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-و آبیاري با آبهاي شور به نظر میآبیهاي شور به واسطه کمروزافزون زمینبا توجه به افزایش 
برغلبههمچنین جهت. باشدرسد بررسی راهکارهاي افزایش تحمل به تنش شوري ضروري می

تنشعاملبهبودبرايرشدمحیطدرکلسیمیونمکملازشوري، استفادهتنشمنفیتأثیر
طرحقالبدرریلفاکتوصورتبهآزمایشیموضوعاینبررسیراستايدر.ناپذیر استاجتناب

آب (در پنج سطح شوريتنش شاملي آزمایشیفاکتورها. شدانجامتکرارسهباتصادفیکاملاً
پنجوشاهدسطحدودرکلسیم کلریدو) زیمنس بر متردسی12، 9، 6، 3، شاهد) دیونیزه شده

یب میزان عنصر شوري به ترتسطح تنشنتایج بدست آمده نشان داد که با افزایش . بودمولارمیلی
در سطوح شوري بالا و حضور سطح . سدیم و مقدار بیوماس و فعالیت آنزیم کاتالاز کاهش یافت

افزایش اما میزان پرولین فنل اکسیدازپلیهاي پراکسیداز و بالاي کلرید کلسیم و فعالیت آنزیم
ها برخی از پروتئینبعدي نیز نشان داد که میزان بیاندونتایج حاصل از الکتروفورز . کاهش یافت

هاي متفاوتی با در سطح بالاي شوري و سطح بالاي کلرید کلسیم افزایش یافت و همچنین پروتئین
ها مربوط به ایجاد مقاومت در برابر شوري شاهد بیان گردیدند که به احتمال زیاد این پروتئین

.باشندمی

هاي کلیديواژه
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مقدمه

در . دو یا چند ساله است،گاوزبان ایرانی گیاهی علفی
ایران سه گونه دیگر از این جنس به نام گل گاوزبان خوزستانی 

)Echium khuzistanicum .( گاو زبان روسی)Echium

russicum ( و گل گاوزبان ایتالیایی)Echium italicum( وجود
Emad(دارد et al., شدن اراضی کشاورزي یی از شور).2012

هاي آینده مهمترین معظلات پیش روي بخش کشاورزي در سال
یکی از راهکارهاي مقابله با پدیده شوري استفاده از . باشدمی

,Turkan(هاي گیاهی مقاوم به شوري استگونه از آن . )2011
-متفاوت میهاي گیاهی از نظر پاسخ به شوري جایی که گونه

به شوري ایجاد کننده تحملهاي لعه درباره مکانیزممطاباشند لذا 
بر اثرات منفی به منظور غلبه . باشددر گیاهان مختلف ضروري می

,Walker and Bernal(مانند مواد آلی مکمل افزودنشوري 

Frechilla(، نیتروژن )2008 et al., Tuna(و کلسیم ) 2001 et al.,

یون کلسیم به . باشدمییدمفبهبود دهنده عنصريبه عنوان ) 2007
هاي بیولوژیکیدر بسیاري از سیستمرسان ثانویه معنوان یک پیا

و کندیت میسیستم انتقال سیگنال فعالدارد به طوري که در نقش 
Hasegawa(کندشوري کمک میشرایط تنشدر ایجاد تعادلبه 

et al., 2000 .(

افزایش ها گروهی از ترکیبات آلی هستند کهکربوهیدرات
کند و موجب افزایش بیان آن به عنوان یک پیام متابولیکی عمل می

Kocal(شودهاي مربوط به دفاع و کاهش فتوسنتز میژن et al.,

پرولین و ، هاگیاه با افزایش ذخیره سازي کربوهیدرات). 2008
تواند در برابر تنش ایجاد شده مقاومت کند سازي میپروتئین

)Hong et al., -به کمک سیستم آنتیگیاهان همچنین ). 2000
-میاکسیژن هاي آزاد رادیکالاکسیدانی خود قادر به کاهش اثر 

هاي دفاعی گیاه این سازوکارها شامل در میزان آنزیم. باشند
باشد مییو ترکیبات فنل)پراکسیداز، کاتالاز، پلی فنل اکسیداز(
)Staskawicz et al., ی است که کاتالاز آنزیم مشترک). 1995

. شودتقریبا در تمام موجودات زنده در حضور اکسیژن یافت می
کند کاتالاز پراکسید هیدروژن را به آب و اکسیژن تجزیه می

)Chelikani et al., امروز دو تعریف از پروتئومیکس .)2004
وجود دارد در تعریف اول، پروتئومیکس آنالیز مقیاس بزرگی از 

تعریف دوم . ها استه تک پروتئینمحصولات ژن در زمان مطالع
ي ترکیبات پروتئینی از طریق آنالیزهاي بیشتر شامل مطالعه

، ژنومیکس و آنالیز دو mRNAبازخوانی ژنتیکی مانند آنالیز 
Panday(هیبریدي مخمر است  & Mann, با توجه به ). 2000
هاي کشاورزي در کشور ایران همواره در اینکه بسیاري از زمین

ش شوري هستند و کشت گیاهان دارویی براي معرض تن
هاي ثاویه آنها از اهمیت زیادي برخوردار استحصال متابولیت

هدف از این پژوهش بررسی یمیزان تحمل گیاه گاو زبان به . است
-اکسیدانی و بیان پروتئینتنش شوري از طریق سیستم دفاع آنتی

