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هچکید  

 بررسی. باشدخشکی یکی از بزرگترین عوامل محدودکننده عملکرد گیاهان در سطح جهان می
 مورد  با استفاده از تکنیک پروتئومیکسخشکی نسبیهاي ریشه برنج در سیستم پروتیینتغییرات الگوي 

یسه اي مورد مقا چهار بافت ریشهز هم اعمال شد و در سه تکرار مستقل ا تیمارها.گرفتمطالعه قرار
  ریشه هایی که تحت خشکی کامل بوده،)(WW داشتندهایی که تحت آبیاري کامل قرارریشه: گرفتقرار

)WD(ریشه هایی که در تقسیم ریشه آب کافی دریافت کرده ، (SpWW)سیم ریشه  و ریشه هایی که در تق
  ذکر شده حاصل از تیمارهاي ریشهيهابافتبررسی پروتئوم  (spWD)در معرض خشکی کامل بودند 
ی در هر پروتیین نقطه 13 از این تعداد  نقطه پروتیین شد که32ه شناسایی توسط الکتروفورز دوبعدي منجر ب

 spWW و WD ،spWDی در هر سه تیمارپروتیین نقطه 9افزایش بیان داشته، تعداد  spWD و WDدو تیمار 
 نقطه 2ی در گیاهان نرمال بیان نشده و ینپروتی نقطه 8 افزایش نشان داده، تعداد WWنسبت به گیاهان نرمال 

ها گردید که پروتیینی باعث تغییراتی در بیان تنش خشک.  بیان داشتفزایشا WDی فقط در تیمار پروتیین
 در پاسخ به هاپروتیین  PR از جمله افزایش بیان، در معرض تنش خشکی رخ داديها تغییرات در ریشهاکثر

   .هاي در معرض آب ریشه درها و تیرودوکسینپروتیین Heat shock   عدم بیان وافزایشخشکی 
  

  .خشکی، تقسیم ریشه، برنج، پروتئومیکس : کلیديکلمات
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  مقدمه
برنج یکی از قدیمی ترین غلات بوده و 
بیش از ده هزار سال است که تعداد زیادي از 
مردم دنیا به عنوان غذا از آن استفاده می کنند 

ک گیاه مدل مطلوب در میان غلات یهمچنین 
. باشدبراي مطالعات ژنتیکی و مولکولی می

)Ashraf, 1994 .(ترینش کم آبی عمدهتن 
 است زراعیمحصولات  در تولید محدودیت

)Boyer, 1982(. بر روي  خشکی تنشاثر اولیه 
 که  است آبدن فشار هیدرولیکیقطع ش ،هابرگ

-  تغییر عملکرد روزنهمانند  ثانویهیکسري اثرهاي

 خواهد داشت را در پیها توسط کاهش تعرق
(Hsiao, 1974). پارامترهاي فیزیولوژیک نیاز  این

 هاي هورمونی دارند توسط پیامبه تنظیم
)(Blackman, 1985، به رسانی هورمونیپیام 

در اندام هاي صورت موضعی یا در فواصل زیاد 
 ریشه به ساقه رسانی ازپیام. افتدگیاه اتفاق می

هاي فیزیکی  ترکیبات شیمیایی و یا پیامازمندنی
ه است که با احساس تنش توسط ریشه تولید شد

 ,.Chaves et al و قادر به انتقال درگیاه باشند

  شده در ریشه ترکیبات شیمیایی تولید که).(2004
فه شده و در سرتاسر گیاه به جریان آوندي اضا

ها به کنند و بعضی مواقع نیز سلولحرکت می
ات فشار هیدرولیکی و پتانسیل اسمزي ناشی تغییر

از تنش خشکی بافت آوندي پاسخ داده و پیام به 
 ,.Chaves et al(کند صورت فیزیکی عمل می

هاي هاي شیمیایی و پیاماهمیت نسبی پیام. )2004
- از موارد مورد بحث در تنش خشکی میفیزیکی 

 به عنوان مثال تنظیم ساختار روزنه در برگ باشد،

ی دارد نقش کلیدي در مقاومت گیاه به خشککه 
 مذکور قرار دارد تحت کنترل هر دو نوع پیام

)Comstock et al., 2002.(ABA  به عنوان اولین 
پیام شیمیایی انتقالی به ساقه هنگام تنش خشکی 

در  ) (Blackman et al., 1985. استپذیرفته شده
-  به برگABAدهه گذشته مشخص شد که ورود 

