
 1393، 1، شماره 27جلد                                                                           )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

119 

  در گياهچه زيتون تحت تنش شوري P5CSافزايش بيان ژن 
  1و حسن ابراهيم زاده 2فردوس رستگار جزي ،*1، نسرين معتمد1بهلگردي مريم فرزانه

  ، دانشكده زيست شناسي، پرديس علومدانشگاه تهرانتهران،  1
  فناوريزيست پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و  2

  12/5/91 :تاريخ پذيرش    2/2/91 :تاريخ دريافت

  چكيده 

از پاسخهاي رايجي كه در مواجهه . تنشهاي اسمزي كه از تأثير يك عامل محيطي ايجاد مي شوند از اهميت ويژه اي برخوردارند
م كليدي مسير آنزي. مي باشد، توليد تركيبات اسموليتي مثل پرولين مي گيردبا تنش اسمزي در انواع مختلف گياهان صورت 

در  P5CS  ميزان بيان ژن رسياين مطالعه براي بررد. مي باشد) كربوكسيلات سنتتاز - 5-پرولين – P5CS )Δ1 بيوسنتز پرولين،
كشت داده   2/1با غلظت  MS  بر روي محيط  Olea europaea c.v zard ، رويانهاي رقم زرد زيتونشرايط تنش شوري

شرايط (  NaCl مولار ميلي  200 حاوي 2/1غلظت   با MSهفته، نيمي از گياهچه ها به محيط  4پس از گذشت حدود . شدند
شرايط ( 2/1با غلظت  MSمحيط   ه ها  به عنوان شاهد درچنيمي ديگر از گياه .شدنده واكشت هفت 2 انتقال و به مدت) تنش

-SDS ، الكتروفورزشاهد پروتئين تام از گياهچه تحت تنش شوري و گياهچه پس از استخراج. واكشت شدند) بدون تنش

PAGE   كارگيري آنتي بادي ه نيتروسلولزي  انجام شد و در نهايت با ب غشاءانجام گرفت وسپس انتقال الكتروفورتيك بر روي
سيگما به صورت مصنوعي سنتز پلي كلنال تكوين يافته در خرگوش با استفاده از پلي پپتيد طراحي شده  كه توسط شركت 

از ايمونوبلاتينگ نشان  آمده به دستنتايج . پرداخته شد  در شرايط تنش  P5CS ژن  ، به جستجوي اختصاصي ميزان بيانگرديد
اين نتايج  و كه سطح بيان پرولين در گياه زيتون تحت تنش، به مراتب از گياه زيتون شاهد در شرايط غير تنش بالاتر مي باشدداد 

  .  دلالت بر نقش مهم و كليدي پرولين در رابطه با تحمل تنش دارد

     آنتي بادي پلي كلنال ،P5CS ،زيتون، تنش شوري :اي كليديواژه ه

 motamed2@khayam.ut.ac.ir: يپست الكترونيك،  61112472:  تلفن ، نويسنده مسئول* 

  مقدمه
ودات زنده در محيطهاي شور و يكي از مشكلات موج

گياهان براي مقابله با  .خشك، حفظ مقدار آب دروني است
ام اسموليتها را خود تركيباتي به نسيتوپلاسم اين مشكل در

اين تركيبات بايد سمي نبوده و در  .انباشته مي كنند
يندهاي متابوليكي مداخله ننمايند و در غلظتهاي بالا آفر

مل اسموليتها شا .ساختار و عملكرد پروتئينها را تغيير ندهند
ل ، قندهاي الكلي مثقندهايي مثل سوكروز و فروكتوز

ول متيله شده، قندهاي كمپلكس مثل گليسرول و اينوزيت
، آمينواسيدهاي خاص يا رافينوز و فروكتان ،ترهالوز

اراي بار مشتقات آنها مثل پرولين و اكتوين، متابوليتهاي د

دي متيل سولفونيوم  و الكتريكي مثل گليسين، بتائين
تجمع پرولين در  .)13و  6( دنمي باش) DMSP(پروپيونات 

