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چکیده
. شوندمیگیاهان تحت شرایط تنشعملکرد در بهبودهاي مختلف باعث مکانیسمري بکارگیهاي محرك رشد گیاهی با باکتري

Pseudomonas florescenceاین مطالعه با هدف بررسی تاثیر باکتري  FY32 هاي پروتئینشناسایی همچنین روي صفات رشدي و
مولار میلی300و 150تنش شوري (ط شرای. نتایج نشان داد که تحت انجام شدباکتري تحت تنش شوري- مل گیاهتعادخیل در

ند. مطالعه تغییرات ات رشدي بهتري برخوردار باشنمک کلراید سدیم) گیاهان تلقیح شده در مقایسه با گیاهان تلقیح نشده از صف
هاي ئینپروتدار هستند. لکه پروتئینی داراي تغییرات بیان معنی20لکه تکرار پذیر 170الگوي پروتئومی برگ نشان داد که از 

20ها (درصد)، تنظیم بیان ژن20درصد)، آنتی اکسیدان (25تغییر بیان یافته در شش گروه عملکردي شامل متابولیسم انرژي (
بندي شدند. تمامی این درصد) طبقه1هاي غشایی (درصد) و پروتئین15درصد)، اکسیداسیون و احیاء (15درصد)، فتوسنتز (

جز شوري هم در گیاهان تلقیح شده و هم در گیاهان تلقیح نشده تغییرات یکسانی داشتند بهتنش شرایط ها تحت پروتئین
) و پروتئین کوئینون اکسیدرداکتاز (لکه شماره 2(لکه شماره IICP43، فتوسیستم )1(لکه شماره IICP47هاي فتوسیستم پروتئین

تلقیح نتایج تحقیق نشان داد که در مجموعیان بیشتري داشتند.) که در گیاهان تلقیح شده نسبت به گیاهان تلقیح نشده سطح ب6
هاي القاء شده گردید.موجب بهبود صفات رشدي و افزایش بیان برخی از پروئتینتحت شرایط تنش شوريگیاهان با باکتري 

Pseudomonas florescenceهاي کلیدي: واژه FY32باکتري-هو تعامل گیا، تنش شوري ، کلزا، الگوي پروتئوم

مقدمه
Brassica napusکلزا دانه L.) (درصد روغن 40حاوي

را ویژگی کلزااین )25(درصد پروتئین است 26الی 17و 
ترین گیاهان زارعی جز مهماستحصال روغن خوراکی براي

لحاظ ارزش بهکلزا،هاي روغنیبین دانهدردهد. قرار می
. کلزا یک )27(قرار داردجایگاه سومدراي و اقتصادي، تغذیه

اما رشد، عملکرد و تولید )3(باشد گیاه متحمل به شوري می
قابل توجهی تحت تنش شوري کاهش پیدا تورصروغن آن ب

ترین مشکلات کشاورزي . شوري یکی از مهم)27(کند می
ها غیرقابل کشت بسیاري از زمینباعث شده استکهباشد می

شوند یا عملکرد محصول پائینی داشته باشند. بررسی 
هاي مقاومت گیاهانی که نسبت به شوري مقاوم مکانیسم

گرددواقع تواند مفید نژادي میباشند براي اهداف بهمی
و تاثیر PGPR(1هاي محرك رشد (مطالعه باکتري.)16, 3(

ها با روي رشد گیاهان نشان داده است که این باکتريآنها
سازي عناصر غذایی، هاي مختلفی از جمله محلولمکانیسم

دامیناز، تولید ACC3، تثبیت نیتروژن، تولید 2سیدروفورتولید 
ها باعث تحریک رشد گیاهان ها و فیتوهورمونبیوتیکآنتی
Pseudomonasشوند. باکتري می fluorescens که جزء

دامیناز ACCهاي محرك رشد است با تولید آنزیم باکتري
تنش شده و شرایط باعث کاهش سطح اتیلن در گیاهان تحت 

کاهش اثرات مضر آن روي گیاه و رشد بهتر موجبر نتیجه د
. اتیلن در تسریع پیري )9(شودشرایط تنش میتحتگیاهان 

هاي زیستی و هان تحت تنشهاي گیاو ریزش اندام
تلقیح گیاهان با این . از این رو)36(غیرزیستی نقش دارد 

تواند یک راهکار مناسب در جهت بهبود رشد میهاباکتري

یک ها باشد. در ت منفی ناشی از تنشاثراگیاهان و تعدیل 
تلقیح ارقام که کردندگزارش)4(بنایی و همکاران تحقیق 

بهبود صفاتباعثتنش شوري کلزا تحتحساس و مقاوم
تلقیح با باکتري در ضمن .دوشمیطول ریشهوزن خشک و 

هاي درگیر در متابولیسم پروتئینداري موجب تغییر بیان معنی
یک نتایج . شداسیدهاي آمینه و چرخه کربوکسیلیک اسید 

تلقیح شده با باکتري کلزايگیاهان بررسی نشان داد که 
Pseudomonas florescenceمحرك رشد گیاهی  FY32

هاي اسمزي و شوري از صفات رشدي بهتري تحت تنش
هاي و سطح بیان لکهبودند برخوردار شاهدنسبت گیاهان 

در افزایش یافت.پروتئین القاء شده در گیاهان تلقیح شده 
و رژي، فتوسنتزهاي دخیل در متابولیسم انپروتئینضمن 
دار را در تغییرات بیان معنیبیشترینهاي غشاییپروتئین