 Nilson et)باشد  از پاسخ به خشکی میها بخشی

al., 2010).  بنابراینABAتولید و در  در ریشه 
-  رشد ریشه.یابدجمع می تسلولهاي اپیدرم برگ

  کهکندتغییر می هاي ذرت در خاك خشک
- میاحتمالا این تغییر براي رسیدن به آب کافی 

  نشان رشد ریشه متعاقبا(Sharp, 1985)باشد 
 )Saab, 1990 (باشدمی ABAدهنده حضور 

، در سطح گیاهان پس از درك تنش خشکی
 سطح فیزیولوژیکی به مولکولی و سلولی به مانند

. )Yamaguchi et al., 2002(د ندهتنش پاسخ می
 است که بیان و تظاهر بسیاري از  ثابت شده،لذا
ها در پاسخ به تنش خشکی تحت تاثیر قرار ژن

 .یابندن مید و کاهش یا افزایش بیانگیریم
ها در تحمل  بعضی از این ژنمشخص شده که 

 محصول .) Kavar, 2007(به خشکی نقش دارند 
بلکه در  ،کی در تحمل به خشتنهاها نه این ژن

در ها و مسیرهاي انتقال پیام تنظیم الگوي بیان ژن
  2000(کنند پاسخ به تنش خشکی نقش ایفا می

(Shinozaki, ز همچنین یک گروه بزرگ ا
و تنش  ABA  رفاکتورهاي رونویسی در حضو

 2010( کنندکم آبی افزایش بیان پیدا می
Yoshida,  ( هایی که به صورت پروتییندر نتیجه

- هاي تحت تنش ایفاي نقش میمعمول در بافت
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- افزایش بیان می LEAهاي پروتیینکنند مانند 

که در سی و تحقیق در مورد اتفاقاتی برر .یابند
 جهت  رویکرديدهد،ن رخ میسطح بیان ژ

هایی که تشخیص هیدرولیک یا شیمیایی بودن پیام
این  .آیندهاي در حال خشک شدن میاز ریشه

یستم کشت تقسیم استراتژي به بهترین نحو در س
هاي مثبت سیگنالترکیب از (split-root) ریشه 

شرایط که در هایی هیدرولیکی حاصل از ریشه
هاي شیمیایی با سیگنال  قرار دارندآبیاري کامل

 هر کدام دراسازي سهم منفی براي کمک به جد
 این روش به  .دگردیی میاجرا ساس خشکی،اح

طور اختصاصی به شناسایی چگونگی تغییر 
هایی که در معرض آبیاري کامل پروتئوم ریشه

- هاي هورمونی ناشی از ریشههستند توسط پیام

هاي تحت خشکی کامل و متقابلا اثرهاي 
هاي داراي آب کافی بر هیدرولیکی ناشی از ریشه

  تنها نهپردازد وهاي در معرض خشکی میریشه
 باشدهاي خشکی به ساقه میحاوي اطلاعات پیام

هاي با فواصل زیاد و  سیگنالبلکه امکان مطالعه
 بیان ژن در تقابل نواحی از سیستم ریشه با نحوه

 ینهمچن .کندمیزان آب متفاوت را فراهم می
که  آبیاري هایی بر پایه واساس محدودیتسرنخ

هاي صرفه جویی آب هاي خشک پیامدر آن ریشه
 و به طور همزمان گیاه آب کافی را دنکنرا القا می
شود دریافت اي که آبیاري کامل انجام میاز ناحیه

پروتئومیکس ابزاري  .دهدکند را نیز به ما میمی
هاي  قدرتمند در شناسایی و بررسی ژن

هاي اخیر  دهنده به تنش بوده که در سال پاسخ
هاي  استفاده از آن جهت شناخت ماهیت تنش

هاي دفاعی  زنده و کشف مکانیزم زنده و غیر
هاي اصلاحی  گیاهان به منظور استفاده در برنامه

این تکنیک در مورد . یافته استرشد چشمگیري 
 ج برنVincent, 2005)( ذرت گیاهانی از جمله

,(Salekdeh et al., 2002; Ali,G.M et al., 
2006; Mirzaei et al., 2011) 

 موز،  (Hajheidari et al., 2005)قندچغندر
(Carpenter, 2007)یونجه ،)Aranjuelo ( و 

 به طور  (Bazargani et al., 2011)  ،گندم
قرار اگانه تحت شرایط خشکی مورد استفاده جد

