز در مورد کاهش بیان این پروتئین در تنش سرما ارائه 

Jonmohammadi(شده است  et al., 2014; Rinalduci et al.,

2011; Gao et al., 2009; Xu et al., که علت آنرا تاثیر ) 2013
سرما بر روي تخریب کلروپلاست و یا استراتژي گیاه براي 

. ده اندسازگاري با فتوسنتز اعلام کر

هاي درگیر در این مسیر، لکه شماره یکی دیگر از پروتئین
است که مربوط به پروتئین تیوردوکسین میتوکندریایی می 3248

ها تیوردوکسین. باشد و در اثر تنش افزایش بیان نشان داده است
)Trxs( دي سولفید ردوکتازهاي کوچک و فراوانی هستند که در ،

ها تا یوکاریوت هاي عالی از پروکاریوتتمام موجودات زنده
شوند و در تنظیم اکسید و احیا سلولی دخالت دارند یافت می

)Maeda et al., ها با داشتن یک گروه این پروتئین). 2003
سولفیدي فعال، نقش تنظیم کنندگی را در بسیاري از فرآیندهاي 

Laloi(سلولی دارند et al., که در اعتقاد بر این است ). 2004
میتوکندري، سیستم تیوردوکسین نقش محوري درتعدیل 

احیا محیط و تنظیم فعالیت آنزیم هدف از طریق -اکسیداسیون
,Buchman and Balmer(کندایفا میاحیا پل دي سولفیدي 

در بررسی فعالیت تیوردوکسین، ) 2005(وچمن و باسمر ب.)2005
ناسایی کردند که را شاین پروتئینهاي هدف فهرستی از پروتئین

از طرفی .داشتندقرارپروتئین در سیستم دفاعی آنتی اکسیدان 9
با TRX-Oنیز اعلام کردند که ) 2008(کو و همکاران نبرا

واکنش نشان داده که تضمینی براي سم زدایی IIFپراکسیداسیون 
یک شاخص منفی براي فعالیت Trxهمچنین . استH2O2بالاي 

Gelhaye(باشد یاسکوربات پراکسیداز م et al., در کل ). 2006
-توان گفت که سیستم تیوردوکسین به طور گسترده با پروتئینمی

در پژوهش حاضر، . هاي آنتی اکسیدان در میتوکندري ارتباط دارد
مقدار تیوردوکسین در شرایط تنش سرما افزایش پیدا کرده است و 

جهت دفاع آنتی توان پیشنهاد نمود که افزایش این پروتئین درمی
با توجه به .اکسیدانی و تنظیم مقاومت در برابر تنش سرما است

شرایط تنش دردر این رقم H2O2یافته هاي فیزیولوژي، مقدار 
بنابراین افزایش مقدار تیوردوکسین .نشان دادسرما افزایش 

ه عنوان سازوکاري براي سم زدایی رادیکالهاي بتوانداحتمالا می
. رقم باشدط تنش سرما  و مقاومت بخشیدن به اینآزاد در شرای

افزایش تیوردوکسین کلروپلاستی در برگ گندم در شرایط 
Kosova(سرما و یخ بندان  et al., ، در تجزیه پروتئوم )2013

Han)(هاي برگ گندم در تنش یخ زدگی پروتئین et al., 2013

نش تسرحدي و همکاران  نیز در بررسی. گزارش شده است
سرما بر روي دو رقم مقاوم و نیمه مقاوم گندم اعلام نمودند که 

در نیمه مقاوم بیشتر از مقاوم Mمقدار تیوردوکسین تیپ 
Sarhadi(بود et al., 2010 .(

پیاممسیر ترارسانی 

رقم 2447پروتئین درگیر در این مسیر لکه شماره 
آن ارد که بیان نام د14-3- 3باشد این پروتئین میAthsحساس 

یک خانواده از 14-3- 3. استنشان دادهدر اثر تنش سرما کاهش 
هاي تنظیمی هستند که در یوکاریوت ها منحصر به فرد پروتئین

اند و در بوده و در تمامی آنها از نظر تکاملی حفاظت شده
پروتئین کاملاً درگیر هستند و مسیرهاي هاي پروتئینواکنش

Gokirmak(کنند سطه گري میرا واپیامترارسانی  et al., 2010 .(
هاي پروتئین پروتئین نقش اساسی در فرآیندهاي سلولی واکنش

، چرخه سلولی، تنظیم متابولیسم و ساختار پیاممانند ترارسانی 
هاي محیطی نقش ایفا در تنشیپروتئینخانوادهپروتئین دارند این