تنظيم متقابل در دو مسير است ، نتيجه تحت تنش گياهان
 - 1: را تشكيل مي دهدكه روي هم رفته چرخه پرولين 

)  P5CS  ،P5CR(افزايش بيان آنزيمهاي مسير سنتز پرولين 
، آنزيم  P5CS. )7(كاهش فعاليت تجزيه اي پرولين  - 2

كليدي در مسير بيوسنتز پرولين در گياهان مي باشد و يك 
گام ابتدايي در مسير آنزيم دو عملكردي است كه دو 

در اين مطالعه  .)12و  3( بيوسنتز پرولين را كاتاليز مي كند
و   P5CSبا بررسي و شناسايي اپيتوپهاي سطحي آنزيم 
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توليد پلي پپتيد بر مبناي مطالعه اپيتوپها و تزريق آن در يك 
حيوان مناسب و در نهايت با استفاده از آنتي باديهاي پلي 

   P5CSبه بررسي ميزان بيان ژن    P5CSكلنال بر عليه ژن 
در دو شرايط  گياهچه زيتون  از طريق ايمونولوژيكي در

  .پرداخته شد عدم تنشتنش و

  مواد و روشها
رقم زرد زيتون با نام گونه مورد مطالعه در اين تحقيق 

ز منطقه گيلوان جمع مي باشد كه ا Olea europaea علمي
  .آوري شده است

ا كردن برون برهاي گوشتي ميوه دپس از ج:  كشت گياه
ميان برهاي سخت و چوبي بذرها به صورت مكانيكي ، ها

) رويان همراه با اندوسپرم(و درون برها  هشكسته شد
جهت استريل شدن در زير هود به مدت يك دقيقه در 

دقيقه در هيپوكلريت  30تا   20درصد و سپس   70اتانول 
ادامه پنج بار در  در صد قرار داده شدند و 50سديم 

شستشو با آب مقطر سترون انجام گرفت و دانه هاي 
سترون شده بر روي دو كاغذ صافي موجود در پتري 

ميلي ليتر آب مقطر سترون شده  قرار  5سترون محتوي 
 انتيدرجه س 4در دماي ساعت  72تا  48گرفته و به مدت 

سپس اندوسپرم ها  . گراد در تاريكي نگهداري شدند
اسكالپل از رويانها جدا شده و رويانهاي كامل توسط نوك 

 2/1با غلظت   MSو بدون آسيب ديدگي بر روي محيط 
در اتاق  اين محيطهاي كشت حاوي نمونه. قرار داده شدند

ساعت  16گراد و شرايط  درجه سانتي25 دماي كشت 
پس از . ساعت تاريكي نگهداري شدند 8روشنايي و 

يانهاي داراي جوانه به نيمي از رو هفته  3تا  2گذشت 
ميلي مولار نمك  200حاوي  2/1با غلظت  MSمحيط 

 از تنش شوري  هفته 3انتقال داده شدند و پس از گذشت 
گياهچه هاي سبز بعد از قطع ريشه هايشان بلافاصله به 

و براي بررسيهاي بعدي در فريزر  ازت مايع منتقل شدند
  . گراد نگهداري شدند درجه سانتي - 70

 )1996(و همكاران  Tsugitaبه  روش : اج پروتئيناستخر
  . )16( انجام شد

ميلي گرم برگ تازه  100به ميزان  :  سنجش ميزان پرولين
حضور  تهيه و در  از گياهچه هاي تحت تنش شوري

ميلي ليتر  10در آمدند سپس  نيتروژن مايع به صورت پودر
 .به نمونه ها اضافه شد درصد 3اسيد سولفوساليسيليك 
دور در دقيقه  13000دقيقه در 10 محلول حاصل به مدت 

انتخاب شده ميلي ليتر از محلول بالايي  2وژ شد و يسانتريف
ميلي ليتر محلول اسيدي  2ميلي ليتر از اسيداستيك و 2 و با 