   .استگرفته
  

  مواد و روشها
  ژنوتیپ،مورد استفاده در این مطالعهبذور 

IR64 بین المللی تحقیقات برنج واز موسسه و  
سه  زنی به ژرمیناتور منتقل شدند،جهت جوانه

ها به محیط کشت روز پس از جوانه زنی، گیاهچه
 به گلدانهایی به ابعاد   روز10یوشیدا و پس از 

که یک دیوار میانی گلدان را به دو  15×20×26
-split)(جهت کشت اوي تقسیم کرده قسمت مس

root با مخلوطی از شن، گلدانها  .منتقل گردید 
 پر شدند، (1:2:1)ماسه و خاك گلدان با نسبت 

ها گیاهچه بر روي دیوار میانی قرار گرفت و ریشه
ها هدایت به طور مساوي به دو طرف گلدان

جهت استقرار، گیاهان به مدت دو هفته در . شدند
 یکسان و میزان آب یکسان قرار شرایط کاملا

ی در  تنش خشک،داشتند پس از اتمام این دو هفته
 در قالب طرح کاملا سه تیمار و سه تکرار

ها گلدانآبیاري : به این صورت که تصادفی
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. WW1)(  ادامه یافتند دو هفته استقرارهمان
 WD(2( ها کاملا قطع شدگلدانبیاري آتیمار دوم 

  آبیاري کاملگلدانیک طرف  و تیمار سوم؛
)(spWW3دیگر همان گلدان قطع  و بخش 

 اعمال شد و دو هفته پس از spWD(4( آبیاري
ها با آب مقطر تنش نمونه برداري انجام شد، ریشه

  . انتقال داده شد-80شستشو و به فریزر 
  

  محتواي آب نسبی
 Barrs محتواي آي نسبی طبق روش

طر یک دیسکهایی به ق. گیري شداندازه 1962)(
 از آخرین برگ گسترش یافته تهیه کرده انتیمترس

آنها یادداشت  5بلافاصله توزین شده و وزن تر
 میلی لیتر 15هاي گیاهی در سپس نمونه. گردید

. غوطه ور شدند)  درجه سانتیگراد25(آب مقطر 
 ساعت از آب مقطر خارج 16پس از گذشت 

نمونه هاي . تعیین گردید شده و مجددا وزن آنها
 ساعت درون پاکت هاي 48وزن شده به مدت 

قرار گرفتند ) درجه سانتیگراد 70(در آون  کاغذي
در نهایت وزن نمونه هاي . تا کاملا خشک شوند

و درصد محتواي یادداشت گردید  خشک شده
 .آب نسبی با استفاده از معادله زیر محاسبه شد

RWC(%) =[(fresh weight-dryweight)/ 
(turgid weight – dry weight )]*100 

  
  ABAتجزیه و تحلیل کمی 

 Durley  براساس روشABA استخراج

                                   
1 Well water 
2 Water Deficit 
3 Split root-Well water 
4 Split root-Water Deficit 
5 Fresh weight 

. ا کمی تغییرات بدین شرح انجام شد ب1982)(
 گرم از نمونه هاي منجمد شده در هاون 5/0

لیتري  میلی50 پودر ، و به فالکون هاي چینی
 80لیتر محلول متانول  میلی40سپس . منتقل شدند

سکوربات به آن افزوده درصد حاوي و سدیم ا
 4 ساعت در تاریکی در دماي 16شد و به مدت 

درجه سانتیگراد نگهداري شد تا عمل انحلال 
سپس . هورمون ها در محلول به خوبی انجام شود

 صاف 40نمونه ها توسط کاغذ صافی و اتمن 
ده از دستگاه متانول اضافی با استفا. شدند

به . دلیوفلایزر از محلول صاف شده حذف ش
مقدار مساوي محلول با فر  محلول باقی مانده به

 8g NaC1 , 0.2g KH2PO4,9.6g(فسفات 

NaHPO412H2O1-1(اضافه شد و pH با « ن آ
 تنظیم شده و 3-2نرمال  2/0هیدرواکسید پتاسیم 

دوبار دیگر با اتیل استات شتشو شد با این تفاوت 
که این بار اتیل استات در فالکون هاي جداگانه 

دستگاه سپس اتیل استات توسط . اري شدنگهد
پس از تبخیر کامل . لیوفلایزر کاملا تبخیر شد