. )18, 5(خود اختصاص دادندبهبا باکتريگیاهان تلقیح شده 
ها تاثیر مثبت تلقیح گیاهان مختلف باغی و زراعی با سویه

هاي محرك رشد گیاهی گزارش شده است. مختلف از باکتري
تلقیح که دهندنشان میدر مجموع نتایج سایر تحقیقات

موجب در شرایط تنشي محرك رشدهاکترياگیاهان با ب
در رفولوژیکی، فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی صفات موبهبود

ها در همچنین تاثیر این باکتري.شودمیاهان تلقیح شده گی
هاي مختلف مثل برگ و ریشه اندامدر الگوي پروتئوم تغییر 

کلزا سازگاري بالایی با . )15،20،30،35(شده استگزارش 
شرایط محیطی مختلف دارد اما این گیاه در مراحل اولیه رشد 

نین تنش همچویژه تنش شوري است.خود حساس به تنش به
باعث کاهش قابل توجه مقدار روغن شوري در گیاهان بالغ

و استفاده از تولید در موجود با توجه به مشکلاتشود.می
1-Plant growth promoting rhizobacteria 2- Siderophore 3-aminocyclopropane-1-carboxylic acid deaminase

یعی ساريدانشگاه علوم کشاورزي و منابع طب
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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گیاهان تراریخت مقاوم به تنش، استفاده از پتانسیل میکروبی 
به تواند یک راهکار مفید براي افزایش تحملریزوسفر می

براین زیستی باشد. بناهاي زیستی و غیرتنش
هاي مفید خاکزي، منظور استفاده بهینه از میکروارگانیسمبه

باکتري - هاي مولکولی درگیر در تعامل گیاهمسشناسایی مکانی
تواند بسیار کار آمد باشد. براي ویژه تحت شرایط تنش میبه

در ایجاد یا افزایش درگیر هاي منظور ابتدا بایستی ژناین
شوندشناسایی قیح شدهن تلمقاومت به تنش شوري در گیاها

دخیل هاي مولکولیاین مطالعه با هدف تعیین مکانیسم.)23(
باکتري روي صفات باکتري و بررسی تاثیر- در تعامل گیاه

شناسایی از طریقرشدي با استفاده از الکترفورز دو بعدي 
باکتري تحت تنش شوري - در تعامل گیاهدرگیر هاي پروتئین

.انجام شدگل در رقم حساس ساري

هامواد و روش
گیاهی و مشخصات سیستم کشتمواد 

هاي خرد شده با طرح پایهصورت کرتآزمایش بهاین 
در سه تکرار انجام شد با دو فاکتورکاملا تصادفی

عنوان فاکتور اول در سه سطح و باکتريبهشوري(تنش 
صورت بهگل). رقم ساريعنوان فاکتور دوم در دو سطحهب

سویه P. Fluorescensتري تلقیح شده و تلقیح نشده با باک
FY32)14( و 150شامل صفر،شوريسطح تنش سهدر

آزمایش در سیستم .بررسی شدمولار کلراید سدیم میلی300
هیدروپونیک از نوع بستر جاري و کشت درون ماسه انجام 

براي تغدیه )6(از محلول غذایی هوگلند تغییر یافته شد. 
گیاهان استفاده گردید. پی اچ محلول غذایی در محدوده 

ید. دتنظیم گر5/0±5/6
ضد عفونی و کشت بذور

قبل از کشت بذور در ظروف مخصوص، ابتدا تمام وسایل 
. براي ضد عفونی بذور از شدندضد عفونی و استریل نیازمورد 

ابتدا بدین ترتیب که استفاده شد، )26(روش پنروز و گلیک 
هیپوکلریت سدیم یک ،درصد، یک دقیقه70بذور با اتانول 

مرتبه سه آب مقطر استریل درصد، پنج دقیقه و سپس با 
روي کاغذ شستشو داده شدند. بعد از این مرحله بذور با فاصله

.صافی استریل قرار گرفتند
سازي و کشت باکتريآماده

باکتري از یک کلنی منفرد براي کشت باکتري 
محیط لیترمیلی10در FY32هیسودوموناس فلورسنس سو

کشت صورت شبانهبهبراي رشد باکتريعیماLB1کشت
شبانه باکتري به شت کلیتر از میلی10سپس . )14(داده شد

و لیتري حاوي یک لیتر محیط کشت تازه انتقالدوارلن یک
و گراد درجه سانتی28±2دمايباشیکردارانکوباتوردر یک

کشت گردید. براي صورت شبانه، بهمجدداًدور در دقیقه200
از روش اسپکتروفتومتري و افتهیرشد يباکترODقرائت 
مک فارلندجدول يهادادهازتعیین جمعیت باکتريبراي 

. شداستفاده )22(
نشاکاري و تلقیح باکتري به سیستم کشت

ها آماده نشاء در یک هفته بعد از کشت بذور، گیاهچه
،اهانیو استقرار گکاريپس از نشاسیستم هیدروپونیک شدند. 