.هاي تحمل به شوري بود

هاروشومواد

به تنش شوري گاوزبان ایرانیتحمل جهت بررسی
آزمایشی به صورت فاکتوریل با سه تکرار در گلخانه و آزمایشگاه 
دانشکده علوم کشاورزي و منابع طبیعی دانشگاه محقق اردبیلی 

-25و دماي 65رطوبت نسبی شاملاي شرایط گلخانه. انجام شد
ر براي کشت بذواز بستر کشت ماسه . بودگراددرجه سانتی15

زده یک روز در میان با محلول هوگلند بذرهاي جوانه. استفاده شد
ها به مرحله شش برگی و زمان رسیدن گیاهچه. گردیدآبیاري 

همچنین  . شد و تا مرحله گلدهی ادامه داشتتیمار شوري اعمال
.کلرید کلسیم به صورت محلول در آب به محیط کشت اضافه شد

یک گرم از اندام سدیمبه منظور سنجش میزان پتاسیم و
به سپس. تبدیل شدخاکستر به هوایی خشک در کوره الکتریکی 

گردید و نرمال اضافه 2لیتر از اسید کلریدریک میلی10هر نمونه 
100سپس نمونه داخل بالن .تا تبخیر کامل اسید حرارت داده شد

براي تعیین . لیتر صاف و با آب مقطر به حجم رسانده شدمیلی
هاي استاندارد هرکدام از این پتاسیم و سدیم ابتدا محلولمیزان

- سنج شعلهعناصر تهیه شده و غلظت عناصر توسط دستگاه طیف
قرائت) 2000(williamو با استفاده از روش ) فلم فتومتر(اي 
) 1996(و همکاران Omokoloها از روش براي استخراج قند. شد

لیتر میلی5ه برگی با گرم نمون1/0بدین منظور . استفاده شد
ماري با دماي درصد در هاون چینی سائیده شد و در بن80اتانول 

پس از جداشدن عصاره .حرارت داده شددرجه سانتی گراد 70
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. الکلی دوباره براي تکرار عصاره گیري به بن ماري منتقل شد
قسمت شفاف بالایی جدا . عصاره به دست آمده سانتریفیوژ گردید

گیري مقدار قندهاي محلول مورد استفاده قرار ت اندازهشده و جه
و Batesها با استفاده از روش استخراج پرولین از برگ. گرفت

گرم بافت 1/0بدین منظور . صورت گرفت) 1973(همکاران 
سائیده و درصد3لیتر اسید سولفو سالیسیلیک میلی5برگی در 

لیتر میلی1حاصل، لیتر از عصارهمیلی1به . سانتریفیوژ گردید
گلاسیال خالص استیکاسید لیتر میلی1هیدرین و نینمعرف 

مخلوط واکنش به . افزوده شد سپس به حمام یخ منتقل شدند
مقدار جذب در دستگاه اسپکتروفتومتري با . دگردیشدت ورتکس 

استخراج پروتئین با استفاده از . نانومتر قرائت شد520طول موج 
. انجام شدجزئی با تغییرات ) 1986(مکاران و هDamervalروش 

) غلظت(براي تعیین مقدار کمی Brodford(1976)اساس روش 
به 250ها اتصال ماده شیمیایی کوماسی بریلیانت بلوجی پروتئین

با استفاده از دستگاه پروتئین در محیط اسیدي و تعیین جذب 
پس از .قرائت شدنانومتر 595در طول موج اسپکتروفتومتري 

اکسیداز فنلسازي عصاره پروتئینی فعالیت سینتیکی آنزیم پلیآماده
منحنی تغییرات . بررسی شد) Mishra)1976و Karبا روش

نانومتر با استفاده از دستگاه 420جذب در طول موج 
پس از آماده سازي عصاره پروتئینی . اسپکتروفتومتر قرائت شد

وChenceا استفاده از روشفعالیت سینتیکی آنزیم کاتالاز ب
Maehly)1955 ( منحنی . تغییرات سنجیده شدکمی همراه با

نانومتر با استفاده از دستگاه 240تغییرات جذب در طول موج 
هاي اسپکتروفتومتر قرائت شد پس از آماده سازي عصاره
5/2پروتئینی، براي سنجش فعالیت سینیتیکی آنزیم پراکسیداز 

میکرولیتر 50هاي پروتئینی را در حمام یخ با رهلیتر از عصامیلی
عصاره آنزیمی مخلوط و منحنی تغییرات جذب در طول موج 

Kar. (نانومتر با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر خوانده شد425

& Mishra, هاي محلول که به روش هاي کمی پروتئینداده)1976
برادفورد تعیین گردید

MSTATCافزار آماري نرمستفاده از اباآنالیزهاي آماري

هاي کمی دادههاي مربوط به همچنین ترسیم شکل. انجام شد
تهیه Excelافزارهاي گرافیکی با استفاده از نرمپروتئینها و آنزیم

و UVIDocMWافزار تصاویر ژل تک بعدي توسط نرم.شد

Progensis Samespotsافزارهاي تصاویر ژل دو بعدي توسط نرم

softwere vers.2.0 نقطه اییزوالکتریک یا (و بر پایه بار الکتریکی
pI ( و اندازه) جرم مولکولی نسبی یاMr (هاي لکه. ارزیابی شدند