 1، بالفاصله رسوب باقی مانده رادر اتیل استات
حل  HPLC6 صمیلی لیتر متانول با درجه خلو

 عبور 45/0کرده و از فیلتر پلی تترافلوئورواتیلن 
 HPLC نمونه ها آماده تزریق به دستگاه داده تا

)Knuer Germany (سپس با استفاده از . شوند
آب ( نرمال 1/0 و فاز مایع اسید استیک c18ستون
 به HPLC درصد مخصوص80و متانول ) اسید

 میلی لیتر در 8/0 و شدت جریان 50:50نسبت 
، و شناسایی صورت گرفته ABAدقیقه ، تفکیک 

                                   
6 High performance liquid chromatography 



  )1392 تابستان، 2، شماره 5دوره (مجله بیوتکنولوژي کشاورزي 

 
 

٩١

در طول UV/VISهورمون ها با استفاده از دتکتور 
باید توجه داشت به . انجام شد نانومتر 257موج 

دلیل ناپایداري زیاد هورمون ها در نور بهتر است 
حل استخراج در تاریکی انجام در حد امکان مرا

  .شود
  

    پروتییناستخراج 
را  - C  80 بافت گیاهی نگهداري شده در

 از پروتیینواستخراج به طورکامل پودر کرده 
 .ترایزول انجام شدبافت گیاهی توسط 

ها با استفاده از آزمون بردفورد  سنجی نمونه غلظت
براي انجام این آزمون از پودر پروتیینی . انجام شد

BSA و محلول بردفورد )(Bio-

Rad,Hercules,CA,USAهاي استاندارد   محلول
پروتیینی با غلظت مشخص تهیه و با استفاده از 

  در طول موج Cary300دستگاه اسپکتروفتومتر 

nm595ت شدند تعیین غلظ.  
  الکتروفورز دو بعدي

 Immobilin pH)هاي نواري از ژل

Gradiant) IPG   تهیه شده از شرکت
(Amersham Pharmacia Biotech)  با

جهت ) Cm  24 وpH=4- 7(   مشخصات 
 M 8) محلول آبگیري  در. الکتروفورز استفاده شد

Urea, 0.5%Chaps, 0mM DTT, 0.5% v/v 
IPG buffer)( م پروتیین براي  میکروگر300و

رنگ آمیزي شده با نیترات (هاي آنالیتیک  تهیه ژل
 350حل شد طوري که حجم کل محلول به) نقره

هاي  آنگاه در داخل سینی.  برسدماکرولیتر
 Reswelling) هاي نواري مخصوص بازجذب، ژل

Trays) ساعت با این محلول تیمار و 20به مدت 

تگاه به دس IEF(Isoelectricefocusing) براي
Multiphor II منتقل شدند و الکتروفورز در 

 ساعت، 1 به مدت V300( با برنامۀ cْ20دماي 
V500 ساعت، 1 به مدت V1000 1 به مدت 

. انجام شد)  ساعت14 به مدت V3500ساعت و 
 15هاي نواري به مدت   ژلIEFپس از انجام 

 SDS(کننده  دقیقه در محلول متعادل

equilibration buffer(وي  حاDTT 6M urea, 

30% w/v) glycerol, 2% w/vSDS, 1% w/v 
DTT, 50 mM Tris-HCl buffer, pH 8.8) 

شیک شدند، پس از حذف بافر متعادل کننده 
 دقیقه دیگر در محلول متعادل کننده 15مجددا 
. استاماید شناور شدند  درصد ایدوw/v 2.5حاوي 

 12هاي  پس از شستشو با بافر تانک در روي ژل
 قرار داده شدند و از محلول SDS-PAGEرصد د

w/v 005/0  درصد آگارز جهت اتصال دو ژل
سپس با استفاده از تانک الکتروفورز . استفاده شد

 با جریان ،(PROTEIN II, Bio-Rad)عمودي 
v200با پایان یافتن بعد دوم .  بعد دوم انجام شد

مدت یک  اقل به  جدا و حد ها از روي شیشه ژل
 )Fixator Solution(کننده  محلول ثابتساعت در 

هاي آنالیتیک با استفاده از  ژل. نگهداري شدند
سازي با روش  هاي آماده روش نیترات نقره و ژل

 ;Blum, 1987). آمیزي شدند  بلو رنگ کوماسی

Smith, 1995) 
  

