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در بهبود رشد و  Pseudomonas flourescens FY32جهت مطالعه توان القایی باکتری اندوفيت 

افزایش مقاومت کلزا به تنش شوری، از طریق رهيافت پروتئوميکس، آزمایشی بصورت آزمایش 

کشت هيدروپونيک با چهار تکرار اجرا شد. فاکتوریل در قالب طرح کاملا تصادفی در سيستم 

ميلی مولار نمک کلرید  300های آزمایش به ترتيب شامل تنش شوری در دو سطح )صفر و فاکتور

که تحت شرایط تنش شوری گياهان نتایج نشان داد سدیم(، تلقيح با باکتری و عدم تلقيح بود. 

-بهتری برخوردار باشند. الگوی پروتئين تلقيح شده در مقایسه با گياهان تلقيح نشده از وزن خشک

عد های بعد دوم ببعدی مورد مطالعه قرارگرفت. ژلهای بافت برگی به کمک روش الکتروفورز دو

، مورد تجزیه و تحليل قرار گرفت و کميت و  PD-questاز تصویر برداری، به کمک نرم افزار

لکه پروتئينی از  15. طی این تجزیه تحليل شد مقایسهها در تيمارهای مختلف کيفيت بيان پروتئين

لکه چهار سير سم زدایی، های درگير در ملکه مربوط به پروتئينچهار دار بود که نظر بيان معنی

های درگير در لکه مربوط به پروتئين هفتهای درگير در مسير سوخت و ساز و مربوط به پروتئين

دو محيط مربوط به باکتری و شاهد )بدون باکتری( در های مسير فتوسنتز بود. بر اساس مقایسه ژل

 شود.باعث افزایش مقاومت گياه تحت تنش شوری می تنش و بدون تنش، باکتری

 

 های کلیدیواژه
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  مقدمه

گیاهان زراعی در  عملکرد عوامل غیرزیستی محدودکنندهز ا

مناطق کشاورزی دنیا و ایران، شوری آب و خاک  بیشتر

تنش شوری، تولیدات گیاهی و کیفیت آن را در  .است

 نواحی خشک، نیمه خشک و مناطقی با بارش باران محدود

اهان از نظر (. گیAshraf, 2009دهد )تحت تاثیر قرار می را

باشند. افزایش مقاومت یا حساسیت به شوری متفاوت می

های مناسب برای مقاومت گیاهان به شوری و انتخاب گونه

، اهمیت زیادی از نظر کشاورزی و رکاشت در مناطق شو

سطح بالای  (.Valizadeh et al., 2013اقتصادی دارد )

های شوری خاک و آب آبیاری، بسیاری از فرایند

دهد ولوژیکی و متابولیکی سلول را تحت تاثیر قرار میفیزی

که دلیل آن افزایش فشار اسمزی محلول خاک و عدم تعادل 

باشد و باعث کاهش تقسیم و در عناصر مورد نیاز گیاه می

(. از طرف دیگر Gama et al., 2007) شودرشد سلولی می

 (Reactiveهای فعال اکسیژنتنش شوری تجمع گونه

oxygen species) های گیاهی افزایش را در سلول

ها بسیار فعال و ROS  (Khan and Panda 2008).دهدمی

ها، توانند از طریق آسیب به پروتئینسمی هستند و می

های نوکلئیک، منجر به مرگ سلولی های غشاء و اسیدچربی

طور معمول باعث های محیطی بهچنین تنششوند و هم

گیاهان در  (Guo et al., 2012). ندشواختلالات پروتئینی می

های مواجهه با شرایط واجد تنش، با سنتز برخی متابولیت

 ,.Turan et alکنند )ضروری برتنش وارد شده غلبه می

کلزا مهمترین گیاه روغنی خانواده براسیکا بوده و  (.2012

بعد از سویا و نخل روغنی سومین منبع تولید روغن دنیا 

ن و لیپید بالایی های کلزا دارای پروتئیشود. دانهمحسوب می

 4خاطر مقدار کم اسید چرب اشباع شده )کمتر از بوده و به

 60درصد اسید پالمتیک( و مقدار زیادی اسید اولئیک )

های درصد( در مقایسه با روغن 9درصد( و آلفالینولنیک )

ای بالاتری آفتابگردان، ذرت و سویا از کیفیت تغذیه

ان زراعت کلزا در در ایر . (Gunstone, 2004)برخوردارند

آید. ای جدید به شمار میهای روغنی معمول، پدیدهبین دانه

بنابراین سازگاری آن در اغلب مناطق، از جمله مناطق متاثر 

از شوری با انتخاب ارقام و تاریخ مناسب، موفق بوده است. 