طوريبهLBکشت طیدر محيکشت باکتر.شدتلقیح انجام 
. گرفتصورت ایجاد کند، cfu ml-1)(1010تکه جمعی

کتري سوسپانسیون تهیه شده از بااز لیترمیلی20و 10ریمقاد
بعد . یک هفتهشدقیتزريتریل20و 10نبه مخازبیترته ب

از تلقیح باکتري به سیستم کشت هیدروپونیک، 
هاي گیاهانریشهصورت تصادفی از هایی بهگیرينمونه

صورت گرفت و بعد از کشت قطعات ریشه ضد عفونی شده 
سطحی، تلقیح این باکتري در ریشه گیاهان نشاء شده تأیید 

.شد
گیري صفات مورفولوژیکی اندازه

صفات رشدي شامل وزن تر بوته، وزن خشک گیري اندازه
گیاهان بوته، ارتفاع بوته و طول ریشه بلافاصله بعد از برداشت 

. ها) انجام شدگل رفتن بوته(در اواخر رشد رویشی و قبل از به
بعدي الکتروفورز ژل دو

تلقیح برگ گیاهان،ي پروتئومبراي مطالعه تغییرات الگو
بدون مولار) و میلی300تحت تنش (شده/نشده با باکتري

در اواخر دوره رشد رویشی و قبل از گلدهیتنش (شاهد)
هاي گیاهی از . براي استخراج پروتئین از نمونهشداستفاده 

براي غلظت )11(روش بردفورد و)7(/ استون TCAروش 
تفکیک .شدهاي استخراج شده استفاده سنجی پروتئین

و تحت 10تا 3ها در بعد اول در شیب پی اچ پروتئین
ولت و در بعد دوم در ژل پلی 600و 400، 200ولتاژهاي 

هاي . جهت مشاهده لکهانجام شددرصد 30دیلامیآکر
آمیزي شدند و اسکن ها با روش کوماسی رنگپروتئینی، ژل

انجام شد.Bio-Rad GS-800دستگاهها با استفاده ازژل
آنالیزهاي آماري

گیري صفات هاي حاصل از اندازهتجزیه واریانس داده
براي وMSTAT-Cافزار مورفولوژیکی با استفاده از نرم

-tاز ها مقایسه میانگین test شداستفاده .
مطالعات بیوانفورماتیکی 

هاي با تغییرات براي مشخص کردن عملکرد پروتئین
دار در گیاهان تحت تنش شوري و تلقیح شدهمعنیبیان سطح 

ها با و همچنین تعیین ارتباط این پروتئینباکتريبا
-Cytoscapeافزار از نرم2فرآیندهاي بیولوژیکی سلول

BiNGO هاي شناسایی شده . پروتئین)21(استفاده گردید
دند. سپس از شردیف همTARI3دادهابتدا در پایگاه

براي TAIRپایگاه داده رسی حاصل ازهاي دستشماره
استفاده شد. افزارهاي مورد نظر در نرممطالعه پروتئین

ها ها و شناسایی پروتئینتجزیه و تحلیل ژل
هاي پروتئینی براي آنالیز لکهPD-Questافزار از نرم

هاي پروتئینی با تغییرات استفاده شد. براي مشخص کردن لکه
و 5/1دار (افزایش یا کاهش بیان) فاکتور القاء بین عنیبیان م

هاي با شدت بیان این ترتیب که لکهدر نظر گرفته شد. به5/0
هاي افزایش بیان یافته و کمتر از عنوان لکههب5/1بیشتر از 

. در نظر گرفته شدندهاي کاهش بیان یافته عنوان لکههب5/0
دار با استفاده رات بیان معنیهاي پروتئینی با تغییشناسایی لکه

ها صورت گرفت. با از نقطه ایزوالکتریک و وزن مولکولی لکه
TagIdentافزار آنلاین وارد کردن این پارامترها در نرم

(http://web.expasy.org/tagident/) شناسایی احتمالی
1- Luria-Bertani medium 2- Biological processes 3-The Arabidopsis Information Resource
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42.... .................................................تحت تنش شوريPseudomonas florescence FY32بررسی تغییرات الگوي پروتئوم برگ کلزا تلقیح شده با باکتري 

UniProtKB/Swiss-Protهاي پروتئینی از داده پایگاه لکه
. انجام شد

و بحثنتایج
در فولوژیکیرتاثیر شوري روي تغییرات صفات مو

گیاهان تلقیح شده با باکتري 
صفات هاي حاصل ازنتایج تجزیه واریانس داده

خشک بوته، ارتفاع بوته و طول مورفولوژیکی شامل وزن
ي روي صفات صلی شوري و باکترااثرات داد که ریشه نشان

اثر هضمن اینکباشند.میداري معنیذکر شده مورفولوژیکی 
5لدر مورد وزن تر بوته با سطح احتماشوري-متقابل باکتري

150). با افزایش سطح شوري از 1شد (جدول دار معنیدرصد
با هامیانگین وزن خشک بوتهمولار میلی300مولار به میلی

در وزن خشکین مقدار و کمتریافتکاهش شدت بیشتري 
مولار کلرید میلی300تنش شوري ثیرتأتحتکه هاي بوته

طول ریشه و صفات در حالی در مورد .بدست آمدبودندسدیم 
داري بین گیاهان تحت تنش شوري ارتفاع ساقه اختلاف معنی

گیاهان تلقیح شده با مولار وجود نداشت. میلی300و 150
رتفاع ساقه و طول ریشه بیشتري باکتري از وزن خشک بوته، ا

بین ). 1بودند (شکل سایر گیاهان برخوردارنسبت گیاهان 
درشاهد (بدون تلقیح) میانگین وزن تر گیاهان تلقیح شده و 

مولار کلرید سدیم میلی150سطوح شوري صفر (شاهد) و 
300دار وجود نداشت ولی در سطح شوري اختلاف معنی