قاومت به تنش خشکی ، مخانواده این هايبا انتقال ژنوندنکمی
Yan(ه استنیز در آرابیدوپسیس القا شد et al., در ). 2004

آرابیدوپسیس، عادت دهی به سرما توسط یک شبکه پیچیده مسیر 
یکی از مسیرها به وسیله بیان . آیدبه وجود میپیامترارسانی 

CBFشود و به طور قابل ملاحظه اي سازگاري ها واسطه گري می
Medina(کند م میبه سرما را تنظی et al., مسیر دیگر ). 2011

) ABA(ترارسانی علامت مربوط به سرما به وسیله آبسیزیک اسید 
- شود و این هورمون در پاسخ به سرما افزایش میواسطه گري می

Lang(یابد  et al., تجمع هورمون هاي ABAعلاوه بر ). 1994
سرما نیز دیگري مانند اتیلن در آرابیدوپسیس در سازگاري به

دخالت دارد به طوري که در چاودار تحمل به انجماد را افزایش 
Yu(دهد می et al., -گزارش شده است که بیان پروتئین). 2001

در آرابیدوپسیس تولید اتیلن را به وسیله ثبات 14-3-3هاي 
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Yoon and(دهد افزایش می) پیش ماده اتیلن(ACSهاي ایزوفرم

Kieber, ه به مطالب ذکر شده، در این پژوهش، اگر با توج.)2013
به عنوان تنظیم کننده رونویسی آبسیزیک اسید 14-3-3پروتئین 

ABAایفاي نقش کند، با کاهش بیان باعث کاهش تولید و تجمع 

و متعاقباً باعث کاهش تحمل به سرما شده است و اگر به عنوان 
کاهش در نظر بگیریم، با کاهش بیان باعث ACSتثبیت کننده 

شود ثبات پیش ماده تولید اتیلن و در نتیجه کاهش مقدار اتیلن می
پس احتمالاً . گرددو موجب حساسیت در برابر تنش سرما می

به علت تواند میبه تنش سرما Athsیکی از عوامل حساسیت رقم 
کاهش بیان این پروتئین در . باشدبوده کاهش بیان این پروتئین 

گزارش شده است نیز سرما لاین هاي گندم تحت تنش 
)Vitamvase et al., بررسی دیگر بر روي یک البته در ). 2012

شده مشاهده گندم هاي زمستانه نیز کاهش بیان این پروتئین بیان 
Vitamvas(بود  et al., افزایش بیان این پروتئین در گندم ) 2007

نیز اعلام شده ) 2013(تحت سرماي بهاره توسط هان و همکاران 
که این پروتئین نقش مهمی در مسیرهاي ترارسانی شدهپیشنهاد و 

. کندبراي تنظیم بیان ژن در تنش سرما ایفا میپیام

چرخه کالوین

-زیر واحد بزرگ روبیسکو را نشان می180لکه شماره 
روبیسکو آنزیم کلیدي مسئول تثبیت کربن فتوسنتزي است . دهد

درصد از 35الی 12باشد و و فراوان ترین پروتئین در گیاهان می
هاي محلول را به درصد از پروتئین50هاي برگ و کل پروتئین

Zhaug(دهد تشکیل میC3خصوص در گیاهان  et al., 2014(.

در این . دارداین لکه در شرایط سرما نسبت به شاهد افزایش بیان 
. باشدکیلو دالتون می7/53مطالعه وزن مولکولی این آنزیم حدود 

مشاهده 7تا pH6لکه روبیسکو معمولاً به صورت نواري در 
ولی در ژل مورد مطالعه، این آنزیم به صورت نواري . شودمی

یان و . ها تخریب شده استROSلاً توسط نیست و احتما
Yan(همکاران  et al., نیز قطعات تخریب شده از زیر ) 2006

واحد بزرگ روبیسکو را که توسط دماي کم، افزایش بیان نشان 
افزایش بیان زیر واحد بزرگ روبیسکو .داده بود را شناسایی کردند

Jonmohammadi(در مرحله رویشی گندم در آخر پائیز  et al.,

Xu(-C°8، در رقم مقاوم گندم تحت تنش یخ زدگی)2014 et

al., روز در برگ یونجه7به مدت C°4و در تنش سرماي ) 2013

)Chen et al., زیر واحد بزرگ . گزارش شده است)2015
-یندهایی مانند مرگ سلولی، تا خوردگی پروتئینآروبیسکو در فر