.تجزیه شدندMS/MSپروتئینی حاصل با طیف سنجی جرمی 

نتایج و بحث

وزن خشکتاثیر تیمارهاي شوري و کلرید کلسیم بر 

- یزان وزن خشک گاوزبان معنیمبرشورياثر ساده تنش

نشان داد که مقایسات میانگین انجام شده).1جدول (دار شد 
زیمنس موجب افزایش وزن دسی6افزایش غلظت سدیم تا 

اما با افزایش غلظت نمک از میزان وزن خشک کاسته . خشک شد
3و 6به ترتیب مربوط به شوري وزن خشکبالاترین میزان . شد

دسی 9شوري در شرایطو کمترین آن بودردسی زیمنس بر مت
شوري روي وزن خشک ).1شکل (مشاهده شدزیمنس بر متر 

همکارانویالینگ). 2005کومار و بانداداس، (گیاهچه تأثیر دارد 
جذبغذاییمحلولشوريافزایشباکهکردندگزارش)2001(

طور بهفرنگیگوجهریشهدرمصرفکموعناصر پرمصرف
بنابراین ممکن است در اثر تاثیر شوري .یافتافزایشاريدمعنی

.  بر افزایش ماده خشک در اثر افزایش جذب مواد غذایی باشد

فیزیولوژیکتاثیر تیمارهاي شوري و کلرید کلسیم بر صفات 

تجزیه جدول نتایج حاصل از :سدیم و پتاسیم و بیوماس
دار معنیثرات متقابلدهنده وجود اها نشان واریانس داده

ها بود ي آزمایشی بر محتواي سدیم و پتاسیم نمونهتیمارها
ها نشان داد که بیشترین مقایسه میانگین دادهنتایج ). 1جدول (

دسی زیمنس بر 9تجمع سدیم در گیاهان تیمار شده با شوري 
میلی مولار کلسیم کلراید، و کمترین تجمع سدیم در 10بامتر 

دسی زیمنس بر متر بوده است 3ي گیاهان تیمار شده با شور
همچنین نتایج مقایسات میانگین نشان داد که بیشترین ). 2شکل (

دسی 3تجمع عنصر پتاسیم در گیاهان تیمار شده با شوري 
کلرید کلسیم بود و کمترین تجمع با عدم کاربردزیمنس بر متر 

با عدم دسی زیمنس بر متر 9آن در گیاهان تیمار شده با شوري 
). 2شکل(ملاحظه گردید کلرید کلسیم بردکار
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.بر صفات فیزیولوژیک گاوزبان ایرانیشوري و کلرید کلسیمتنش تجزیه واریانس تاثیر -1جدول 

Table 1. Anova for the effects of salinity and calcium chloride on physiological characteristics of Iranian borage

ns ،* باشدمیدرصد1و 5احتمال دار در سطحمعنیترتیب وجود اختلاف معنی دار وبه** و.ns,*, and ** show no significant and significant at P≤0.05 and P≤0.01, respectively

وزن خشک در گیاه گاوزبان) NaCl(تیماري شوري اثر قایسه میانگین م-1شکل 

Figure 1. Mean comparison for the effects of NaCl salinity on borage dry weight

میانگین مربعاتمنابع تغییرات
درجه 
آزادي

Df

سدیم
Na

پتاسیم
K

وزن خشک 
Dry

matter

قند محلول
Soluble

Sugar

پروتئین کل
Total

protein

پراکسیداز
Peroxidase

کاتالاز
Catalas

پلی فنل اکسیداز
PPO

Salt4**1670.1**1677.7*1.7*0.2**1010135**166724*0.33**2006442شوري

CaCl31*250.8**7430.1ns0.002ns*748769**3754800.2741ns**14212820کلسیم کلراید

**Salinity×CaCl24**318.9**925.60.3ns**0.1**2736205**92351**3.032154850کلسیم کلراید×شوري 

Eror2041.581.90.60.011922947902.10.1169841خطا

CV(%)-21.912.620.614.111.56.119.312.8یرات ضریب تغی
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)چپ(مروي عنصر پتاسیو) راست(و کلرید کلسیم روي عنصر سدیم) NaCl(شوري قایسه میانگین تاثیر ترکیب تیمارم-2شکل

0 NaCl and(T1، )شاهد(Controlتیمارها شامل ( 10 mM CaCl2( ،T2)3 ds/m NaCl and 0mM CaCl2( ،T3)3 ds/m NaCl and10 mM

CaCl2( ،T4)6 ds/m NaCl and 0 mM CaCl2( ،T5)6 ds/m NaCl and 10 mM CaCl2( ،T6)9 ds/m NaCl and 0 mM CaCl2( ،T7)9

ds/m NaCl and 10 mM CaCl2( ،T8)12 ds/m NaCl and 0 mM CaCl2( ،T9)12 ds/m NaCl and 10 mM CaCl2 (بودند(

Figure 2. Interaction of salinity and calcium chloride on sodium (right) and on potassium (left).