از وزن تر شاهدشده نسبت گیاهانر گیاهان تلقیح مولامیلی
ین میزان وزن تر در گیاهانبیشتري برخوردار بودند. کمتر

د.تحت تنش شوشاهد

تحت شرایط تنش شوريP.fluorescens FY32رقم ساري گل تلقیح شده با باکتري درتجزیه واریانس صفات مورفولوژیکی - 1جدول 
Table1. ANOVA analysis of some morphological traits in Sarigol inoculated with P. fluorescens FY32

under salt stress
میانگین مربعات درجه آزادي منابع تغییرات

طول ریشه بوتهارتفاع  وزن خشک بوته وزن تر بوته
**389/533 **389/51801 **766/0 **618/15 2 شوري

833/53 5/808 010/0 189/0 6 خطاي اصلی
**5/220 *222/2544 *25/0 **635/1 1 باکتري

5/3 056/74 013/0 *397/0 2 باکتري×شوري 
167/1 944/181 025/0 106/0 6 خطاي فرعی
49/1 36/4 74/14 09/8 ضریب تغییرات (درصد)

درصد1و 5داري در به ترتیب سطح معنی: **و*

نشده ن تلقیح شده/پروفایل پروتئینی در گیاهاتغییرات 
با باکتري تحت تنش شوري

اي پروفایل پروتئینی برگ گیاهان تلقیح شده آنالیز مقایسه
با باکتري تحت تنش شوري با گیاهان شاهد نشان داد که از 

لکه پروتئنی داراي 20لکه پروتئینی با تکرار پذیري بالا، 170

بندي). گروه2دار هستند (شکلتغییرات بیان معنی
دار بر اساس عملکرد آنها هاي با تغییرات بیان معنیپروتئین

ها در شش گروه عملکردي شامل: نشان داد که این پروتئین
درصد)،20درصد)، آنتی اکسیدان (25متابولیسم انرژي (
درصد)،15درصد)، فتوسنتز (20ها (تنظیم بیان ژن

کلراید سدیم. مولار میلی300و 150، 0مقایسه میانگین صفات مورفولوژیکی در گیاهان تلقیح شده و تلقیح نشده با باکتري در سطوح -1شکل
و S0 ،S150به ترتیب عدم تلقیح و تلقیح با باکتري، B1و B0باشند. درصد نمی5دار در سطح هاي داراي حرف مشترك داراي اختلاف معنیستون

S300 ،باشند.مولار کلرید سدیم میمیلی300و 150به ترتیب سطح شوري صفر
Figure1. Morphological traits in inoculated without (B0) or with (B1) bacteria, under 0 (S0), 150 (S150) and 300 mM NaCl

(S300). The same letters indicate non-significant changes between different treatments (p < 0.05).
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غشایی هاي درصد) و پروتئین15اکسیداسیون و احیاء (
هاي ). بررسی2گیرند (جدول درصد) قرار می1(

هاي پروتئینی شناسایی شده نشان داد که بیوانفورماتیکی لکه
ها با فرآیندهاي بیولوژیکی مختلفی در سلول دراین پروتئین

ارتباط هستند. بعد از پیش بینی شبکه مسیرهاي بیولوژیکی 
ارتباط با مشخص شد که مسیرهاي بیولوژیکی سلولی که در 

هاي خارج سلولی، تنش و واکنش سلول به محرك
هاي غیر زیستی هستند، بیشترین فراوانی را دارا محرك

). به این معنی که در برگ ساري گل اکثر 3هستند (شکل 
دار در مسیرهاي هاي پروتئینی با تغییرات بیان معنیلکه

شرکت هاي خارجیبیولوژیکی سلول در واکنش به محرك
ها در واقع تنش شوري نند. در مطالعه حاضر این محركکمی

مولار نمک کلراید سدیم) و تلقیح باکتریایی میلی300(
) 3هاي پروتئینی (شکل دار اکثر لکههستند. کاهش بیان معنی

گل در سطح تواند حاکی از آن باشد که رقم حساس ساريمی
ز خود اواکنش مناسبی در برابر تنش شوريتواندسلولی نمی

نشان دهد که در نهایت منجر به کاهش شدید خصوصیات 
گردد. کاهش بیان این گروه از ) این گیاه می1رشدي (شکل 

ها هم در گیاهان تلقیح شده و هم در گیاهان تلقیح پروتئین
هاي کاهش بیان نشده با باکتري مشاهده شد. اکثر پروتئین

آنتی هاي عملکردي متابولیسم انرژي،یافته در گروه
نتایج برخی .درصد) قرار گرفتند70ها و فتوسنتزي (اکسیدان

در ارقام مقاوم و حساس به تنش از تحقیقات نشان داد که
هاي دخیل در متابولیسم شوري در کلزا سطح بیان پروتئین

یابند. در میترتیب افزایش و کاهشانرژي و فتوسنتزي به
تناقض است و در ارقام ها نتایج محالی که براي آنتی اکسیدان

حساس و مقاوم افزایش و یا کاهش بیان آنها گزارش شده 
هاي آنتی اکسیدان . در این تحقیق پروتئین)14،18،24(است 

در رقم کلزاي ساري گل تحت تنش شوري هم در گیاهان 
داري تلقیح شده و هم در گیاهان تلقیح نشده بصورت معنی

افزایش، در حالی که در گیاهان تلقیح شده بدون تیمار شوري 
). افزایش بیان 2اهش یافت (جدول ها کبیان این پروتئین