کندبی نقش ایفا میها، عکس العمل به سرما و مقاومت اکتسا
)Jonmohammadi et al., تواند همچنین این افزایش می). 2014

به علت نسبت پائین دي اکسیدکربن به اکسیژن حاصل از کاهش 
اي در طی تنش باشد که این آنزیم فعالیت هدایت روزنه

Wingler(کند اکسیژنازي خود را براي تنفس نوري آغاز می et

al., 2000 .(

مربوط به آنزیم 2362وه بر این آنزیم، لکه شماره علا
است که Iبی فسفات کربوکسیلاز اکتیواز ایزوفرم -5و 1ریبولوز 

روبیسکو اکتیواز نقش اساسی در تمام . افزایش بیان داده است
آنها ممکن است به عنوان . کندسلسله موجودات بازي می

قطعات مولکولهاي چاپرونی در کمک به تجمع یا جداسازي
نقش اصلی این آنزیم حفظ فعالیت . پروتئینی فعالیت داشته باشند

، سایت فعال روبیسکو ATPاین آنزیم با هیدرولیز . روبیسکو است
بی فسفات -5و 1هاي قند فسفاتی مانند ریبولوز را از مهار کننده

به وسیله کربامیلاسیون، آنزیم CO2دارد به طوري که دور نگه می
,Jordan and chollet(داردفعال نگه میروبیسکو را 1983;

Portis, در این پژوهش هم آنزیم روبیسکو و هم آنزیم .)2003
روبیسکو اکتیواز فعال شده اند که احتمالاً افزایش بیان آنزیم 

بلکه به خاطر افزایش نبودهروبیسکو به علت افزایش تنفس نوري 
CO2ما یا رفع هرگونه براي مقاومت در برابر تنش سرCO2تثبیت 

باقی مانده است که این امر از اتلاف انرژي توسط واکنش 
بیسکو افزایش بیان رو. کنداکسیژنازي تنفس نوري جلوگیري می

Gua(اکتیواز در گیاه توت فرنگی et al., و گندم ) 2013
)Rinalduci et al., تحت تنش سرما گزارش شده است نیز) 2011

به نقش این آنزیم در حفظ شکل فعال و افزایش آن را مربوط
Portis(پارتیس و همکاران . روبیسکو دانسته اند et al., نیز ) 2008

اعلام کرده اند که مجموعه اي از تغییرات بین روبیسکو اکتیواز و 
تواند اکیتواز را براي زیر واحد بزرگ و کوچک روبیسکو، می

افزایش فعالیت تر کند که نتیجه اینکربامیلاسیون قابل دسترس
از . براي مقاومت در برابر تنش سرما استCO2اکتیواز، تثبیت 
PSIتوان چنین استنباط کرد که با توجه به اینکه طرف دیگر می

کاهش یافته است و Athsتحت تنش سرما در رقم حساس 
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واکنش نوري فتوسنتزي مهار شده، روبیسکو وارد چرخه تنفس 
ن داده است که محصولات تنفس و افزایش بیان نشاشدهنوري 

Pears and(باعث بسته شدن سایت فعال روبیسکو شده 

, 2003Andrews ( و آنزیم روبیسکو اکتیواز با افزایش بیان این
,.Portis and Parry(دارد سایت را آزاد نگه می CO2تا ) 2007

.باقی مانده تثبیت شود و در برابر تنش سرما مقاومت نشان دهد

4ي شود که تنش سرمالی چنین نتیجه گیري میبه طور ک
ساعت بر روي جو بهاره باعث 48گراد به مدت درجه سانتی

از . گرددها به صورت افزایش و کاهش بیان میتغییر بیان پروتئین
هاي کلروپلاستی با افزایش بیان در ها، پرروتئینبین این پروتئین

ها در این پروتئین. صدد کاهش اثرات تنش سرما به گیاه هستند
تنظیم سیستم تاریکی و روشنایی کلروپلاست و یکپارچگی آن 
نقش دارند و با تجمع واحدهاي ریبوزومی باعث افزایش 

نیز به علت فرآیند ATPase.شوندرونویسی در شرایط تنش می
دفاعی در مقابل تنش سرما و همچنین درخواست انرژي زیاد 

. دهدافزایش بیان نشان میسلولها براي مقابله با این تنش 
تیورودوکسین میتوکندریایی با افزایش بیان باعث سم زدایی 

. شودرادیکالهاي آزاد و دفاع آنتی اکسیدانی در تنش سرما می
CO2هاي چرخه کالوین براي افزایش تثبیت افزایش بیان آنزیم