ها و شناسایی نقاط  اکتساب تصاویر، آنالیز ژل
  MSبا 

اده از آمیزي با استف ها پس از رنگ ژل
با وضوح ، GS-700 (Bio-Rad)دنسیتومتر 
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dpi600 اسکن و با فرمت Tiffذخیره شدند  .
و ) نقاط(ها  شناسایی و کمیت سنجی پروتیین

هاي تحت تنش، به  هاي کنترل با ژل مقایسه ژل
 ,Melanie6 (Gen Bio, Genevaافزار  وسیله نرم

Switzerland)در این تحقیق نقاط . انجام شد 
ر در سه تکرار، به عنوان نقاط مورد نظر تکرارپذی

آنالیز آماري   انتخاب شده وبراي آنالیز آماري
دار در  و نقاط معنیانجام  t-testنقاط با استفاده از 

ها  که مقدار بیان آن  در صورتی )P ≤ 0.05(سطح 
یک و نیم برابر نسبت به شاهد تغییر  حداقل

 ،ESI-Q-TOF MS/MSداشت، براي شناسایی با 
بلو  آمیزي شده با کوماسی هاي رنگ از روي ژل

 فرستاده  جهت شناساییاسترالیاجدا و به کشور 
  .شدند

  نتایج و بحث
  ABAمحتواي آب نسبی و 

ها در هر دو تیمار محتواي آب نسبی برگ
WD و split-root نسبت به تیمار WW کمتر 
تنش خشکی محتواي نسبی آب  )1شکل( .بود

 و در تیمار% split-root 16 برگها را در تیمار

WD  نسبت به تیمار % 30حدودWW کاهش 
 باشد که بازگو کننده این مطلبتواند داده می

ها که در شرایط آب کافی قرار نیمی از ریشه
ها، دارند ضمن کمبود آب در نیم دیگر ریشه

 .اند تا حدي آب کافی را جذب کنندتوانسته
 نیز ABAهمگام با کاهش سطح آب سطح 

افزایش یافت اما split-root   وWDرتیمارهاي د
پس . بیشتر بودWDاین افزایش مقداري در تیمار 

 در تیمارها مشخص ABAگیري میزان از اندازه

به ترتیب  split-root  وWDهاي شد که تیمار
افزایش نشان WW  نسبت به تیمار% 23و% 39
  )2شکل (. داد
  

  تغییرات الگوي پروتئوم ریشه
 نقطه 32پذیر در ریشه،   تکرار نقطه738از 

 درصد تغییر 5پروتیینی از نظر آماري در سطح 
 از این تعداد .داري در بیان خود نشان دادند معنی

 spWD و WDی در هر دو تیمار پروتیین نقطه 13
ی در هر پروتیین نقطه 9 افزایش بیان داشته، تعداد

 نسبت به spWW و WD ،spWD سه تیمار
 8 افزایش نشان داده، تعداد )WW (گیاهان نرمال

 2ی در گیاهان نرمال بیان نشده و پروتییننقطه 
فزایش نشان ا WDی فقط در تیمار پروتییننقطه 

ها در پاسخ به پروتیینعملکرد  )3شکل ( .داده
هاي پروتیینی را در چند گروه ازجمله خشک

هاي دخیل در پروتیینها،پاسخ دهنده به محرك
 و پیام  متابولیسم لیپیدهااکسیداسیون و احیا،

هایی که پروتیین. رسانی میتوان خلاصه نمود
ها هستند نقشهاي مختلفی درگیر پاسخ به محرك

ها گروهی پروتئین PR  ها وHSP که کنندایفا می
- از این دسته هستند که توسط خشکی القا می

  .شوند
  

PR 1هاپروتیین  

ها نیستند علیرغم نامشان تنها ویژه بیماري
هاي مختلف غیر زنده القا بلکه اغلب توسط تنش

 (Dubos, 2001; Lee, 2008) خشکی .شوندمی

                                   
Pathogenesis related proteins -١ 
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 ,Hon) ا،سرم (Srivastava, 2004) ،شوري

فلزات  و  (Duke, 1996) حرارت  (1995
- همچنین طی رشد و پیري گیاه القا می ،سنگین

هاي  این القا وابسته به حضور مولکولشوند و
اسید و  آبسزیکلن،سیگنالینگ مانند اتی

 .)(Marion et al., 2003 باشداسید میسالیسیلیک
PR د بار در تنباکو مشاهده شدنها اولینپروتیین

2011)  (Afroz et al., گروه 17و به PR 1-17) (
  پروتئینPR  چهار در این مطالعهشوندتقسیم می