سدیم به عنوان یک عنصر ضروري براي گیاه در نظر 
در گیاه تحت تنش شوري منجر شود و تجمع سدیم گرفته نمی

,Parviz & Satyawati(شوداهش میزان کلسیم و پتاسیم میبه ک

2008 .(

تاثیر تیمارهاي شوري و کلرید کلسیم بر صفات بیوشیمیایی

محتواي قند محلول کل تحت تاثیر اثرات متقابل تیمارهاي 
بر اساس مقایسات میانگین انجام ). 1جدول(آزمایشی قرار گرفت 

مربوط به ترکیب تیمار شوري کل بالاترین میزان قند محلول شده
22/1کلرید کلسیم با میانگین بدون کاربرد دسی زیمنس بر متر 3

و کمترین میزان قند محلول مربوط وزن خشک گرم بر گرممیلی
میلی مولار 10بادسی زیمنس بر متر 9به ترکیب تیمار شوري 
. بودوزن خشک گرم بر گرمیمیل57/0کلرید کلسیم با میانگین 

عمل اصلی این ترکیبات حفاطت اسمزي، تنظیم اسمزي، ذخیره 
قندها سبب تنطیم اسمزي همچنین . کربن و حذف رادیکالهاست

توکلی (شوندهاي موجود در سلول میپایداري غشاها و پروتئین
تواند از طریق تشکیل پیوندهاي این عمل می. )1393، .و همکاران
هاي قطبی هاي کربوکسیل قندها و زنجیرهبین گروههیدروژنی

براي . ها صورت گیردها و بالاخره پایدار سازي پروتئیننپروتئی
مثال تجمع ساکارز موجب حفظ فسفولیپدهاي غشاء شده و از 

سلول جلوگیري در هاي محلول تغییرات ساختاري در پروتئین
Parvizکندمی & Satyawati, 2008).(

پرولین

هـا نشـان داد   تایج حاصل از جدول تجزیه واریانس دادهن
-بر میزان پرولین معنـی کلرید کلسیم و شوري اثر متقابل تنشکه

بالاترین میزان پرولین تولید شـده مربـوط بـه    ). 1جدول (دار بود 
کلریـد  بدون کاربرددسی زیمنس بر متر 6ترکیب تیماري شوري 

بود و کمترین میـزان آن  رم میکروگرم بر گ62/1کلسیم با میانگین 
میلی مولار کلرید کلسـیم  10بادسی زیمنس بر متر 12شوري به

& Cheruth. میکروگـرم بـر گـرم تعلـق گرفـت     50/0با میانگین 

Azooz)2009 (  با مطالعـه تیمـارNaCl وCaCl2  بـر رروي گیـاه
Withania somniferaکردند که حضور کلسـیم در شـرایط   ماعلا

ب افـزایش فعالیـت آنـزیم پـرولین اکسـیداز و      تنش شوري موج ـ
.شودکاهش محتواي پرولین در گیاه می
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0 NaCl and(T1، )شـاهد (Controlتیمارهـا شـامل   (قند محلول در گاوزبان ایرانیمحتواي و کلرید کلسیم بر ) NaCl(شوري اثر متقابل تنش-3شکل 10

mM CaCl2( ،T2)3 ds/m NaCl and 0mM CaCl2( ،T3)3 ds/m NaCl and10 mM CaCl2( ،T4)6 ds/m NaCl and 0 mM CaCl2( ،T5

)6 ds/m NaCl and 10 mM CaCl2( ،T6)9 ds/m NaCl and 0 mM CaCl2( ،T7)9 ds/m NaCl and 10 mM CaCl2( ،T8)12 ds/m NaCl

and 0 mM CaCl2( ،T9)12 ds/m NaCl and 10 mM CaCl2 (بودند(

Figure 3 - Mean comparison for the effects of of salinity (NaCl) and calcium chloride on soluble sugar in Iranian borage

د کلسـیم  ی ـو کلر) NaCl(ترکیب تیماري شوري مقایسه میانگین اثر -4شکل
پرولین در گاوزبان ایرانیمحتواي بر 

Figure 4 - Mean comparison for the effects of salinity
(NaCl) and calcium chloride on the proline in Iranian
borage.

پروتئین کل، پراکسیداز، کاتالاز، پلی فنل اکسیداز 

محتواي پروتئین، پلی فنل اکسیداز، کاتالاز و 
پراکسیدازتحت تاثیر اثرات متقابل تنش شوري و کاربرد کلرید 

نتایج حاصل نشان داد که بالاترین ). 1جدول (کلسیم قرار گرفت
میلی مولار 10میزان پروتئین کل به ترتیب در ترکیب تیماري 

میلی گرم در 9/4678شوري با میانگین بدون تنشکلرید کلسیم 
مشاهده شد و کمترین میزان آن مربوط به ترکیبگرم وزن تر 

با میانگینیم کلرید کلسبدون کاربرد زیمنس بر متردسی3تیماري 
هاي بسیاري از پروتئین. بودگرم در گرم وزن تر میلی9/4678

هاي مولکولی هستند و چاپروندر اثر تنش شوريالقاء شده
سنتز تعدادي نیز براي مقابله با تنش اکسیداتیو ناشی از شوري

در اثر هاي ساختمانی و عملکردي تخریب پروتئینازشوند ومی
,Smirnoff(کنند وگیري میتنش اکسیداتیو جل 1998 .(

هاي نتایج مقایسات میانگین انجام شده بر روي آنزیم
فنل اکسیداز نشان داد که بالاترین میزان پراکسیداز، کاتالاز و پلی

دسی زیمنس بر 12آنزیم پراکسیداز به ترتیب در ترکیب تیماري 
56/1701با میانگین کلرید کلسیم میلی مولار 10بامتر شوري 