هاي اجزاي پروتئین. مانده جهت ثبات فتوسنتز استباقی
-گیرند و بیان آنها کاهش میت تاثیر سرما قرار میتحIفتوسیستم 

یابد که این امر باعث اختلال در انتقال الکترون در زنجیره 
گیاه در برابر توان گفت کهبه عبارت دیگر می.شودالکترونی می

وها به این تنش پاسخ می دهدتنش سرما با افزایش بیان پروتئین
سیستم مربوط به هاي درگیر در تنش سرمابیشتر پروتئین

.باشدمیفتوسنتزي 

Andersen B, Scheller HV, Møller BL. 1992. The PSI‐E
subunit of photosystem I binds ferredoxin: NADP+
oxidoreductase. FEBS letters 311(2):169-173.

Barranco-Medina S, Krell T, Bernier-Villamor L,
Sevilla F, Lázaro JJ, Dietz KJ. 2008. Hexameric
oligomerization of mitochondrial peroxiredoxin PrxIIF
and formation of an ultrahigh affinity complex with its
electron donor thioredoxin Trx-o. Journal of
experimental botany 59(12):3259-3269.

Bollenbach TJ, Sharwood RE, Gutierrez R, Lerbs-
Mache S, Stern DB. 2009. The RNA-binding proteins
CSP41a and CSP41b may regulate transcription and
translation of chloroplast-encoded RNAs in
Arabidopsis. Plant Molecular Biology 69:541–552.

Bradford MM. 1976. A rapid and sensitive method for
the quantitation of microgram quantities of protein
utilizing the principle of protein-dye binding.
Analytical biochemistry 72(1):248-254.

Buchanan BB, Balmer Y. 2005. Redox regulation: a
broadening horizon. Annual Review of Plant
Biology 56:187-220.

Chen J, Han G, Shang C, Li J, Zhang H, Liu F, Wang
J, Liu H, Zhang Y. 2015. Proteomic analyses reveal
differences in cold acclimation mechanisms in
freezing-tolerant and freezing-sensitive cultivars of
alfalfa. Frontiers in Plant Science 6:18-30

Chinnusamy V, Zhu J, Zhu JK. 2007. Cold stress
regulation of gene expression in plants. Trends in
Plant Science 12(10):444-451.

Cui S, Huang F, Wang J, Ma X, Cheng Y, Liu J. 2005.
A proteomic analysis of cold stress responses in rice
seedlings. Proteomics 5(12):3162-3172.

Falzone CJ, Kao YH, Zhao J, Bryant DA, Lecomte JT.
1994. Three-dimensional solution structure of PsaE
from the cyanobacterium Synechococcus sp. strain
PCC 7002, a photosystem I protein that shows
structural homology with SH3
domains. Biochemistry 33(20):6052-6062.

Ford KL, Cassin A, Bacic A. 2011. Quantitative
proteomic analysis of wheat cultivars with differing
drought stress tolerance. Frontiers in Plant Science
2:44.

Galiba G, Vágújfalvi A, Li C, Soltész A, Dubcovsky J.
2009. Regulatory genes involved in the determination
of frost tolerance in temperate cereals. Plant
Science 176(1):12-19.

Gao F, Zhou Y, Zhu W, Li X, Fan L, Zhang G. 2009.
Proteomic analysis of cold stress-responsive proteins
in Thellungiella rosette leaves. Planta 230(5):1033-
1046.

Gelhaye E, Navrot N, Macdonald IK, Rouhier N,
Raven EL, Jacquot JP. 2006. Ascorbate peroxidase–
thioredoxin interaction. Photosynthesis Research 89(2-
3): 193-200.

Ghabooli M, Khatabi B, Ahmadi FS, Sepehri M,
Mirzaei M, Amirkhani A, Jorrín-Novo JV,
Salekdeh GH. 2013. Proteomics study reveals the
molecular mechanisms underlying water stress
tolerance induced by Piriformospora indica in
barley. Journal of Proteomics 94:289-301.

Gharechahi J, Alizadeh H, Naghavi MR, Sharifi G.
2014. A proteomic analysis to identify cold
acclimation associated proteins in wild wheat

منابع

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

58
85

07
3.

13
94

.4
.1

.6
.4

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

25
-1

2-
13

 ]
 

                            10 / 13

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.25885073.1394.4.1.6.4
http://gebsj.ir/article-1-133-fa.html


...بررسی الگوي پروتئومی جو بهاره و همکارانرعنا ولی زاده کامران

77 1394ستانبهار و تاب/ 1شماره/ 4دوره / و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی 

(Triticum urartu L.) . Molecular Biology
Reports 41(6):3897-3905.