ميلي ليتر   30گرم نينهايدرين در  25/1امل ش (  نينهايدرين
ميلي ليتر  20، استيك كه پس از حل شدن با حرارت اسيد

مخلوط ) اسيد اورتوفسفوريك به آن اضافه شده بود
درجه  100در بن ماري  گرديده و به مدت يك ساعت

مدت براي پس از اين . جوشانيده شدسانتي گراد 
ها در مخلوط آب و يخ ، لوله جلوگيري از ادامه واكنش

ميلي ليتر  4، پس از رسيدن به دماي اطاق .قرار گرفتند
گرديد و پس از به هم زدن با ورتكس شدت تولوئن اضافه 

نانومتر در دستگاه  520جذب نمونه ها در 
وبا استفاده از مقدار  پكتروفوتومتري اندازه گيري شداس

ري آنها منحني پرولينهاي استاندارد وشدت جذب نو
و ميزان پرولين در گياهچه هاي تحت  شداستاندارد رسم 
  .)2( گرديد تنش محاسبه

نتايج حاصل از  توجه به  با: دي پلي كلنالتهيه آنتي با
اسيد آمينه  15، )11()1999(و همكاران   Nanjoبررسي
مربوط  AtP5CS [EELDRSRAFARDVKR]آمين انتهاي 

اپيتوپ براي سنتز آنتي ه عنوان به آرابيدوپسيس تاليانا ب
 سيگما توسط شركت سپس سنتزپپتيدو شد تعيينبادي 
را در  ميكروگرم پپتيد سنتز شده 300در ادامه  .گرديد انجام
PBS   (Phosphate buffer saline) حل كرده وهم حجم آن

به دو ناحيه از پشت خرگوش ادجوانت كامل فروند زده و 
تزريق دوم يك ماه بعد  .زير پوستي تزريق شد هبه طريق

ميكروگرم  300به اين صورت كه ) يادآوري اول( انجام شد
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شد و هم حجم آن ادجوانت حل  PBS در  سنتزشده پپتيد
نيز يك يادآوري دوم . وتزريق انجام شد وند زدهناقص فر

دو هفته بعد . اول انجام شدماه بعد مشابه يادآوري 
تأييدات براي ) 1000/1با رقت(  خونگيري انجام و سرم
  . ايمونولوژيكي تهيه گرديد

پپتيد سنتز : بلاتينگ دات تشخيص ايجاد پادتن از طريق 
پادگن را دارد لذا به صورت لكه هايي روي شده حكم 

كاغذ نيتروسلولز قرار داده شد پس از تثبيت پپتيد بر روي 
از طريق  ،گراد درجه سانتي 37كاغذ نيتروسلولز در دماي 

  .پادتن توليد شده با پادگن واكنش داده شد ،دات بلاتينگ

توسط پادتن از    P5CSشناسايي پروتئين مربوط به 
پروتئيني استخراج شده از  نمونه : لاتينگ وسترن بطريق 

گياهچه تحت تنش و گياهچه شاهد در شرايط غير تنش بر 
پس از . تزريق شد SDS-PAGEدر صد  5/12روي ژل 

ميزان  ، وسترن بلاتينگ براي شناساييرانينگخاتمه عمل 
در گياهچه زيتون در دو   P5CSپروتئين مربوط به  بيان

آناليز وسترن   .ام گرديدانج شرايط تنش وغير تنش 

 انجام شد )1999(و همكاران  Nanjoبلاتينگ به روش 
)11(.  