مشاهده شد و کمترین میزان این آنزیم در گیاهان شاهد با میانگین 
بالاترین میزان آنزیم کاتالاز طبق نتایج . مشاهده شد44/923

در کلرید کلسیم میلی مولار 10حاصل مربوط به ترکیب تیماري 
بود و کمترین میزان آن 3777/3با میانگین شرایط عدم شوري

کلرید کلسیم بدون کاربردنس بر متر زیمدسی3مربوط به شوري 
همچنین بالاترین میزان آنزیم پلی فنل . بود055/1با میانگین 

10بازیمنس بر متر دسی12اکسیداز در ترکیب تیماري شوري 
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و کمترین میزان آن به ترتیب در 5/3686میلی مولار با میانگین 
راید با کلکلسیمبدون کاربردزیمنس بر متر دسی6تیمار شوري 

هاي آنتی در طی تنش آنزیم. مشاهده شد9/782هاي میانگین
) کاتالاز، پراکسیداز و پلی فنل اکسیداز(اکسیدانت گیاهان از قبیل 

هاي اکسیژن که این ترکیبات آنتی اکسیدانتی گونه. شوندفعال می
کنند در نتیجه ظرفیت آنتی اکسیدانی را تجزیه می) ROS(فعال 

,Mittlerتنش در گیاهان، رابطه مستقیم دارندگیاهان با تحمل

2002).(

هـاي  پـروتئین ) SDS-PAGE(ارزیابی الگوهاي الکتروفـورزي  
و تیمـار  کل محلول برگی گاوزبان ایرانی تحت تـنش شـوري   

کلرید کلسیم

براي تعیین وزن مولکولی شاهدها در حالت تیمار و نمونه
تعیـین وزن مولکـولی از   ها مورد بررسی قرار گرفتند کـه  پپتیدپلی

افـزار  و همچنین نشانگر مورد اسـتفاده توسـط نـرم   Rfروي میزان 
UVIDocMWتـا  20وزن مولکولی پلی پتیدها بین . انجام گرفت

ــون رده130 ــدي شــدندکیلودالت ــع  . بن ــه تجم ــایج نشــان داد ک نت
ها با وزن مولکولی بالاتر با افزایش سطح شوري نسبت به پروتئین

وزن ،نشان دادنـد، بـا اضـافه کـردن کلریـد کلسـیم      شاهد افزایش
وقتـی  .هاي تجمع یافته مشـابه بـا شـاهد بودنـد    مولکولی پروتئین

گیرند، در سطح کـل گیـاه،   گیاهان در معرض تنش شوري قرار می
الگـوي تولیـد   . دهنـد سطح سلولی و یا مولکولی به تنش پاسخ می

نمایـد  تغییر مـی ها در پاسخ به کاهش آب گیاهبسیاري از پروتئین
هـاي درگیـر در مسـیرهاي    هـا، پـروتئین  که از جمله این پـروتئین 

هاي مخصوص سم زدایی تنش اکسـیداتیو  سیگنالی تنش، پروتئین
به طـور کلـی،   . هاي با اعمال غیر مستقیم با تنش هستندو پروتئین

هاي گیاه براي بقاي هومئوستازي، سم زدایـی مـواد مضـر و    پاسخ
,Hajheidari et alبازگشت رشد است 70هـاي  پـروتئین ).(2005

هـاي شـوك حرارتـی هسـتند اعضـاي ایـن       کیلو دالتونی پـروتئین 
HSP70. انـد خانواده در طی مسیر تکامل به شدت حفاظـت شـده  

هاي تنشهاي سلول هاي حرارتی توسط دیگر شکلعلاوه بر شوك
هـاي پـروتئین در شرایط عـدم تـنش   . شوندنیز شدیداً تحریک می

HSP    شـوند و وظـایف   ها از لحاظ سـاختاري سـریع تشـکیل مـی
هـا شـامل   ایـن پـروتئین  . اساسی را در این شرایط بر عهده دارنـد 

... وsaplpهاي سیتولوژیکی، مخمـر  اکولاي، پروتئینdnakشامل 
باشندمی

آنـزیم دالتونی مربوط به روبیسـکو، کیلو55-50پپتید پلی
5و 1ریبولـوز  ديتبـدیل کـنش واوکلوین استيچرخهکلیدي
ديفسـفو -3مولکـول  دوبـه کـربن دي اکسـید فسـفات و بـیس 

موجب غیر توانندمیمحیطیهايتنش. کندمیکاتالیزگلیسرات را
.شـوند برگشـت روبیسـکو  قابـل غیـر یابرگشتقابلشدنفعال

هـاي نسـخه يبوسـیله قابـل برگشـت  غیرشدهغیرفعالروبیسکو
کیلودالتـونی  45-40پپتیـد  پلی. شودیگزین میجاشدهسنتزجدید

G1رسد مربوط به پروتئین متصل به نوکلئوتیـد گـوانین  به نظر می

protein) ( آمینو اسید می400-300زیر واحد آلفا باشد که شامل-
هـاي  گیـاهی در انتقـال علامـت از گیرنـده    Gهـاي  پروتئین. باشد

بسـزیک اسـید و   هاي گیاهی جیبـرلین و آ هورمونی شامل هورمون
& Lovegrove(همچنین در بیان ژن و مرگ سلولی دخالت دارند 