طور کلی به مناطق نیمه خشک در کشور ما کاشت کلزا به

های سدیمی وشور هستند و کاختصاص یافته که دارای خا

 ,.Alyari et al) این پتانسیل تولید گیاه را محدود کرده است

بندی  کلزا جزء گیاهان نیمه متحمل به شوری طبقه. (2000

های . باکتری(Ashraf and McNeilly 1990) شودمی

های ریزوسفری محرک آزادزی خاک، اغلب با عنوان باکتری

  (Planet growth promotinig rhizo bacteria)رشد گیاه

 نظیرهای مختلف شوند و شامل باکتریتعریف می

Azotobacter،Azospirillum  و Pseudomonas 

توانند ها میاین باکتری  (Glick and Penrose 1998).هستند

روی رشد و نمو گیاهان به دو طریق مستقیم و یا غیرمستقیم 

ک غیرمستقیم رشد گیاه موقعی رخ تاثیر داشته باشند. تحری

ها، برخی از اثرهای مضر یک موجود دهد که باکتریمی

زا را توسط یک یا چند واکنش کاهش داده یا از بیماری

عمل آورند. تحریک مستقیم رشد گیاه عمل آن جلوگیری به

طور معمول شامل تامین گیاه با یک ها بهتوسط این باکتری

باکتری یا تسهیل جذب عناصر  ترکیب سنتز شده توسط

یک   (Glick and Patten 1999).غذایی از محیط است

 از باکتری خاص ممکن است رشد و نمو گیاه را با استفاده

های از باکتری تعدادی کند. تحریک واکنش، چند یا یک

PGPR  کربوکسیلیک  -1-حاوی آنزیم آمینو سیکلو پروپان

پیش  ،ACCتواند زیم میدآمیناز هستند. این آن  (ACC)اسید

ماده اتیلن گیاه را تجزیه کرده و در نتیجه سطح اتیلن را در 

 Glick)دهد گیاه در حال رشد یا گیاه دچار تنش را کاهش 

and Penrose 1998) . کاهش سطح اتیلن در گیاه تحت

ها، تنش، از اثرات منفی اتیلن از جمله کاهش رشد ریشه

های آوند چوبی و سلول ها وعدم رشد ساقه، پیری برگ
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زا جلوگیری همچنین افزایش حساسیت به عوامل بیماری

استفاده از  (Shaharoona et al., 2006).خواهد کرد 

های غیرزیستی در حال گسترش پروتئومیک در مطالعه تنش

های گیاه به های جدیدی در خصوص پاسخدیدگاه .است

ئوم گیاهی از ای پروتشوری با استفاده از مطالعات مقایسه

طریق فناوری پروتئومیکس بوجود آمده است. شناسایی 

های جدیدی که در ارتباط با تنش شوری هستند، پروتئین

ها آشکار کردن تغییرات در الگوهای فسفریلاسیون پروتئین

های پاسخ دهنده به شوری نشان دهنده یابی پروتئینو مکان

 بوده شوری به هگیا پاسخ در پروتئوم جایگاه ویژه مطالعات

های مختلف کنش بافت درک برای . (Komatso, 2007)است

 جمله از هاپروتئین یمطالعه در مواجه با تنش شوری،

 PGPRهای با باکتری تلقیح واسطهبه شده القاء هایپروتئین

 ها با همدیگر ضروری است.کنش آنو نحوه عمل و برهم

 