داده ها با استفاده از تست : تجزيه و تحليل آماري داده ها
  .زمون دانكن مورد بررسي قرار گرفتندآو آنووا

  نتايج 
نتايج سنجش ميزان مقاومت گياه زيتون در محيط حاوي 

mM200 د در محيط گياهچه هاي موجو: نمكMS  با
ميلي مولار نمك  رشد كمتري را  200حاوي  2/1غلظت 

 2/1با غلظت  MSنسبت به گياهچه هاي شاهد در محيط 
  .)b1و  a1( شكل. نشان دادند ) شرايط غير تنش(

سنجش پرولين نشان داد كه ميزان : سنجش ميزان پرولين
شكل (پرولين در گياهچه زيتون  طي تنش افزايش مي يابد 

   .)1جدول  و 2

بر اساس آناليز آنووا وتست دانكن ميانگين ميزان پرولين 
با هم اختلاف   200 و 100در غلظتهاي نمكي صفر ، 

   .دار دارند  معني
  

  
 ميلي مولار 200حاوي 2/1با غلظت MS گياهچه زيتون در محيط كشت )  b(     2/1با غلظت  MSگياهچه زيتون در محيط كشت )  a(  - 1شكل 

  نمك

  ميلي مولارنمك در گياهچه زيتون 200و  100ميزان پرولين درغلظتهاي  نمكي صفر ، -  1جدول 
NaCl (mM) 0 100 200 

77/250 تست ± 03/2  41/2228 ± 77/63  46/3714 ± 87/132  
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  ميلي مولار نمك 200و  100گياهچه هاي تحت تنش شوري در غلظتهاي  ميزان پرولين در گياهچه شاهد و -2شكل 

  
با استفاده از تكنيك دات : نتايج حاصل از دات بلاتينگ 

بلاتينگ مشخص شد كه پادتن ايجاد شده قدرت شناسايي 
طور كه در شكل  همان. را دارد P5CSپروتئين مربوط  به 

در كنار نمونه مربوط به پپتيد سنتز شده،  مشخص است 3
عصاره پروتئيني مربوط به گياهچه هاي زيتون در شرايط 

 .مورد آناليز دات بلاتينگ قرار گرفتندتنش وعدم تنش نيز
حلقه  زيتون، در گياه تحت تنش نتايج نشان مي دهد كه

رسوبي تشكيل شده بسيار پررنگتر از حلقه رسوبي مربوط 
   .ر شرايط غير تنش مي باشدبه گياه شاهد د

  

  
: 2شماره        P5CSپپتيد :1شماره    آناليز دات بلاتينگ  -3شكل 

گياهچه : 3شماره     ) ين سرم آلدئيدوبو( BSAپپتيد كنجوگه با 
گياهچه زيتون تحت شرايط  :4 شماره     زيتون در شرايط غير تنش 

  تنش

مينان اط براي : نتايج حاصل از آناليز وسترن بلاتينگ
تكنيك وسترن بلاتينگ انجام  آمده  به دستبيشتر از نتيجه 

باند مربوط  ست مشخص ا 4طور كه در شكل  همان. شد
كه  به نمونه تحت تنش بسيار پررنگ مي باشد  در حالي

كه در شرايط غير تنش قرار داشته باند مربوط به نمونه اي 
ين تمام ا .ت نازك و كم رنگ نمايان شده استبه صور

كه در گياه زيتون تحت  نتايج بازگو كننده اين مطلب است
  .بالا مي رود P5CSسطح بيان  اسمزي، تنش

  
: 2شماره     گياهچه شاهد :1 شماره . آناليز وسترن بلاتينگ -4شكل 

  گياهچه تحت تنش
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  بحث
ترين عوامل محيطي هستند  خشكي و شوري زياد از مهم

را به شدت  شد گياهكه موجب تنش اسمزي شده و ر
يكي از پاسخهاي عمومي و رايجي . )1( دمحدود مي كنن

كه گياهان در ارتباط با تنش اسمزي از خود نشان مي دهند 
تجمع اسيدآمينه پرولين به عنوان يك اسموليت مهم 

). 18 و 17 ،14، 10،13، 9، 6 ،4( وشناخته شده مي باشد
اهي تحت تنش كه سلولهاي گي به نظر مي رسد زماني
 ،غلظت پرولينهمزمان با افزايش  شوري قرار مي گيرند 

درواقع كاهش . درون سلولي كاهش مي يابد  +Kغلظت 
K+  درون سلولي به عنوان يك علامت حد واسط باعث