Godinot C, Di Pietro A. 1986. Structure and function of
the ATPase-ATP synthase complex of mitochondria as
compared to chloroplasts and bacteria. Biochimie
68(3): 367-374.

Gökirmak T, Paul AL, Ferl RJ. 2010. Plant
phosphopeptide-binding proteins as signaling
mediators. Current Opinion in Plant
Biology 13(5):527-532.

Gomat HY, Deleporte P, Moukini R, Mialounguila G,
Ognouabi N, Saya AR et al. 2011. What factors
influence the stem taper of eucalyptus: growth,
environmental conditions, or genetics? Annals of
Forest Science 68:109-120.

Goulas E, Schubert M, Kieselbach T, Kleczkowski LA,
Gardeström P, Schröder W, Hurry V. 2006. The
chloroplast lumen and stromal proteomes of
Arabidopsis thaliana show differential sensitivity to
short‐and long‐term exposure to low temperature. The
Plant Journal 47(5):720-734.

Gu X, Gao Z, Zhuang W, Qiao Y, Wang X, Mi L,
Zhang Z, Lin Z. 2013. Comparative proteomic
analysis of rd29A: RdreB1BI transgenic and non-
transgenic strawberries exposed to low
temperature. Journal of Plant Physiology 170(7):696-
706.

Gusta LV, Fowler DB. 1976. Effects of temperature on
dehardening and rehardening of winter
cereals. Canadian Journal of Plant Science 56(3):673-
678.

Han Q, Kang G, Guo T. 2013. Proteomic analysis of
spring freeze-stress responsive proteins in leaves of
bread wheat (Triticum aestivum L.). Plant Physiology
and Biochemistry 63:236-244.

Heidarvand L, Amiri RM. 2010. What happens in plant
molecular responses to cold stress? Acta Physiologiae
Plantarum 32(3):419-431.

Hlaváčková I, Vítámvás P, Šantrůček J, Kosová K,
Zelenková S, Prášil IT, Ovesná J, Hynek R,
Kodíček M. 2013. Proteins involved in distinct phases
of cold hardening process in frost resistant winter
barley (Hordeum vulgare L.) cv Luxor. International
Journal of Molecular Sciences 14(4):8000-8024.

Ivanov AG, Morgan RM, Gray GR, Velitchkova MY,
Huner NPA. 1998. Temperature/light dependent
development of selective resistance to photoinhibition
of photosystem I. FEBS Letters 430(3):288-292.

Janmohammadi M, Matros A, Mock HP. 2014.
Proteomic analysis of cold acclimation in winter
wheat under field condition. Icelandic Agricultural
Sciences 27:3-15.

Jordan DB, Chollet R. 1983. Inhibition of ribulose
bisphosphate carboxylase by substrate ribulose 1, 5-
bisphosphate. Journal of Biological
Chemistry 258(22):13752-13758.

Kosová K, Vítámvás P, Prášil IT. 2014. Proteomics of
stress responses in wheat and barley-search for
potential protein markers of stress tolerance. Frontiers
in Plant Science 5(711):10-3389.

Kosová K, Vítámvás P, Planchon S, Renaut J, Vanková
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old is one of the most significant abiotic stresses which restrict crop growth and
productivity worldwide. In order to investigate how spring barley (Hordeum
vulgare L.) seedlings adapt to short-term periods of low temperature, the present
study explored proteomic changes in leaves. Cold stress at 4 °C was applied to

barley seedlings for 48 hours; third leaves were harvested and compared with seedlings
grown in normal conditions (25° C). The proteomic analysis was conducted by two-
dimensional electrophoresis (2-DE) and the Coomassie blue staining procedure. Fifteen
reproducible protein spots showing a significant difference between the control condition
and cold stress were identified; 10 of the spots demonstrated an increase in expression
while 5 spots showed a decrease under 4 °C cold stress for 48 hours. By applying
MALDI-TOF analysis, 7 spots were identified. These responsive proteins were involved
in the Calvin cycle, photosynthetic electron transport, light reaction, and signal
transduction. The upregulation of proteins involved in the regulation of the chloroplast
system, the integrity of chloroplasts, energy metabolism, antioxidant defense, and
photosynthesis has probably acclimatized the plant to cold stress. These findings indicate
that there was greater cold stress affecting photosynthesis in spring barley and it is of
crucial importance to maintain the efficiency of photosynthesis under cold stress.

Barley, Cold, Proteome, 2DE, MALDI-TOF
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