  هاروش و مواد

. بود   Hyola308این پژوهش مورد استفاده درکلزای رقم 

این رقم کلزا در دو وضعیت تلقیح شده و تلقیح نشده با 

میلی مولار نمک کلرید سدیم به  300باکتری و تنش شوری 

همراه شاهد مورد بررسی قرارگرفت. آزمایش در قالب 

با چهار تکرار انجام  کاملاً تصادفیفاکتوریل با طرح پایه 

ونی بذور از روش پنروز و شد. قبل از کشت برای ضد عف

. در این  (Penrose and Glick  2003)گلیک استفاده شد

آزمایش از محلول غذایی هوگلند که با کمی تغییرات برای 

 این در  (Bandehagh et al., 2008).گیاه کلزا استفاده شد 

های باکتری سودوموناس پژوهش از یکی از سویه

از ی منفرد یک کلنبرای کشت،  .شد FY32فلورسنس 

-میلی 20در    FY32هیباکتری سودوموناس فلورسنس سو

کشت  صورت شبانهبهتکثیر برای  عیما LBمحیط کشت لیتر

 ODقرائت برای  . (Farajzadeh et al., 2009)شد داده

از روش اسپکتروفتومتری و تعیین  افتهیرشد  یباکتر

استفاده  مک فارلندی جدول هاداده ها ازجمعیت باکتری

مک  به روش مک فارلند استانداردشد. برای تهیه جدول 

ها از روی باکتری (McFarland 1907). شد فارلند عمل

درجه  -70و یا  -20 آوری و درمحیط کشت جامد جمع

یک هفته بعد از کشت بذور،  .گراد نگهداری شدندسانتی

پس از ها در سیستم هیدروپونیک نشاء شدند. گیاهچه

بعد از تلقیح  تلقیح انجام گرفت. یک هفته ،اهانیاستقرار گ

از ریشه  گیریباکتری به سیستم کشت هیدروپونیک، نمونه

صورت تصادفی صورت گرفت و بعد از کشت  ها بهگیاهچه

صورت سطحی، تلقیح این قطعات ریشه و ضد عفونی به

تنش شوری  باکتری در ریشه گیاهان نشاء شده تأیید شد.

ءها به سیستم کشت هیدروپونیک ل نشاروز پس از انتقا 20

ها و تلقیح با باکتری به مدت و پس از استقرار کامل گیاهچه

در اواخر  گیری وزن خشک،یک ماه اعمال شد. برای اندازه

های برگی نمونه دوره رشد رویشی و اوایل رشد زایشی،

داخل پاکت  تکرار کاشت شده جمع آوری شد و 3در

 78 یماساعت و در د 48مدت  کاغذی در دستگاه آون به

جهت استخراج پروتئین از  .گراد قرار داده شددرجه سانتی

استفاده شد  روش تغییر یافته دمروال و همکاران

(Damerval et al., 1987) برای انجام الکتروفورز بعد اول .

ای دست ساز استفاده شد که حاوی آب های لولهاز ژل

های درصد، آمفولین 30آمید ، محلول آکریلNP-40دیونیزه، 

 TEMEDدرصد و محلول  APS10، 8تا  5و  10تا  pH 3با 

های برگی، از باشد. برای تعیین غلظت پروتئین در نمونهمی

محلول پروتئینی بر  ( استفاده گردید.1976روش بردفورد )

ها روی ژل بعد اول بارگذاری شد. برای جداسازی پروتئین

دقیقه  30ها، ابتدا به مدت یک آنبر اساس نقطه ایزوالکتر

ولت و به  400ساعت ولتاژ  16ولت، به مدت  200ولتاژ 

ولت اعمال شد. برای  600مدت یک ساعت ولتاژ 

ها از روش ها بر اساس وزن مولکولی آنجداسازی پروتئین
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SDS-PAGE ها با آبی کوماسی آمیزی ژلاستفاده شد. رنگ

 Bandehagh et)شد طبق دستورالعمل مربوطه رنگ آمیزی

al., 2011)ها دستگاه. برای تصویربرداری از ژل 

GS-800 Bio- Rad  مورد استفاده قرار گرفت. تصاویر

، مورد تجزیه و  PD-questافزاردست آمده توسط نرمبه

ها بررسی شده ها به همراه تکرار آنتحلیل قرار گرفتند و ژل

ار برچسب زده افزهای مشترک بین تکرارها توسط نرملکه و

منظور دار و بههای پروتئینی معنیشدند. برای شناسایی لکه

تعیین نوع تغییرات بیان پروتئین )افزایش یا کاهش بیان( به 

( استفاده شد. برای IFترتیب از آزمون تی و شاخص القا )

 UniprotKBها از داده پایگاه شناسایی نهایی پروتئین

 استفاده شد. 

 