در مطالعه . )5( مي شودي تجمع بيشترپرولين در گياهان عال
 Pancratium maritmumاي كه برروي گياه بياباني 

ميزان تنش شوري  ايت مشخص شد كه با القصورت گرف
ولي اگر تواي پروتئيني گياه كاهش مي يابد رشد و مح

محتواي پرولين خارجي به گياه اضافه شود مقداري 
دهد  و اين نشان مي. ميزان رشد بهبود مي يابد وتئيني وپر

تحمل گياه به تنش شوري  كه پرولين باعث افزايش
  كه بر روي نخوددر تحقيقي ديگر  .)8(شود  مي

(Cicer arietinum )  مقدار پرولين در برگها در انجام شد
ر نتايج نشان داد كه د. شرايط تنش وعادي بررسي شد 

 µgg-1 FW 150 مقدار پرولين در برگها حدود  حالت تنش
به منظور  1999در سال  Nanjo  .)15( يابد افزايش مي

با  تاليانا در گياه آرابيدوپسيس P5CSبررسي ميزان بيان ژن 
استفاده از آنتي بادي پلي كلنال تكوين يافته در خرگوش بر 

كه  آناليز ايمونوبلاتينگ نشان داد انجام و  At P5CSعليه 
تنش باند تشكيل شده بسيار در نمونه هاي تحت شرايط 

مشخص تر از باند مربوط به همين نمونه در  و پررنگتر
در مطالعه حاضر  .)11( مي باشد) غير تنش(شرايط عادي 

مشخص شد كه گياه زيتون تحت تنش شوري توليد 
لذا با توجه به نقش مهم و  مي دهد را افزايش پرولين

كليدي پرولين در رابطه با تحمل تنش، توليد گياهان زيتون 
ميزان شوري كه قادر به توليد  تراريخت مقاوم به تنش

  . ي از پرولين مي باشند توصيه مي گرددبالاي

  منابع 
1- Bajaj S., Targolli J., Liu L.F., Ho T.H.D., Wu, R. 

1999. Transgenic approaches to increase 
dehydration-stress tolerance in plants. Mol. 
Breed. 5: 493-503.  

2-Bates, L.1997. Rapid determination of free proline 
for water stress studies. Plant Soil. 39:205-207.  

3- Delauney A.J.,Verma D.P.S.1993. Proline 
biosynthesis and osmoregulation in plants. The 
plant J. 4:215-223. 

4- Ghanti S.K.K., Sujata K.G., Vijay Kumar B.M., 
Nataraja Karba N., Janardhan Reddy K., Srinath 
Rao M., Kavi Kishor P.B. 2011. Heterologous 
expression of P5CS gene in chickpea enhances 
salt tolerance without affecting yield. Biol. 
Plant. 55(4): 634-640. 

5-Greenway H., Munns R. 1980. Mechanism of salt 
tolerance in nonhalophytes. Annu Rev Plant 
physiol. 31:149-190.    

6- Hasegawa, P.M., Bressan R.A., Zhu J.K., Bohnert 
H.J. 2000. Plant cellular and molecular 
responses to high salinity. Annu. Rev. Plant 
Mol. Biol. 51:463-99. 

7-Hong z., Lkkineni k., zhang z. 2000. Removal of 
feedback inhibition of delta 1- pyrrolin-5- 
carboxylate synthetase results in increased 
proline accumulation and protection of plants 
from osmotic stress. Plant physiology.122: 
1129-1136.  

8-khedr Abbed Hamid A., Abbas Mohammad A. 
2003. Prolin induces the expression of salt stress 
responsive proteins and may improve the 
adaptation of pancratium maritimum L. to salt 
stress .Journal of experimental botan.54 (392): 
2553-2562.   

9-Kishor P.B.K., Hong Z., Miao G.H., Hu C.A.A., 
Verma D.P.S. 1995. Overexpression of delta-1-
pyrroline-5-carboxylate synthetase increases 
proline production and confers osmotolerance in 
transgenic plants. Plant Physiol. 108: 1387–
1394.  