 افزایش بیان شدیدي spWD و WDدر تیمارهاي 
نقاط  کیتیناز  وPR-10 از جمله نشان دادند

 نقطه barwinباروین  و 154 و 611 ،7 یپروتیین
 مشاهده WWکه در گیاهان نرمال 260ی ینئپروت

که علاوه  19 یپروتیینشبه تائوماتین نقطه  ونشد 
 در تیمار  spWD وWDافزایش در تیمارهاي  بر

spWW  که القا آن به علت  .نیز افزایش نشان داده
که از ریشه در معرض خشکی هایی است سیگنال

  .)1جدول (شودارسال می
  

 و HSPs(1(هاي شوك حرارتی پروتئین
  ها چاپرونین

موجودات زنده در پاسخ به دماهاي بالا 
هاي ها به نام پروتئینسنتز گروهی از پروتئین

را که از نظر تکاملی ) HSPs(شوك حرارتی 
 ,Vierling(دهند اند، افزایش میحفظ شده

 هنگامی که گیاهان در معرض دماهاي بالا ).1991
هاي با وزن مولکولی زیاد hspگیرند سنتز قرار می

)kDa110-60 ( وhsp هاي با وزن مولکولی کم

                                   
Heat shock protein -١  

)kDa45-15 (ها این پروتئین. دهندرا افزایش می
 نیز 2هاي مولکولی مرتبط با تنشهمچنین چاپرون

 هايپروتئین). Miernyk, 1997(شوند نامیده می
hspهاي محیطی  در پاسخ به خشکی و سایر تنش

. شوندشامل دماي پایین، شوري و غرقاب بیان می
هاي ها در فرایندو چاپرونین hspهاي پروتئین

ها به مهمی از جمله ترجمه، جابجایی پروتئین
هاي دناتوره ها، تاخوردن مجدد پروتئیناندامک

- شده تحت تنش و جلوگیري از تجمع پروتئین

این دسته از . ي دناتوره شده نقش دارندها
ها بر خلاف  پروتئینPRها نیز مانند پروتیین

در این . نامشان در متابولیسم نیز نقش دارند
 شناسایی شد نقاط hsp پروتیین 2مطالعه 
 و WD  که  در تیمارهاي 382 و 381پروتیینی 

spWD افزایش بیان و در تیمار spWW افزایش 
ه گیاهان در شرایط نرمال نشان معنا داري نسبت ب

  ).1جدول(دهد نمی
  

  3تیرودوکسین
هایی هستند که طی تنش از سري پروتیین

گی شوند و داراي توان احیا کنندهخشکی بیان می
بالایی بوده و بنابراین نقش مهمی در اکسیداسیون 

هاي مهم  از آنزیماین آنزیم. و احیا سلولی دارند
تنظیمی دیگر همچون در مسیرهاي متابولیک و 

چرخه کالوین، متابولیسم انرژي، فتوسنتز، پیچش 
 گردندمحسوب میمینواسیدها آها و سنتز پروتئین

)Sanchez & Hochstrasser, 1999 .(  

                                   
 -٢ Stress-related chaperon 

 
Thioredoxin -١  
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 ESI-Q-TOF هاي ریشه  گیاه برنج که به روش   نتایج طیف سنجی جرمی پروتیین-1جدول 

MS/MSشده به شدت افزایش بیان نسبت به نقاط شناسایی . اند شناسایی شدهWWنشان دادند  (p<0.05) . 
NWW : این نقطه پروتیینی درWWقابل جداسازي نبودند .  

Table 1. Differentially expressed proteins identified by MALDI TOF/TOF mass spectrometer  Significant up-
regulated proteins in spWD and/or DD and/or spWW conditions compared to WW condition (p<0.05) ;     
NWW: not detected in well-watered samples. 