Hooley, 2000.(

ــی ــدهاي پل ــونی 35-25پپتی -B-1,3کیلودالت glucanases

صـورت گسـترده در انـواع    باشـند کـه بـه   هاي فراوانی میپروتئین
صورت مونومرهایی هستند که جز اولـین  گیاهان وجود دارند و به

Pathogenesis related proteinي هاپروتئین (PR) داراي فعالیت ،
Kauffman(باشند آنزیمی می et al., میزان بیان این ژن در ). 1987

هـایی ماننـد انـواع تـنش     بافت در طول نمـو و از طریـق محـرك   
شـود  هـا و مـواد شـیمیایی متفـاوت تنظـیم مـی      محیطی، هورمون

)Mohen et al., 1985.(

بعدي2رز نتایج ژل الکتروفو

هاي مرتبط با تاثیر تیمـار شـوري و   براي شناسایی تفاوت پروتئین
-2D(ي شـاهد نقشـه پروتئـوم    کلرید کلسیم در مقایسه بـا نمونـه  

PAGE ( زیمنس دسی12برگ گاوزبان ایرانی تیمار شده با شوري
ي شـاهد مقایسـه   میلی مولار کلرید کلسیم بـا نمونـه  10بابر متر 
ي پروتئوم شناسایی شـده بـا اسـتفاده از نـرم     ههاي نقشلکه. شدند

ــزار  ــه Top Spotو TotalLabاف ــر پای ــارالکتریکی ب ــه (ي ب نقط
، ارزیابی )Mrجرم مولکولی نسبی یا (و اندازه ) PIایزوالکتریک یا 

. شدند
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در گاوزبان ) چپ(و بر روي فعالیت آنزیم پرواکسیداز )راست(پروتئین کلمحتواي و کلسیم کلراید بر) NaCl(مقایسه میانگین تاثیر ترکیب تیماري شوري -5شکل
ایرانی

0 NaCl and(T1، )شاهد(Controlتیمارها شامل ( 10 mM CaCl2( ،T2)3 ds/m NaCl and 0mM CaCl2( ،T3)3 ds/m NaCl and10 mM

CaCl2( ،T4)6 ds/m NaCl and 0 mM CaCl2( ،T5)6 ds/m NaCl and 10 mM CaCl2( ،T6)9 ds/m NaCl and 0 mM CaCl2( ،T7)9

ds/m NaCl and 10 mM CaCl2( ،T8)12 ds/m NaCl and 0 mM CaCl2( ،T9)12 ds/m NaCl and 10 mM CaCl2 (بودند(

Figure 5- Mean comparison for the effects of salinity (NaCl) and calcium chloride on the total protein (right) and on
peroxidase enzyme activity (left) in Iranian borage

در ) چـپ (بر روي فعالیت آنزیم کاتالاز و ) راست(بر روي فعالیت آنزیم پلی فنل اکسیداز کلرید کلسیم و ) NaCl(مقایسه میانگین تاثیر ترکیب تیماري شوري -6شکل 
یرانیگاوزبان ا

0 NaCl and(T1، )شـاهد (Controlتیمارهـا شـامل   ( 10 mM CaCl2( ،T2)3 ds/m NaCl and 0mM CaCl2( ،T3)3 ds/m NaCl and10 mM

CaCl2( ،T4)6 ds/m NaCl and 0 mM CaCl2( ،T5)6 ds/m NaCl and 10 mM CaCl2( ،T6)9 ds/m NaCl and 0 mM CaCl2( ،T7)9

ds/m NaCl and 10 mM CaCl2( ،T8)12 ds/m NaCl and 0 mM CaCl2( ،T9)12 ds/m NaCl and 10 mM CaCl2 (بودند(

Figure 6- Mean comparison for the effects of salinity (NaCl) and calcium chloride on the polyphenol oxidase enzyme activity
(right) on catalase activity (left) in the Iranian borage
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تصویر ژل الکتروفورز تک بعدي در گاوزبان ایرانی-7شکل

Figure 7. one-dimensional electrophoresis gel image in Iranian borage

هاي گیاهان تیمار شده با گیاهان شـاهد نشـان   مقایسه لکه
1،2،3،4،5،6،7،8،9،10،11،12،13،14هـاي داد که لکه

هـایی هسـتند کـه در گیاهـان     متعلق به پـروتئین 15،16،17،19،
-تیمار شده و شاهد به صورت مشترك وجود دارند ولی پـروتئین 

. نسبت به شاهد افزایش بیان نشـان دادنـد  5،8،16،15،17هاي 
هایی هستند که درجزء پروتئین11،26،21،25،22،24،23هاي لکه

اهد دیده نشدند و احتمـالا مربـوط بـه تیمـار شـوري و      گیاهان ش
تغییـرات الگـوي   ) 2007(و همکـاران  Jiang.کلرید کلسیم هستند

پروتئوم ریشه آرابیدوپسیس در شـرایط هیـدروپونیک در غلظـت    
هاي بیان پروتئین.میلی مولار نمک را مورد بررسی قرار دادند150
هاي دخیل و پروتئینهاي پاسخ دهنده به تنش شامل پروتئینشده

در سـلول، ترجمـه، بیوسـنتز    ، انتقـال پیـام  ROSدر چرخه حذف 
هـا، متابولیسـم انـرژي، متابولیسـم     سلول، تجزیـه پـروتئین  دیواره