تواند بدلیل تولید هاي آنتی اکسیدانتی احتمالا میپروتئین
در این گیاه تحت شرایط تنش 1هاي فعال اکسیژنبالاي گونه

ها در شوري باشد. این نتایج نقش و اهمیت این پروتئین
دهند. طبق نتایج نشان میهاي غیر زیستی راشرایط تنش

یکی از دلایل مهم حساسیت رقم ساري گل به مطالعه حاضر، 
ها تواند در ارتباط با کاهش بیان پروتئینتنش شوري می

هاي دخیل در هاي فتوسنتزي و پروتئینپروتئینویژه به
هاي فعال اکسیژن باشد متابولیسم انرژي و نیز تولید گونه

). نتایج حاصل از مطالعه صفات موفولوژیکی و 2(جدول 
صفات مورفولوژیکی به ویژه وزن خشک بوته کاهش شدید 

). همچنین بررسی 1ید این مطلب باشند (شکل ؤتواند ممی
ها در گیاهان تلقیح شده با باکتري و بدون تیمار این پروتئین

هاي فتوسنتزي و همچنین شوري نشان داد که بیان پروتئین
هاي دخیل در اکسیداسیون و احیاء که در ارتباط با پروتئین

هستند، افزایشATPهاي فتوسسنتزي براي تولید کنشوا
یافت. این نتایج نیز مکمل نتایج مربوط به بیشتر بودن صفات 
مورفولوژیکی مطالعه شده شامل وزن خشک بوته، ارتفاع ساقه 

و طول ریشه در گیاهان تلقیح شده در مقایسه با گیاهان تلقیح 
کلیدي در ). فتوسنتز فرآیندي2و جدول 1نشده است (شکل 

تواند هاي گیاهی است و هر گونه اختلالی در آن میسلول
صدمات جدي را به سلول و نهایتا گیاه وارد نماید. کاهش در 

ن به خاطر کاهش در میزان فتوسنتز تحتعملکرد گیاها
شرایط تنش شوري و خشکی گزارش شده است 

ها با سازوکارهاي مختلفی همانند . این تنش)1،2،13،37(
، تغییر )37(هان در سطح مورفولوژیکی کاهش سطح برگ گیا

هاي فتوسنتزي و صدمه به ساختارهاي فتوسنتزي در رنگیزه
هاي دخیل و کاهش بیان پروتئین)2(در سطح فیزیولوژیکی 

فرآیند فتوسنتز را مختل )24(در فتوسنتز در سطح مولکولی 
یکی از اثرات تنش شوري در گیاهان اعمال تنش کنند. می

اسمزي به گیاه است که طی آن گیاهان قادر نیستند مقادیر 
. شکسته شدن مولکول آب در )13(کافی از آب را جذب کنند 

جیره انتقال الکترون باعث فراهم شدن الکترون در ابتداي زن
اي مرحله شروع فرآیند انتقال الکترون و نیز تولید هیدروژن بر

نوان پذیرنده نهایی عترکیب شدن با مولکول اکسیژن به
. کمبود مولکول )10(شود الکترون در انتهایی این فرآیند می

هاي اکسیژن شود که مولکولآب در این سطح، موجب می
هاي دریافت کننده الکترون در انتهایی زنجیره تبدیل به گونه

هاي فعال اکسیژن . تولید زیاد گونه)32(ژن شوند فعال اکسی
هاي آنتی اکسیدانتی، در سلول در غایب مقادیر کافی از آنزیم

هاي . گونه)32(تواند صدمات زیادي را به سلول وارد کند یم
فعال اکسیژن موجب صدمه به ترکیبات مهم سلول مانند 

ها، لیپیدها، اسیدهاي نوکلئیک و غشاي سلول روتئینپ
هاي آنتی اکسیدان، بیان پروتئین. علاوه بر)29(شوند می

Phospholipase A1-IIپروتیئن  ) تحت 16(لکه شماره 3
تنش شوري هم در گیاهان تلقیح شده و هم در گیاهان تلقیح 

ده با باکتري افزایش یافت. این در حالی است که بیان این نش
پروتئین در گیاهان تلقیح شده با باکتري بدون تیمار شوري در 
مقایسه با گیاهان بدون تلقیح باکتریایی و بدون تیمار شوري 

گیري کرد که توان نتیجه). بنابراین می2تغییر نکرد (جدول 
ش شوري بوده است. این افزایش بیان این پروتئین به علت تن

باشد که پروتئین یک آنزیم هیدرولاز کننده فسفولیپیدها می
2لیزوفسفولیپیدها- آسیل-2منجر به تولید اسیدهاي چرب و 

مواد . تحت شرایط تنش اسمزي که جذب آب و)28(شود می
، احتمالا تجزیه )2(ود شمیغذایی براي گیاه مشکل

منظور شکستن این فسفولیپیدها براي تولید اسیدهاي چرب به
باشد. در سلول میATPهاي پر انرژي براي تولید مولکول

Phospholipase A1-IIهمچنین پروتئین  در حفظ 3
تمامیت غشاء و تغییر ترکیبات اسیدهاي چرب غشاي سلول 

. تغییر در سیالیت و محتویات اسید چربی )28(نیز نقش دارد 
هاي محیطی غشاء یک مکانیسم جهت سازگاري با تنش

است. تحت تنش شوري و خشکی توقف سنتز لیپیدها و
همچنین هیدرولیز آنها باعث کاهش محتویات لیپید در غشاء 