  نتایج

ها نشان نتایج حاصل از تجزیه واریانس داده :وزن خشک

داد که اثر سطوح مختلف تنش شوری و باکتری برای 

صفات وزن خشک بخش هوایی، ریشه در سطح یک درصد 

دار بود. بیشترین وزن خشک بخش هوایی و ریشه معنی

مربوط به سطح شاهد و کمترین آن به تنش شدید تعلق 

ه با باکتری وزن خشک های تلقیح شدداشت. همچنین بوته

بیشتری را نسبت به گیاهان تلقیح نشده داشتند. در سطح 

مولار نمک کلرید سدیم میزان کاهش صفات میلی 300تنش 

وزن خشک در بوته های تلقیح شده با باکتری کمتر از سطح 

(. کاهش رشد و وزن خشک 1تلقیح نشده بود )جدول 

های نتقال فرآوردهتواند بر اثر تغییر در ادرشرایط شوری می

ها و ها، بسته شدن جزئی یا کلی روزنهفتوسنتزی به ریشه

نیز عدم توازن یونی در گیاهان باشد. از دلایل دیگر این 

توان به اثرهای منفی پتانسیل اسمزی بالای کاهش می

محلول خاک اشاره کرد که جذب آب و عناصرغذایی را 

 بخش و هریش رشد کاهش باعث در نهایت کاهش داده و

در  (.Ahmadi and Ceiocemardeh 2004شود )می هوایی

  Hyola308های برگ این تحقیق تغییرات بیان پروتئین

میلی مولار کلرید سدیم و  300تحت شرایط شوری صفر و 

 طریق از و تلقیح و عدم تلقیح باکتری با رهیافت پروتئومیک

وفورز دو های با بیان افتراقی در ژل الکترشناسایی پروتئین

  .بعدی مورد بررسی قرار گرفت

تجزیه و تحلیل پروتئوم، روشی مستقیم جهت شناسایی 

شود و تجزیه ارتباط پروتئوم با ها محسوب میفعالیت ژن

های توالی ژنوم راهبرد مهمی برای ژنومیک کاربردی دانسته

(. درصد Komatsu and Tanaka 2004آید )به شمار می

 PD-questی که توسط نرم افزار حجمی نقاط تکرار دار

کمی شده بودند از تکرارهای مختلف گرفته شده و مورد 

تجزیه واریانس قرار گرفت. قبل از تجزیه واریانس یک 

ها بررسی شده و در مورد برخی از طرفه، نرمال بودن داده

های پروتئینی تبدیل داده صورت گرفت. از بین نقاط لکه

ش شوری و تلقیح و یا عدم پروتئینی پاسخ دهنده به تن

و یا کوچکتر از  2بزرگتر از  IFتلقیح با باکتری، نقاطی با 

بزرگتر از واحد نقاطی با  IFانتخاب شدند. نقاطی با  5/0

افزایش بیان تحت تنش شوری و تلقیح و یا عدم تلقیح با 

کمتر از واحد   IF باکتری هستند. در مقابل، نقاط دارای

تنش شوری و تلقیح و یا عدم دارای کاهش بیان تحت 

تلقیح با باکتری بود. از الکتروفورز دو بعدی رقم 

Hyola308   118 دست آمد که از لکه پروتئینی تکرارپذیر به

معنی  %5لکه در سطح احتمال  15لکه پروتئینی  118این 

 ( .2( و )جدول 1دار بودند. )شکل 
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  تلقیح شده با باکتری در شرایط تنش شوری  Hyola308تجزیه واریانس وزن خشک رقم کلزا  -1 جدول
Table 1- ANOVA results of dry weight of Hyola308 cultivar inoculated with bacteria under salt stress conditions   

   میانگین مربعات  

 درجه آزادی تیمار
وزن خشک بخش 

 هوایی

وزن خشک 

 ریشه

وزن خشک 

 کل

 053/0** 982/2** 388/1** 1 شوری

 020/0** 654/0** 234/0** 1 باکتری

 002/0 001/0 007/0 1 باکتری *شوری 

 005/0** 337/0** 181/0** 1 رقم

 002/0 027/0 025/0 1 رقم *شوری 

 001/0 011/0 011/0 1 رقم *باکتری 

 *باکتری  *شوری 

 رقم
1 038/0 043/0 002/0 

 002/0 051/0 032/0 12 طاخ

ضریب تغییرات 

 )درصد(
- 96/27 06/23 28/26 

           .درصد 5و  1داری در سطح معنی **و  *

پروتئینی  لکه 13، ( B-1)شکل  هاپس از تجزیه تصاویر ژل

دون بدر تیمار باکتریایی در شرایط دار پذیر و معنیتکرار

ر های تغییپروتئینکه از بین این  ،شناسایی شدتنش شوری 

ینی لکه پروتئ 7لکه پروتئینی کاهش بیان و  6 بیان یافته،

 (. 2افزایش بیان نشان دادند )جدول 

میلی مولار کلرید سدیم به همراه  300در تیمار شوری 

لکه کاهش بیان  9لکه پروتئینی،  15( از -B 2باکتری )شکل 

ار (. در تیم2لکه افزایش بیان نشان دادند )جدول  6و 

لکه پروتئینی  15میلی مولار کلرید سدیم، از  300شوری 

لکه  6لکه بیان کمتر از شاهد یا کاهش بیان و  9معنی دار، 

  .A) -2)شکل  افزایش بیان نشان دادند

باتوجه به دو )که  هابعد از شناسایی احتمالی پروتئین

مشخصه نقطه ایزوالکتریک و وزن ملکولی( انجام شد، 

های پروتئینشامل  ،عملکردی  گروهسه  ها درپروتئین

مهار های پروتئین، درصد( 47) مسیر فتوسنتزدرگیر در 

های درگیر درصد(، پروتئین 27) و سم زدایی ROSکننده 

 ( قرار گرفتند.درصد 27) سوخت و سازدر 
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 ((Bو با باکتری  (A)بدون باکتری بدون تنش شوری در دو حالت Hyola308 دوبعدی برگ کلزای رقم های الکتروفورزژل -1 شکل

Figure 1- 2-D gel of protein patterns of Hyola308 leaves under normal conditions. Without bacteria (A) and with bacteria (B). 