دهـد  احتمـالا بـراي    که نشان مـی ها بودند آمینواسیدها و هورمون
و Zorbهمچنـین  . انـد افزایش تحمل به تـنش شـوري بیـان شـده    

به بررسی پروتئـوم سـاقه و ریشـه ذرت تحـت     (2004)همکاران 
پـروتئین از  14تعـداد  . مولار نمک پرداختندمیلی100و 25تنش 

گـروه مجـزا   3پروتئین در 14ها شناسایی شد که مجموع پروتئین

هایی بودند کـه در بیوسـنتز   دسته اول پروتئین. تقسیم بندي شدند
گـروه  . نقش داشتندها و تغییرات پروتئینی بوسیله کیتازها پروتئین

ــزیم ــد و دســته ســوم  دوم آن هــاي متابولیســم کربوهیــدرات بودن
بسـیار  .هاي دخیـل در چرخـه نیتـروژون بودنـد    دربرگیرنده آنزیم

هاي بیشماري از طرف گیاه نسبت فراوان دیده شده است که پاسخ
هـا در  هاي محیطی وجود دارد و بسـیاري از تغییـرات ژن  به شوك

چندین نوع تنش، مثل سـرما، شـوري، گرمـا و    این ارتباط در بین 
,Hajheidariتنش اسمزي مشترك هستند  2005) .(

ROSسیگنال دهی و درك سیگنال

از آن جا که گیاهان موجودات سـاکنی هسـتند و توانـایی    
فرار از شرایط نامساعد محیطی را ندارند، به شبکه سـیگنال دهـی   

طول رشد و نمـو  منظم و قوي براي تنظیم فرآیندهاي مختلف در
,Petrov & Breusegem(هاي محیطی نیاز دارند و پاسخ به محرك

تر نسـبت  به علت دارا بودن نیمه عمر طولانیH2O2نقش ). 2012
دهـی  سـیگنال هـا بـه آن، در  ROSها و تبدیل سـایر  ROSبه سایر 

مشخص شده که تحت هامروز. بیشتر مورد توجه قرار گرفته است
هـاي فیزیولـوژیکی   تنظیم کننـده فعالیـت  H2O2هاي محیطی، تنش
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هاي دفاعی، مقاومـت اکتسـابی، تقویـت    بسیاري مانند القاي پاسخ
دیواره سلولی، پیري، تولید فیتوالکسین، فتوسنتز، باز شـدن روزنـه   

Mubarakshina(باشـد  و تنظیم چرخه سلولی مـی  et al., 2010 .(
رخ داده زیرا به طور عمده در فضاي آپوپلاستیH2O2تولید فعال 

براي شروع زنجیره اکسداتیو که بخشی از پاسخ فوق حساسیت به 
-ریزي شده سـلولی مـی  پاتوژن، رشد و نمو طبیعی و مرگ برنامه

ــت  ــروري اس ــد، ض ــد  . باش ــلی تولی ــع اص ــی از H2O2منب گروه
غشـاي سـلولی ماننـد همولـوگ     NADPHاکسیدازهاي وابسته به 

هـا  اي از پـروتئین که دستههستند) Rboh(اکسیداز زنجیره تنفسی 
)ROPs (کنند آن را تنظیم می(Oda et al., با وجود نقـش  . (2010

رسد که ها تصور این موضوع مشکل به نظر میROSسیگنال دهی 
توانند چنین نقشـی را در سـلول   هاي سمی میچگونه این مولکول

.کنندمیي باز

هاي مقاومت به تنش شوريپروتئین

-تنش پروتئین سیتوپلاسمی کوچـک مـی  پروتئین عمومی 

-باشد که در هنگام رویارویی سلول با تنش بیـان آن افـزایش مـی   

هاي افزایش یافته در تنش شـوري پـروفیلین   یکی از پروتئین.یابد
باشد کـه ایـن پـروتئین در تغییـر و تبـدیل اکتـین در سـاختار        می

و پروفیلین به مونومر اکتین متصل شـده . سیتوپلاسمس نقش دارد
هـاي اکتـین را موجـب    پلیمریزه شدن و دپلیمریزه شدن فیلامنـت 

هاي گیاهی را براي پاسخ به ها سلولشود و دپلیمریزه شدن آنمی
Chen(کنـد  هاي داخلی و خارجی القا مـی سیگنال et al., 2007.(

هایی هسـتند کـه در کلیـه اجـزاي سـلولی      ها پروتئینسیکلوفیلین

. ي متعددي از قبیل نمو و انتقال دارنـد وجود دارند و در فرآیندها
به دلیل خصوصیات آنزیمی، فراوانی بالا استقرار سـلولی و نقـش   

هـا تحـت عنـوان    ها در تا شدن پروتئین به گروهی از پـروتئین آن
ــدچــاپرون ــاهی در اگرچــه ســیکلوفیلین. هــا تعلــق دارن هــاي گی

هـا  فرآیندهاي متعددي نقش دارند اما اساس مولکولی واکـنش آن 
اي از ، خـانواده RNAهاي متصل شونده به پروتئین.ناشناخته است

باشـند کـه در سـنتز    میRNAهاي داراي موتیف شناسایی پروتئین
mRNA ــردازش ــاهدو hnRNA، پ ــه ژن ش ــس از ترجم ــاي پ ه