Induction Factor 
DD/ 
WW  

SPW
W/ 

WW 
SPWD
/WW 

PMF/  
MS-
MSf  

Score/ 
coveragee  Protein name  Gi no.d  Theo.  

pI /MW  
Exp. 
pI/M
Wb  

Spota  

4.438 1.70 2.94  225/66 salT protein 2072553 5/15  4.7/16 2  

  NWW 4/2 245/31 salT protein 2072553 5.19/15 4.7/17 3  

2.98 1.52 3.32 3/2 231/14  chitinase 115462835 5.56/22 4.6/17 7 

5.41 2.68 8.19 7/7 1060/71 salT protein 115436436 5/15 5/16 10 

6.77 1.9 7.03 3/3 184/23 Thioredoxin Type H 82407383 4.9/13 5.25/16 16 

5.95 1.75 5.21 3/3 182/22 Thaumatin-like protein 115489688 5.07/17 5.31/19 19 

4.97 1.39 4.07 8/6 410/54 pathogenesis-related protein 
10 115489014 4.88/16 5.21/19 26 

  
  

 NWW 5/4 506/34 Barwin 125535005 8.16/16 6.49/16 58 

  NWW 2/1 72/37 Late embryogenesis 
abundant protein, group 3 115434068 8.34/40 5.65/33 75 

2.95 1.85 3.76 6/1 84/40 drought-inducedS-like 
ribonuclease 9068149 5.25/38 5.32/31 136 

17.08 8.94 12.05 8/6 693/58 Secretory protein, Putative 115482666 5.76/24 5.54/29 150 

7.94 2.04 7.96 4/3 143/35 chitinase 3370780 6.28/27 5.45/30 154 

3.29 1.87 4.74 5/4 437/24 DREPP plasma membrane 
polypeptide family protein 115435500 4.92/21 5/33 167 

2.76 1.71 2.71 6/3 116/22 Receptor like-protein kinase 
DUF26 115461070 5.01/27 5.1/32 170 

4.63 4.06 7.75 6/4 473/51 salT protein 158513205 5/15 4.97/35 175 

  NWW 11/4 279/29 Chitinase class III 115482030 4.48/31 4.65/33 202 

2.13 2.64 2.03 8/4 300/21 Late embryogenesis 
abundant protein 2 family 115456523 4.9/34 5/42 218 

6.15 3.53 3.79 3/3 339/11 EF-Hand containing protein 115481300 4.94/42 5/53 224 

7.15 2.88 4.70  356/15 EF-Hand containing protein 115481300 4.94/42 5.3/52 225 

5.06 2.99 2.85  560/47 Actin-depolymerizing factor 
3 115456239 4.9/16 4.88/23 235 

  NWW 5/2 168/45 salT protein 158513205 5/15 5.51/17 251 

  NWW 8/3 477/46 Barwin 125535005 8.16/16 5.78/15 260 

7.16 4.67 6.89 7/2 293/33 glutathione S-transferase II 115440119 5.72/23 6.13/30 272 
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  )1ادامه جدول (
Continue table 1 

Induction Factor 
DD/ 
WW  

SPW
W/ 

WW 
SPWD
/WW 

PMF/  
MS-
MSf  

Score/ 
coveragee  Protein name  Gi no.d  Theo.  

pI /MW  
Exp. 
pI/M
Wb  

Spota  

1.74 1.09 1.35 6/4 430/19 60S acidic ribosomal protein 
P0 115474653 5.38/34 5.64/41 302 

2.95 2.30 12.07 5/4 188/45 salT protein 158513205 5/15 5.3/39 323 

2.17 2.37 2.53 2/1 108/10 Fructokinase-2 125559927 5.02/35 5.16/42 336 

2.00 0.96 1.52 3/3 143/6 heat shock protein 70, 
chloroplast 222631026 5.12/73 4.93/91 381 

2.13 1.05 2.2 8/5 464/12 heat shock protein 70, 
chloroplast 222631026 5.12/73 4.94/93 382 

33.77 3.65 16.03 6/3 373/22 Chitinase 9 115463755 4.47/34 4.49/39 611 

  NWW 10/2 157/20 putative chitinase 54291729 6.08/32 6.31/31 628 

  NWW  4/2 87/49 Subitilisin-chymotrypsin 
inhibitor 125526847 5.39/7 4.86/13 691 

2.13 1.20 2.30  14/5 337/  glyoxalase I 115475151 
 /32 5.57/38 726 

  

 ،اکسیدانیآنتی  خاصیتاین،علاوه بر 
ها در برابر  باعث محافظت سلولهاتیوردوکسین

شود و از میها حاصل از تنشهاي اکسیداتیو تنش
در  ،هاي آزاد و برخی رادیکالH2O2طریق حذف 

 نمایندمیاین ترکیبات شرکت زدایی سمفرایند 
)Zhu, J.K, 2001.(در تعدادي از ها کسین تیوردو

ن ییفرایندهاي بیوشیمیایی مانند نقل و انتقال پروت
و تنظیم  زنی بذور غلاتو نشاسته در زمان جوانه