ها افزایش شود و نفوذ پذیري آن را براي آب و یونسلول می
گزارش کردند که تحت )5(. بنایی و همکاران )28(دهد می

تنش شوري میزان سدیم و کلرید برگ در رقم کلزاي حساس 
بیشتر است.3ساري گل در مقایسه با رقم مقاوم هیولا

1-Reactive Oxygen Species (ROS) 2- 2-acyl-lysophospholipids 3- Hyola308
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44..................................................... تحت تنش شوريPseudomonas florescence FY32بررسی تغییرات الگوي پروتئوم برگ کلزا تلقیح شده با باکتري 

گیري کرد که در برگ رقم توان نتیجهکلی میطوربه
ساري گل تحت تنش شوري افزایش بیان آنزیم فسفولیپاز از 

انرژي باشد که در واقع از وزن منظور تولید تواند بهیک سو می
خشک سلول کم خواهد کرد و از طرفی دیگر تجزیه لیپیدهاي 

هاي سمی در داخل تواند موجب ورود و تجمع یونغشایی می
سلول و حتی خروج آب از سلول بخاطر بالا بودن فشار 

اسمزي گردد.

دهنده مسیرهاي بیولوژیکی است که در آنهانشانکهCytoscape-BinGOافزارمشی از نتایج حاصل از نربختصویر شماتیکی -3شکل 
p-valueدهنده ها نشانگیر و رنگ دایرههاي دردهنده تعداد پروتئینها نشاناندازه دایره.کنندشرکت میهاي پروتئینی شناسایی شدهلکه

. باشددرصد می5داري آنها در سطح اي معنیدهندهباشند که نشانمی5.00E-7و 5.00E-2بین p-valueهاي رنگی داراي باشند. دایرهمی
اندمحاسبه شدهHypergeometric testبر اساس دار بودن  عدم معنیو یا يدارمعنی

Figure 3. The part of schematic representation of Cytoscape-BinGO results that indicate biological pathways in which
identified proteins are involved. Circle size indicates number of involved proteins and circle color indicates p-value.

Colorful circles are between p-value of 5.00E-2 to 5.00E-7 that represents their significance at 5%. Statistical
significant and non-significant threshold calculated based on Hypergeometric test.

دار روي ژل مربوط به گیاهان شاهد (سمت چپ) و گیاهان تحت تنش شوري بدون هاي داراي تغییرات بیان معنیلکه-2شکل 
باشدمی2هاي جدول پروتئینهاي پروتئینی مطابق با شمارهباکتریایی شماره لکهتلقیح

Figure 2. Some of salinity-responsive and inoculation- responsive proteins in gels from 2D-PAGE
experiment, Control (left) and without bacteria under salinity stress (right). The spot numbers are

same as table 2
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تلقیح هاي پروتئینی در گیاهان تغییرات سطح بیان لکه
شده با باکتري در مقایسه با گیاهان تلقیح نشده تحت 

تنش شوري
8دار تعداد لکه پروتئینی با تغییرات بیان معنی20از میان 

لکه پروتئینی تحت تنش شوري در گیاهان تلقیح شده و تلقیح 
هاي ها شامل لکهنشده افزایش بیان نشان دادند. این لکه

ها در  بودند. بقیه لکه16و 13، 12، 11، 10، 9، 8، 7شماره 
گیاهان (تلقیح شده/نشده و تیمار شوري) کاهش بیان نشان 

اي شدت بیان ). آنالیز مقایسه3و شکل 2دادند (جدول 
هاي پروتئینی بین گیاهان تلقیح شده و تلقیح نشده با لکه

هایی که منظور شناسایی لکهباکتري تحت تنش شوري به
در ارتباط با تلقیح با باکتري است، نشان داد تغییرات بیانشان
هاي پروتئینی با افزایش بیان، حضور باکتري که در بین لکه

ها نداشته است. گیاهان تاثیري در افزایش شدت بیان لکه
تلقیح شده و همچنین گیاهان تلقیح نشده تقریبا بطور یکسانی 

. در ها را افزایش داده بودندتحت تنش شوري بیان این لکه
دار هاي پروتئینی با کاهش بیان معنیمقابل، در بین لکه

در گیاهان تلقیح 6و 2، 1هاي شماره ملاحظه گردید که لکه
شده با باکتري تحت تنش شوري در مقایسه با گیاهان تحت 
تیمار شوري بدون تلقیح با باکتري میزان بیان بهتري را 

تلقیح شده کمتر داشتند و میزان کاهش بیان آنها در گیاهان 
ها شامل ). این پروتئین5و 4هاي اتفاق افتاده است (شکل

CP47فتوسیستم  II فتوسیستم 1(لکه شماره ،(CP43 II و
) بودند 6پروتئین کوئینون اکسیدرداکتاز (لکه شماره 

) و فتوسیستم 1(لکه شماره IICP47). فتوسیستم 2(جدول 
IICP43 و پروتئین کوئینون ) در فتوسنتز2(لکه شماره

) نیز در انتقال الکترون در زنجیره 6اکسیدرداکتاز (لکه شماره 
انتقال الکترونی در فتوسنتز و زنجیره تنفسی نقش دارند. 