 

 
 (B) ).و با باکتری  (A)ن باکتری حالت بدو در شرایط تنش شوری در دو Hyola308 (دوبعدی حاصل از پروتئوم برگ کلزای رقم الگوی الکتروفورز -2شکل 

Figure 2. 2-D gel of protein patterns of Hyola308 leaves under stress conditions. Without bacteria (A) and with bacteria (B). 
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 تحت تنش شوری و تلقیح با باکتری  های شناسایی شدهاطلاعات پروتئین -2جدول 
Table 2. Characterization of identified proteins under salinity stress and bacteria inoculation  

 

O. pIe 

 

O. MWd 

 

T. pIc 

 

T. MWb 

 

Accessiona 

No. 

 پروتئین شناسایی شده
Identified Protein 

 شماره لکه
Spot No. 

6/10 25/74 6/74 22 5689611 copper/zinc  superoxide  dismutase 1 

6/45 28/75 66/15 24 33285914 Dehydroascorbate reductase 2 

7/75 42/28 8/38 40 92867789 Flavoprotein pyridine nucleotide 

cytochrome 

reductase 

3 

6/20 45/69 6/48 43 18420348 Fructose bisphosphate aldolase 4 

5/41 18/65 5/53 16 421976742 Glotation S- trsnferase 5 

5/75 39/45 6/11 35/60 15219721 Malate dehydrogenase 6 

7/15 25/12 6/94 26/60 829289 Oxygen- evolving enhancer 2 7 

5/55 36/74 5/92 35 152230324 Oxygen- evolving enhancer 

protein1- 2 

8 

7/62 17/80 9/71 14 1076373 photosystem II oxygen-evolving 

complex protein 2 

9 

6/10 35/40 6/78 37 49359169 Photosystem II protein 10 

7/95 21/32 8/24 20/20 406727 Ribulose-1,5-bisphosphate 

carboxylase/oxygenase small 

subunit 

11 

5 51/26 4/84 46/70 78100212 Ribulose-1,5- bisphosphate 

carboxylase/oxygenase activase 

alpha 2 

12 

7/6 23/50 8/80 20 11990897 Ribulose-1,5-bisphosphate 

carboxylase/oxygenase small 

subunit 

13 

6/09 30/45 7/67 23 15226479 Triose-phosphate isomerase 14 

5/68 19/50 5/37 17 4928472 Type 2 peroxiredoxin 15 

       

a: Accession number in database NCBI, MASCOT, TagIdent - b: T. MW - c: T.pI - d: O. MW - e: O.pI 

:a  های پایگاهشماره دسترسی در دادهNCBI ،MASCOT،TagIdent؛ :b ؛وزن مولکولی تئوری :c  ؛تئوری نقطه ایزوالکتریک  :d؛وزن مولکولی تجربی 

:e نقطه ایزوالکتریک تجربی 

 تیمار هاهای مشترک بیان شده در تمام پروتئین

 Copper/Zinc  Superoxideنیپروتئ به مربوط 1ه شمار لکه

 dismutase های دخیل در مهارکننده جزء پروتئینROS  و 

ی در شرایط باکتر) ماریت سههر  ردباشد و زدایی میسم

 مولاریلیم  300باکتری در شرایط شوری  ،بدون شوری

( میدس دیمولار کلر یلیم 300 یشور فقط و میسد دیکلر

ترین از اصلی د.دا نشان شاهد به نسبت انیب کاهش

های آنتیدر گیاهان، فعالیت آنزیم ROSمسیرهای حذف 

 Superoxide(SOD)های گروه اکسیدان مثل پروتئین

dismutase  های سوپر اکسید هستند که در تبدیل رادیکال

به اکسیژن مولکولی دخالت دارند. در واقع اولین خط دفاعی 

شوند که سوپر اکسید را به محسوب می ROSابر در بر
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های پراکسید هیدروژن که سمیت کمتری دارند مولکول