10-Molinari H.B.C., Marur C.J., Filho J.C.B., 
Kobayashi A.K.and Pileggi M. 2004. Osmotic 
adjustment in transgenic citrus rootstock 
Carrizo citrange (Citrus sinensis Osb. 



 1393، 1، شماره 27جلد                                                                           )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

124 

xPoncirus trifoliata L. Raf.) overproducing 
proline. Plant Sci. 167 : 1375–1381.  

11-Nanjo T., Yoshiba Y. 1999. Biological functions 
of proline in morphogenesis and osmotolerance 
revealed in antisense transgenic Arabidopsis 
thaliana .plant Journal.18 (2):185-193. 

12- Orcutt D.M., Nilsen E.T.  2000. The Physiology 
of plants under stress. Soil and Biotic Factors. 
John Wiley, NewYork.  

13- Paul M., Hasegava A. 1996. Plant cellular and 
molecular responses to high salinity. Annual 
review of plant physiology and plant molecular 
biology. 51:483-499.    

14- Silva-Ortega C.O., Ochoa-Alfaro A.E., Reyes-
Aguero J.A., Aguado-Santacruz G.A., Jimenez-
Bremont J.F. 2008. Salt stress increases the 
expression of P5CS gene and induces proline 
accumulation in cactus pear. Plant Physiol. 
Bioch. 46: 82-92. 

15- Sou Ssi M., ocana A., Liuch C. 1988. Effects of 
salt stress on growth, photosynthesis and 
nitrogen fixation in chick- pea (Cicer 
arietinum).Journal of Experimental Botany. 49 
(325):1329-1337.  

 16- Tsugita A., kamo M., ohki Y. 1996. Two 
dimensional electrophoresis of plant protein 
standardization of gel patterns. Electrophoresis. 
(17):  855-865.  

17- Vendruscolo E.C.G., Schuster I., Pileggi M., 
Scapim C.A., Molinari H.B.C., Marur C.J., 
Vieira, L.G.E. 2007. Stress-induced synthesis of 
proline confers tolerance to water deficit in 
transgenic wheat. J Plant Physiol. 164: 1367-
1376.  

18- Zhu B., Sua J., Changa M., Verma D.P.S., Fan 
Y.L., Wu R. 1998. Overexpression of a Δ1-
pyrroline-5-carboxylate synthetase gene and 
analysis of tolerance to water and salt-stress in 
transgenic rice. Plant Science. 139: 41-48. 

  
 

Increase of P5CS gene expression in olive plantlets under salinity 
stress 

Farzaneh Behelgardi M.1, Motamed N.1, Rastgar Jazzi F.2 and Ebrahimzadeh H.1 
1 Biology College, University of Tehran, Tehran, I.R. of Iran 

 

2 National Institute of Genetic Engineering & Biotechnology, Tehran, I.R. of Iran 
Abstract  

Salinity and drought are the most important environmental factors causing osmotic 
stress and limit intensely plant growth. Production of osmolyts such as proline is a 
current response in many plants under osmotic tension. The key enzyme of proline 
biosynthesis pathway is P5CS (Δ1-pyrroline- 5-carboxylate synthetase). In this study, 
embryos of the olive cv. Zard were cultured on solid ½ MS media, after 4 weeks, half of 
the plantlets were transferred to the solid ½ MS containing 200 mM NaCl and they were 
sub- cultured about 2 weeks, then total protein was extracted from fresh leaves of both 
plantlets under stress condition and non stress condition and measured using of brad 
ford to subject to SDS-PAGE gel electrophoresis. To probe the effect of P5CS 
overexpression on salinity stress tolerance, poly clonal antibody developed in rabbit 
against P5CS protein was used. The result of immunological methods for specific 
detection of P5CS gene, strongly indicated P5CS up – regulation in stressed plantlets 
versus non stressed plantlets and these results implicate the key role of proline in 
salinity stress toleration.  
Key words: Olive, P5CS, osmotic stress, Poly clonal antibody   