IICP43) و فتوسیستم 1(لکه شماره IICP47فتوسیستم 
II) دو پروتئین اصلی متصل شونده به کلروفیل 2(لکه شماره 

کنند و با ایجاد ن و گیرنده نور عمل میعنوان آنتههستند و ب
کنند کانالی امکان انتقال انرژي برانگیخته شده را فراهم می

پروتئین کوئینون اکسیدرداکتاز علاوه بر اینکه در .)12(
نقش دارد، در سایر ATPد زنجیره انتقال الکترون براي تولی

هاي حیاتی سلول در شرایط تنش از جمله در از بین فعالیت
هاي . تولید گونه)34(بردن سوپراکسیدها نیز نقش مهمی دارد 

هاي فعال اکسیژن و سوپراکسیدها در گیاهان تحت تنش
محیطی به وفور مشاهده شده است که در نهایت باعث صدمه 

ها و لیپیدها هاي حیاتی گیاه مثل پروتئینبه ماکرومولکول
. بدیهی است که گیاهانی که قادر هستند )8،17(گردند می

هاي فعال هایی که در از بین بردن گونهی از آنزیممقدار کاف
توانند از صدمات بیشتر اکسیژن نقش دارند را تولید کنند، می

جلوگیري کرده و از مقاومت و تحمل بهتري برخوردار باشند. 
ها هم در گیاهان تلقیح شده و هم در کاهش بیان این پروتئین

دار تحت تنش شرایط شوري و در گیاهان تلقیح شده با باکتري ده با تغییرات بیان معنیهاي شناسایی شپروتئین-2جدول 
P.fluorescens FY32در مقایسه با گیاهان شاهد

Table2. Table 5. Identified proteins with significant expression changes under salt stress conditions and in plants inoculated
with P. fluorescens compared to control plant

شماره 
شماره نام پروتئینهالکه

گروه 5T.M.W4T.P.I3O.M.W2O.P.I1دسترسی
شوري شوريباکتريعملکردي 

باکتري×
1Photosystem II CP47

chlorophyll…P567775603925/66189012/60فتوسنتز--
2Photosystem II CP43

chlorophyll…P567785013135/6480003/6فتوسنتز+--
3Ribulose bisphosphate

carboxylase…P107955260135/3490004/6فتوسنتز+--

4NAD(P)H-quinone
oxidoreductase…Q9T0A4205285/72100035/7 اکسیداسیون

--+احیا

5NAD(P)H-quinone
oxidoreductase …Q9T0A42533261/7270004/7 اکسیداسیون

+++احیا

6NAD(P)H-quinone
oxidoreductase…Q9T0A45559466/45700065/7 اکسیداسیون

--+احیا
7Glutathione peroxidaseO049221304957/5140007/5اکسیدانآنتی-++
8copper zinc superoxide

dismutaseO783101496624/51510012/5اکسیدانآنتی-++
9Catalase 1Q965285680752/65400063/6اکسیدانآنتی-++
10Peroxiredoxin antioxidantQ9C5R82408113/6230001/6اکسیدانآنتی-++
11Probable RuBisCO

transcriptional…A0T0V53507251/6360008/6ژنبیانتنظیم-++
12Polyphenol oxidase1172584553008/55413097/50ژنبیانتنظیم++
13DNA-directed RNA

polymerase …Q9LK403873917/7410009/6ژنبیانتنظیم+++
14NAC transcription factor

NAM-B2A0SPJ64265124/7420003/7ژنبیانتنظیم---
15Chloroplast envelope

membrane…Q083032720304/72500095/6غشایی+--
16Phospholipase A1-II 3A2WT954532891/7450008/70متابولیسم++
17Malate dehydrogenase

cytosolicQ9FSF05158058/6470002/6متابولیسم---
18Growth-regulating factor 1O810014344913/7390002/7متابولیسم---
19Pyruvate dehydrogenaseQ9P0J16800006/5630008/5متابولیسم---
20ATP synthase subunit b,

chloroplasticP193662078097/7184008/7متابولیسم---
بیان نسبت به شاهد.به ترتیب بدون تغییر، افزایش بیان و کاهش –، +و 0

1- O.P.I: Observed Isoelectric Point, 2- O.M.W: Observed Molecular Weight, 3- T.P.I: Theoretical Isoelectric Point, 4- T.M.W: Theoretical Molecular
Weight 5-Accession number in UniProtKB
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زان کاهش بیان گیاهان تلقیح نشده اتفاق افتاده است ولی می
این دو پروتئین در گیاهان تلقیح نشده کمتر اتفاق افتاده است 

). در مورد گیاهان تلقیح شده با باکتري بدون تیمار 5(شکل 
، 1هاي شماره شوري در مقایسه با گیاهان شاهد، بیان لکه

یافتافزایش6و 2هاي شماره بدون تغییر و بیان لکه
تلقیح ها در گیاهانبیان این لکه). در مورد تغییرات2(جدول 

هاي محرك رشد گیاهی تا به امروز گزارشی شده با باکتري
ها در گیاهان تحت وجود ندارد. هر چند کاهش بیان این لکه

شرایط تنش گزارش شده است که با نتایج حاصل از این 
تحقیق ( گیاهان تلقیح نشده با باکتري تحت تنش شوري) 

تواند نمایانگر اثر . این نتایج می)19،31،33(مطابقت داشت 
ري گل باشد و تواناي این باکتري مثبت باکتري روي رقم سا

را در تعدیل اثرات تنش شوري روي گیاه نشان دهد. 
Pseudomonasهاي محرك رشد گیاهی باکتري