کنند. فعالیت  اصلی این آنزیم وابسته به روی تبدیل می

است و اگر بنابه دلایلی میزان دسترسی به این عنصر کم 

 Vaidyanathan et) یابدمی باشد، فعالیت این آنزیم کاهش 

al., 2003) .  مربوط به پروتئین  2لکه شماره

Dehydroascorbate reductase های دخیل که جزء پروتئین

باشد، در هر سه تیمار زدایی میو سم ROSدر مهارکننده 

این  فوق، بیان بالاتری نسبت به شاهد نشان داد. حضور

پروتئین دلالت بر القای تنش اکسایشی به همراه تنش 

 Flavoprotein pyridine پروتئین 3شوری دارد. لکه شماره 

nucleotide  cytochrome reductase های که جزء پروتئین

باشد، در هر سه تیمار باکتری درگیر در سوخت و ساز می

بدون تنش شوری، باکتری در شرایط تنش شوری و فقط 

تنش شوری کاهش بیان داشت. این پروتئین در فرایند 

ور داشته و سیتوکروم را تنفس در چرخه انتقال الکترون حض

کند. این پروتئین نخستین گیرنده الکترونی است و احیاء می

 Zurbriggen et al)در غشای درونی میتوکندری قرار دارد 

 زیستی غیر هایتحمل تنش در را پروتئین این نقش .(2007

 آرابیدوپسیس گیاه ریشه روی اند. بردانسته مهم گیاهان در

 پروتئین 11 که رسیدند نتیجه این هب کلریدسدیم تنش تحت

 حمل و پنتوز مسیرهای سیترات، چرخه گلیکولیز، در درگیر

 Jiang and Deyholos)است یافته کاهش الکترون نقل و

 Fructose bisphosphate aldolase پروتئین  4 لکه. (2006

 باشد، درمی های درگیر در سوخت و سازکه جزء پروتئین

در  یدیکل آنزیم که داشت، بیان ایشافز فوق تیمار سه هر

 -Dقندها است و واکنش شکسته شدن  یکولیزگل یرمس

       D- fructose 1,6) فسفات بیس -6و1 فروکتوز

bisphosphate) فسفات  استون یدروکسیه ید به را

(Dihydroxyaceton phosphate) وD – 3 یسرآلدهیدگل- 

بر  یانرژ دیدر تول یکرده و نقش مهم یزفسفات را کاتال

 -Glotation S 5لکه شماره  (Moller 2001). عهده دارد 

trsnferase های دخیل در مهارکننده که جزء پروتئینROS 

در هر سه تیمار، کاهش بیان داشت.  باشد،زدایی میو سم

نه تنها سبب  Glotation S- trsnferaseافزایش فعالیت آنزیم 

یدی سیون لیپات سمی حاصل از پراکسیدازدودن ترکیب

بلکه عمل ترکیب گلوتاتیون با دیگر مشتقات  ،گرددمی

های زیستی نظیر سمی حاصل از اکسیداسیون سایر مولکول

 Malate پروتئین 6 کند. لکهها را کاتالیز مینوکلئیک اسید

dehydrogenase های درگیر در سوخت و که جزء پروتئین

 در و باشدیم یتراتدر چرخه س یردرگ یمآنزباشد و ساز می

 یلکه واکنش تبد یمآنز ین. اداشت بیان افزایش تیمار سه هر

 یدتولر د کند،کاتالیزمی رامالات به اگزالواستات و بر عکس 

استاندارد، تعادل  ینامیکیترمود یطنقش دارد. در شرا یانرژ

 ولی باشد،می مالات تولیدبه سمت  یشترواکنش ب ینا

توسط واکنش  طور مداومبه مسال هایسلول در اگزالواستات

 امر این و شودمی برداشت سنتاز سیترات زایانرژیشدت به

 العادهفوق مقادیر در اگزالواستات غلظت تا گرددمی سبب

واکنش مالات  یجهدر سلول حفظ شده و در نت یینپا

 .بکشاند اگزالواستات تشکیل سمت به را یدروژنازده

 7لکه شماره  :نتزهای درگیر در مسیر فتوسپروتئین 

در هر سه تیمار   Oxygen- evolving enhancer 2پروتئین 

فوق، کاهش بیان داشت. این پروتئین در پایداری فتوسیستم 

2 (PS II نقش دارد. علاوه بر این، پایداری منگنز را از )

 Oxygen evolving (OEC) طریق ارتباط با کمپلکس منگنز

complex بارت دیگر حاصل فعالیت عنیز بر عهده دارد. به

 باشداین پروتئین تولید اکسیژن در چرخه انتقال الکترون می

.(Sun et al., 2006)  پروتئین  8لکه شمارهOxygen- 

evolving enhancer protein1- 2  در تیمار باکتری در

شرایط بدون تنش، افزایش بیان و در تیمار باکتری در 

ان داشت. این شرایط تنش و فقط تنش شوری کاهش بی

پروتئین میل ترکیبی جایگاه اکسیداسیون آب را برای یون 

کلر افزایش داده و همچنین شرایط لازم برای اتصال یون 
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 پلاستید، در پروتئین این سازد.می کلسیم را فراهم