ي RNAهاي متصـل شـونده بـه    پروتئین. کلروپلاستی نقش دارند
ش طـولانی مـدت   در آرابیدوپسیس در اثـر تـن  cp29کلروپلاستی 

Fei)افزایش یافته استشوري et al., -متیونین در پروتئین.(2008

اي اکسـیژن فعـال   ه ـباشـد کـه بوسـیله گونـه    ها یک جزء مهم می
Kwon. شـود اکسیده شده و تبدیل بـه متیـونین سولفوکسـید مـی    

MsrB3اهمیت متیونین سولفوکسـید ردوکتـاز،   (2007)وهمکاران 

افزایش بیان . در آرابیدوپسیس نشان دادندرا در سازگاري به سرما 
تواند به سلول در برابـر خسـارت   متیونین سولفوکسید ردوکتاز می

هـاي  ناشی از تنش اکسیداتیو کمک کـرده و قـادر اسـت رادیکـال    
. شوند، غیـر فعـال سـازد   میDNAاکسیژن را که موجب خسارت 

بـیس  5و 1نقش آنـزیم فعـال کننـده روبیسـکو حـذف ریبولـوز       
که بطـور  . باشدمی) در نورATPاز طریق هیدرولیز (هایی اتفسف

غیر فعال به محل فعالسازي روبیسکو در تاریکی متصل شده و در 
آزاد mg2cو CO2هـا را بـراي فعالسـازي بوسـیله     نتیجه این محل

.سازدمی

هاي شناسایی شده در گاوزبان ایرانی تحت تنش شوريپروتئین-2جدول 
Table 2- proteins identified in Iranian borage under salt stress

پروتئین(KD)وزن IDpIپیش بینی   IDلکه
gi/ 21684925553.7ATP syntase beta subunit2

gi 16166094.56.16PR10 protein5
gi/1670965.645Ribulose 1.5-bisphosphate carboxylase/oxygenase active isoform9
gi/40386995.414Ribulose 1.5-bisphosphate carboxylase/oxygenase small subunit12
gi/1493911394.64630sribosomal proteinS113
gi/119908975.733Ribulose 1.5-bisphosphate carboxylase/oxygenase small subuni15
gi/1174245631.95Tirosphoshate isomeraseTchloroplastic16
gi/10703586.526Oxlate oxidase- like protein or germin like protein19
gi/39145886.339Ribulose 1.5-bisphosphate carboxylase/oxygenase small chain21
gi/18697280859chainA, crystal stracture of Barly Thioredoxin H isoforms22
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10و NaClدسی زیمـنس  12تیمار با مربوط به )راست(ژل دو بعدي مربوط به شاهددرپروتئوم بافت برگ گاوزبان ایرانیالگوي-8شکل
)چپ(میلی مولار کلسیم کلراید

Figure 8- Iranian borage leaf tissue proteome pattern in two-dimensional gel. Control (right) and treatment with 13- dS NaCl,
10 mM calcium chloride (left).

گیري نتیجه
پرولین و کربوهیـدرات  محتواي نتایج حاصل از بررسی 

محلول نشان داد تنش شوري بر میزان فعالیت این پارامترهـا تـاثیر   
گذار بوده و کلسیم باعث بهبود اثرات مخرب تنش شوري در گیاه 

نشـان داد کـه افـزایش در    حاصل نتایج .ایرانی شده استگاوزبان
-فنـل هاي آنتی اکسیدانی کاتـالاز، پراکسـیداز و پلـی   فعالیت آنزیم

ها این آنزیم. دشاکسیداز موجب افزایش تحمل به شوري در گیاه 

نتــایج حاصــل از .در شــوري بــالا داراي فعالیــت بیشــتر هســتند
لکتروفورز دوبعدي نشان داد مطالعات پروتئومیکسی با استفاده از ا

هـاي درگیـر در تحمـل بـه شـوري و      که بـه طـور کلـی پـروتئین    
هاي دخیل در مسـیرهاي متـابولیکی بیشـترین سـهم را در     پروتئین

دار به خـود اختصـاص   هاي داراي تغییرات بیان معنیبین پروتئین
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Effect of calcium on salt tolerance protein expression and activity of antioxidants in borage under
salinity condition
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Abstract

Considering the importance of the herb borage and its growing use in traditional medicine and the
pharmaceutical industry, the waste resulting from the indiscriminate exploitation of wild plants, the need
to cultivate this plant is widely seen as commercially necessary. To overcome the negative effects of
salinity, the use of calcium supplements to improve the growth environment is an essential requirement.
In order to investigate this issue we preformed a factorial experiment in a completely randomized design
with three replications. Factors included salinity levels (0, 3, 6, 9, 12ds / m-1) and calcium at two levels 0
and 5 mM, respectively. The seeds were grown in Gldanbh for hydroponics. One week after planting
treatments were applied. One month after treatment the leaves were sampled. The results showed that
with increasing salinity levels, the element sodium and the amount of biomass and the guidance and
catalase activity decreased. The high salinity levels and the presence of high levels of calcium chloride
total chlorophyll and Falyt peroxidase and polyphenol oxidase were increased but there was decreased
proline. Results of Khasl 2D electrophoresis showed that the expression of some proteins in high levels of
salinity and chloride increased calcium levels and also different proteins expressed this protein was likely
to create resistance and important loss of salt.

Keywords: Borago Officinalis, Calcium Salinity, 2-dimensional electrophoresis
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