و خاکزي هستند و قدرت استقرار و 1غیرپاتولوژیک، ساپروفیت
. همانطوریکه قبلا بحث )38(رشد روي ریشه گیاهان را دارند 

شد، در مورد صفات مورفولوژیکی نیز هم تحت تنش شوري و 
ین باکتري هم در شرایط بدون تنش شوري، اثر مثبت ا

). 1مشاهده شد (شکل 
داري صفات رشدي در تنش شوري موجب کاهش معنی

ساري گل (رقم حساس کلزا) هم در گیاهان تلقیح شده و هم 
در گیاهان تلقیح نشده شد. میزان کاهش در وزن خشک 

ها نسبت به سایر صفات بیشتر بود. به غیر از صفت وزن بوته
ه صفات، گیاهان تلقیح شده با باکتري ها در مورد بقیتر بوته

در مقایسه با گیاهان تلقیح نشده خصوصیات رشدي بهتري 
داشتند. بررسی تغییرات پروفایل پروتئینی در گیاهان تلقیح 

میلی مولار 300شده و نشده با باکتري تحت تنش شوري (
کلراید سدیم) نشان داد که تیمار شوري موجب کاهش بیان 

شود. ل در متابولیسم انرژي و فتوسنتزي میهاي دخیپروتئین
هاي آنتی اکسیدان و فسفولیپاز افزایش در حالی بیان پروتئین

ها در گیاهان تلقیح شده و یافت. مقایسه سطح بیان پروتئین
تلقیح نشده با باکتري نشان داد که در هر دو سطح بیان 

هاي نپروتئیغیر ازکند، بهها بطور یکسانی تغییر میپروتئین
II)، پروتئین فتوسیستم 1(لکه شماره IICP47فتوسیستم 

CP43 و پروتئین کوئینون اکسیدرداکتاز 2(لکه شماره (
) که در گیاهان تلقیح شده نسبت به گیاهان 6(لکه شماره 

تلقیح نشده از سطح بیان بیشتري تحت تنش شوري برخوردار 
ا باکتري و بدون ها در گیاهان تلقیح شده ببودند. این پروتئین

بیان شدند.بیشترتیمار شوري در مقایسه با گیاهان شاهد نیز

ها شناسایی شده در گیاهان تلقیح شده با باکتري تحت تنش شوري در مقایسه با گیاهان شاهد میزان تغییرات بیان لکه-4شکل 
دار را کاهش بیان معنیXهاي پایین محور دار و ستونبیان معنیدهنده افزایشنشانXهاي بالاي محور (بدون تلقیح و تیمار شوري). ستون

دهند.) را نشان میIFفاکتور القاء (Yهاي پروتئینی و محور ها شماره لکهدهند. اعداد روي ستوننشان می
Figure4. Expression changes of identified proteins in plants inoculated with the bacterium under salt stress compared

to control plants (without inoculation and salt treatment). Bars above X axis indicate significant up-regulation and
bars below X axis indicate significant down-regulation. Numbers above bars show protein spot numbers and Y axis

indicates induction factor (IF).

هاي پروتئینی با شدت بیان بیشتر در گیاهان تلقیح شده با باکتري تحت تنش شوري. نمودارها (سمت راست) میزان شدت بیان لکه-5کل ش
) و B*Sها در گیاهان تلقیح شده با باکتري (روتئینهاي خاکستري شدت بیان پدهند. ستونرا نشان می6و 2، 1هاي پروتئینی شماره لکه

هاي پروتئینی مورد نظر روي ژل دهند. لکه) را نشان میSهاي پروتئینی در گیاهان تلقیح نشده با باکتري (هاي سفید شدت بیان لکهستون
باشد.می2هاي جدول ها مطابق با شماره پروتئیناند. شماره لکههاي سمت چپ) نشان داده شده(عکس

Figure5. Protein spots with more expression intensity in plants inoculated with the bacterium under salt stress. Graphs
(right side) indicate the expression intensity of protein spots 1, 2 and 6. Gray bars indicate the expression intensity of
proteins in plant inoculated with the bacterium (B*S) and white bars indicate the expression intensity of protein spots

in plants non-inoculated with the bacterium (S). Protein spots of interest are represented on the gel (left side). Spot
numbers are according to protein numbers in table 2.

1- Saprophyte
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Abstract
Plant growth-promoting bacteria enhance plant performance under stressful conditions using

various mechanisms. This study was aimed to investigate the effects of Pseudomonas
florescence FY32 on growth characteristics and to identify proteins involved in plant-bacterium
interaction under salt stress. The results indicated that under salt stress (150 and 300 mM NaCl),
plants inoculated with bacteria compared to non-inoculated plants possess better growth
characteristics. Study of proteome pattern changes in leaf indicated that of 170 reproducible
spots, 20 spots had differentially expression changes. Differentially expressed proteins were
categorized into six functional groups, including energy metabolism (25%), antioxidants (20%),
gene expression regulation (20%), photosynthesis (15%) and membrane proteins (1%).  All of
these proteins underwent same changes either in uninoculated or inoculated plants under salt
stress, except Photosystem II CP47 (spot no. 1), Photosystem II CP43 (spot no. 2), and
NAD(P)H-quinone oxidoreductase (spot no. 6) which had more expression level in inoculated
plants than those non-inoculated plants. In general, results indicated that inoculation of Sarigol
with the bacterium could improve its growth under salt stress.

Keywords: Canola, Plant-bacterium interaction, Protein profile, Pseudomonas florescence
FY32, Salt stress
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