یافت  کلروپلاست تیلاکوئید وغشای کلروپلاست

پژوهشی که روی  (. در,.Jacobs et al  (2000شودمی

ئوم کلزا تحت تنش شوری و تلقیح با باکتری پروت

سودوموناس پوتیدا انجام شد، نشان داد که این پروتئین در 

 ,.Kumara et al) شرایط تلقیح با باکتری افزایش بیان دارد

-Photosystem II oxygenپروتئین 9لکه شماره . (2003

evolving complex protein 2  در هر سه تیمار فوق کاهش

-Ribulose-1,5پروتئین  13و 11لکه شماره  ت.بیان داش

bisphosphate carboxylase/oxygenase small subunit 
است که در تیمار باکتری در شرایط بدون تنش افزایش بیان 

و در تیمار باکتری در شرایط تنش و فقط شوری کاهش 

 Ribulose-1,5- bisphosphateپروتئین 12بیان داشت. لکه 

carboxylase/oxygenase activase alpha 2  در هر سه

-Rubisco (Ribulose  تیمار فوق کاهش بیان داشت. آنزیم

1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase)  دارای دو

نوع عملکرد بوده و در مراحل اولیه دو مسیر متابولیکی 

متضاد یعنی تثبیت کربن فتوسنتزی )در چرخه کالوین( و در 

 .(Vaidyanathan et al., 2003) کندتنفس نوری شرکت می

در آزمایشی که بر روی پروتئوم کلزا در شرایط تنش شوری 

و تلقیح با باکتری سودوموناس پوتیدا انجام شد، مشاهده 

کردند که این آنزیم در شرایط تنش شوری کاهش بیان نشان 

دهد که هنگام تلقیح گیاه با باکتری کاهش بیان کمتری می

. این نتایج نشان  (Kumara et al., 2003)دهدنشان می

دهد که تنش شوری یکی از اجزای مهم ماشین فتوسنتز می

شدت را به 2یعنی آزادی اکسیژن و کمپلکس فتوسیستم 

رو، در پیری برگها و احتمال دهد و ازاینتحت تاثیر قرار می

دارد در مرگ تدریجی سلولی مشارکت کند. با تجزیه 

برنج تحت تنش شوری کلرید سدیم  پروتئوم غلاف برگهای

کوماتسو و همکاران گزارش کردند که فراوانی این گروه از 

ها در پاسخ به تنش شوری افزایش داشت که بیانگر پروتئین

ها در برابر تنش است نقش حفاظتی این پروتئین

(.(Komatsu and Tanaka 2004 های دخیل از دیگر پروتئین

 Riose-phosphateهایینپروتئ 14 در سوخت وساز لکه

isomerase (TIM )بیان افزایش تیمار سه هر باشد که درمی 

از  شود،می یافت کلروپلاست و پلاستیدها در و داد نشان

-Dمتقابل  یلبوده و در تبد یکولیتیکگل یمنوع آنز

glyceraldehde-3- Phosphate و DHAP کنندمی عمل .

 کالوین چرخه در و هاکربوهیدرات بیوسنتز در عبارتیبه

 ییشناسا هایینپروتئ یستدر ل TIM ین. پروتئدارد حضور

 وجود یخشک تنش تحت برنج یبرگها شده در پروتئوم

 TIM پروتئین .(Hosseini Salekdeh et al., 2002b) دارند

 پاسخ پروتئین بعنوان شوری تنش مطالعات از برخی در

 پروتئین نای نیز خشکی تنش در البته. شد شناسایی دهنده

 گزارش آن بیان افزایش و داشت دخالت تنش تحمل در

 (.3)شکل   (Riccardi et al., 1998)است شده
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 به شاهد های شناسایی شده در تمام تیمار ها نسبت میزان بیان )افزاش یا کاهش( پروتئین -3شکل 

Figure 3-  Proteins with quantitative ratio in all treatments compared to normal conditions (up- and down-regulated ratio) 
 