سم ـهاي درگیر در متابولیفعالیت آنزیم
 ,Balmer(دخالت دارند نیز ها دراتـکربوهی

 مربوط به این آنزیم 16 نقطه پروتیینی ).2004
 افزایش بیان spWD و WDبوده که در تیمارهاي 

 نشان داده در صورتیکه WWبالایی نسبت به 
 نسبت به تیمار spWWافزایش بیان در تیمار 

  ).1جدول (نرمال معنا دار نبوده است 

  گیري نتیجه
استفاده از سیستم کشت تقسیم ریشه امکان 

هاي ریشه در گیاهان برنج بررسی حضور پیام
طلب با این م. تحت تنش را فراهم ساخته است

کاهش در محتواي آب نسبی،وزن خشک و 
 در گیاهانی که فقط یک ABAافزایش میزان 

هایش تحت تنش قرار داشتند، قسمت از ریشه
 نتایج افزایش بیان همچنیننشان داده شد 

هاي دفاعی از هاي درگیر در مکانیسمپروتیین
هاي درگیر پروتیین و HSPs، هاپروتیین PRجمله 

این مطالعه . دهدواحیا را نشان میدر اکسیداسیون 
تواند سرآغاز خوبی براي مطالعات بیشتر در می

هاي متفاوت در شروع پروتییننقش زمینه بررسی 
و پیشرفت تنش خشکی و عملکرد دقیق آنها در 

    . تنش باشد رشد گیاه ومراحل مختلف
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 .  محتواي آب نسبی-1شکل 

Figure 1- Relative water content. 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

  میزان آبسزیک اسید میکروگرم در هر گرم بافت گیاه-2شکل 

Figure 2- Abscisic acid in microgram per gram of leaf tissue. 
 

 

 پارامترهاي فیزیولوژیک که از برگ گیاهان با 2 و 1شکل 
 و گیاهان در (WD)، تحت خشکی (WW)آبیاري کامل 

  .یه شد ته(SP)  شرایط تقسیم ریشه 

  
  
  
  
  

%RWC 

g/grµ 



  )1392 تابستان، 2، شماره 5دوره (مجله بیوتکنولوژي کشاورزي 

 
 

٩٧

  

  
گرم   میکرو300در بعد اول . بعدي ریشه برنج و بزرگنمایی نقاط شناسایی شده  تصویر ژل دو-3شکل

 SDS-PAGE درصد 12هاي  هاي نواري لود شد و براي بعد دوم از ژل پروتیین از هر نمونه روي ژل
نقاط اشاره شده مجموعه . سازي نقاط به کار رفت آمیزي نیترات نقره براي ظاهر رنگ. استفاده شد

  . تغییر یافته استها در پاسخ به تنش خشکی دهد که بیان آن هاي ریشه برنج را نشان می پروتیین
 Figure 3- 2-D gel analysis of proteins extracted from root. In the first dimension (IEF), 
300 µg of protein was loaded on a 24 cm IPG strip with a linear gradient of pH 4-7. In 
the second dimension, 12% SDS-PAGE gels were used, with a well for molecular weight 
standards. Proteins were visualized by silver staining. Arrows represent drought 
responsive spots identified by MS (Table 1). 
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Abstract 

Rice (Oryza sativa L. cv. IR64) was grown in split-root systems in order to analyze 
long-distance drought signaling within root systems. This in turn underpins how root systems 
in heterogeneous soils adapt to drought. The approach was to compare four root tissues: Well 
watered (WW), water deficit (WD), split-root systems where one half was well watered 
(spWW) and the other half water deficit (spWD). This was specifically aimed at identifying 
how drought root tissues altered the proteome of adjacent wet roots by hormone signals and 
secondly, how wet roots reciprocally affected dry roots hydraulically. Using a 2-DE based 
proteomics approach, 738 protein spots were reproducibly detected, Thirty-two proteins 
showed reproducible and statistically significant changes in response to drought. Of them, 13 
protein spots up-regulated in WD and spWD treatments. Of them 9 protein spots up-regulated  
in WD, spWD and spWW treatments, 8 protein spots not detected in WW and 2 protein spots 
just detected in WD. Specific functional groups changed consistently in drought. 
Pathogenesis-related proteins were generally up-regulated in response to drought and heat-
shock proteins and thioredoxin were totally absent in roots of fully watered plants.  
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