 های مشترک بیان شده در دو تیمار تنش شوری بهپروتئین

 همراه باکتری و بدون باکتری

در تیمار  Photosystem II proteinپروتئین  10لکه شماره 

ری به همراه فقط باکتری ردیابی نشد و در تیمار تنش شو

(. این 4باکتری و بدون باکتری کاهش بیان نشان داد )شکل 

بوده و گروه  Oxygen evolvingپروتئین متعلق به خانواده 

منگنز را که محل اصلی شکسته شدن مولکول آب است، را 

 15لکه شماره  (Kumara et al., 2003).دارد میپایدار نگه 

های دخیل در زپروتئینکه ا Type 2 peroxiredoxinپروتئین 

باشد، در تیمار فقط باکتری زدایی میو سم ROSمهارکننده 

شناسایی نشد و در تیمار های تنش شوری به همراه باکتری 

های و بدون باکتری افزایش بیان نشان داد. پروتئین

peroxiredoxin شوند و ها بیان میبصورت گسترده در بافت

شوند. ها و سیتوسول یافت میزومها، پراکسیریدر میتوکند

گر آن است که نقش بسیار ها بیانمکان سلولی این پروتئین

های سلولی که منبع اصلی اکسیدانی در اندامکمهم آنتی

ROS در ضمن علاوه بر این فعالیت کنند. هستند، ایفا می

اکسیدانی، در کنترل انتقال سیگنال هم فعال هستند. آنتی

باشد، به اسید که حاوی سیستئین می این پروتئین Nانتهای 

سولفنیک اکسیده شده که این خود پلی برای واکنش با 

صورت زدایی این پروتئین بهباشد. مسیر سمپراکسیدها می

 Ascorbateو چرخه  water/waterیک چرخه متناوب 

peroxidase-dependent water-water کلروپلاست  در

(Komatso, 2007).                             باشد گیاهی می
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 هدبه شا لقیح با آن( نسبت تهای شناسایی شده در دو تیمار تشن شوری )با باکتری و بدون میزان بیان )افزاش یا کاهش( پروتئین -4شکل 

Figure 4-  Proteins with quantitative ratio in salinity treatments (with and w/o bacteria) compared to normal conditions (up- and 

down-regulated ratio) 
 

 

  بحث

شود که تحت شرایط تنش گیری میطور کلی چنین نتیجهبه

شوری گیاهان تلقیح شده با باکتری در مقایسه با گیاهان 

تلقیح نشده از وزن خشک بهتری برخوردار باشند. تجزیه 

پروتئین درگیر در مسیر  3ن داد که پروتئوم برگ، نشا

( در حضور باکتری 13،11، 8فتوسنتز )لکه های شماره 

افزایش بیان دارند. درحالی که در شرایط تنش شوری همراه 

با تلقیح با باکتری کاهش بیان کمتری نسبت به شرایط فقط 

گر این است که باکتری تنش شوری داشتند. این امر بیان

گیاه تحت تنش شوری شده است.  باعث افزایش مقاومت

در هر سه وضعیت فقط  15، 14، 6، 4، 2های شماره لکه

شوری، شوری و تلقیح با باکتری و فقط باکتری نسبت به 

توان تحمل بالای رقم شاهد افزایش بیان داشتند که می

Hyola308 ها نسبت داد. را تا حد زیادی به این پروتئین

یش بیان در تیمار فقط باکتری های دارای افزادرصد پروتئین

های دارای کاهش بیان است، در مقابل در بیشتر از پروتئین

دو تیمار تنش شوری به همراه باکتری و بدون باکتری 

درصد افزایش بیان کمتر از کاهش بیان است و این اختلاف 

نشان دهنده اثر تلقیح با باکتری در تغییر الگوی بیان 

طوری که باعث تقویت بیان  ها در گیاه بودهپروتئین

 شود. های خاصی در گیاه  میپروتئین
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Abstract 

The ability of endophyte bacteria Pseudomonas flourescens FY32 in growth improving and 

increasing the resistance of rapeseed to salinity stress, through proteomic approach was 

investigated. This research was arranged in a factorial experiment on the basis of 

completely randomized design with four replications in hydroponic culture system. First 

factor was inoculation with bacteria and non- inoculation and the second factor was salinity 

stress in two levels (0 and 300 NaCl mM). The results showed that the effects of salinity 

stress, bacteria inoculation and canola cultivars were significant for dry weight, shoot and 

root (P< 0.01). The highest weight was related to the control and the lowest to severe stress. 

Inoculated plants had also the highest dry weight comparing to non-inoculated plants that 

indicates the positive effect of bacterial inoculation on canola in reducing the negative 

effects of salinity stress. Protein pattern of leaf tissue was determined by 2 dimensional 

electrophoresis. After scanning, second dimensional gels were analyzed through PD-quest 

software, then quality and quantity of protein expression in different treatment was 

compared. A total of 15 spots were significantly changed. Among them, four spots were 

related to oxidative stress, four spots were involved in metabolism pathway and seven spots 

were related to photosynthesis. Based on the comparison between bacteria and control gels 

under both stressed and non-stressed environments, the bacteria increased the tolerance of 

the plant under salinity stress. 

Key words: Canola, PGPR, Salt stress, Two- dimensional electrophoresis 
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