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  چكيده

ميكرومولار به عنوان يك ماده آنالوگ نيترات، بر روي فعاليـت سيسـتم بـا تمايـل      100تا  0ي ميكرومولاري كلرات بين ها غلظت أثيرت
 6ميكرومـولار در اسـيديته    50و  25، 0يا همراه با سه غلظت نيترات شامل  5/6و  6بالاي نيترات در شرايط بدون نيترات در دو اسيديته 

 و atnrt2.1، atnrt2.4 يافتـه  جهـش  (Arabidopsis thaliana)ي آرابيدوپسيس تاليانـا ي ها يقي و با استفاده از لايندر طي دو بخش تحق
chl1-5  يافته جهشو atnrt2.1  تراريخت شده با ژنNRT2.1 بـر روي   هـا  به دنبال كشت بذرهاي متعلق بـه ايـن ژنوتيـپ    .مطالعه گرديد
در جـذب   قال آنها به شرايط رشدي كنترل شده، براي درك بهتر نقش سيستم با تمايـل بـالا  كشت جامد حاوي مواد غذايي و انت محيط

بر اسـاس نتـايج حاصـل از     .اين سيستم بررسي گرديد باز به عنوان شاخص عملكرد كاملاًي ها نيترات، پس از هفت روز درصد برگچه
 يافتـه  جهـش هم در محيط فاقد و هم در محـيط داراي نيتـرات در   ي بالاي كلرات ها اين تحقيق، بالاترين ميزان مقاومت در برابر غلظت

atnrt2.1 ي ها اختلال در بيان ژن .مشاهده شدAtNRT2.4  وAtCHL1 از . در برابر كلـرات منجـر نگرديـد    ها به افزايش مقاومت گياهچه
بـاز در ايـن ژنوتيـپ منجـر      كـاملاً ي ها دار درصد برگچه به كاهش معني atnrt2.1 يافته جهشدر  NRT2.1طرف ديگر، تشديد بيان ژن 

نقش اصلي و كليدي را در جذب نيترات از محيط توسط سيسـتم بـا تمايـل     AtNRT2.1رسد كه ژن  با تكيه بر اين نتايج، به نظر مي .شد
  .كند ييد ميأبالا دارد و اين نتايج، تحقيقات فيزيولوژيك و مولكولي قبلي در رابطه با عملكرد اين ژن را ت

  تم با تمايل بالا، كلرات، نيتراتسيس ،آرابيدوپسيس :ي كليديها واژه

  
  مقدمه

نيترات يكي از مهمترين منابع نيتروژن معدني براي رشد 
جــذب نيتــرات در گياهــان از طريــق  .و نمــو گياهــان اســت

هاي اپيـدرمي و پوسـت ريشـه انجـام      پلاسمايي سلول يغشا

ه انتقـال  رسـد ك ـ  به نظر مـي  .(Glass et al., 1992)شود  مي
هاي بالا نيز به شـيب الكتروشـيميايي    نيترات حتي در غلظت

 يغشــا H+-ATPaseهــاي پروتــون و عملكــرد پمــپ   يــون
ايـن   .(Miller and Smith, 1992)پلاسمايي وابسـته اسـت   
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ــي    ــام م ــون انج ــا دو پروت ــراه ب ــال هم ــود انتق ــات  .ش تحقيق
 Crawford)فيزيولوژيك روند جـذب نيتـرات در گياهـان    

and Glass, 1998; Forde and Clarkson, 1999)   نشـان
داده است كه حداقل سه سيستم مجزا بـراي جـذب نيتـرات    

يك سيستم كه تمايـل بـالايي    :ها توسعه يافته است در ريشه
هاي بسـيار كـم نيتـرات در     نسبت به نيترات دارد، در غلظت

ــولار (محــيط  ــد ميكروم ــي ) در ح ــل م ــد  عم ــد و رون  يكن
ــباع  ــ اش ــذير را از خ ــي پ ــان م ــد ود نش ــتم  .ده ــن سيس ــه اي  ب

HATS (High Affinity Transport System)  ــه گفت
يـك   ؛گـردد  شود كه خود بـه دو نـوع مجـزا تقسـيم مـي      مي

سيستم كه قوياً در برابـر حضـور نيتـرات القـايي اسـت و بـه       
شـناخته شـده    iHATS (inducible HATS)عنوان سيسـتم  

ــتم   ــه سيس ــالي ك ــت، در ح  cHATS (constitutive اس

HATS) شود و حتي در غيـاب   به صورت ساختاري بيان مي
ــال اســت  ــز فع ــرات ني ــل   .نيت ــومين سيســتم ناق ــاس ــوان ب   عن

LATS (Low Affinity Transport System)   از تمايـل
رسـد   و بـه نظـر مـي    تيني نسبت به تغييرات برخوردار اسيپا

مـولار   ميلـي  نيترات در محيط بيش از يـك  كه وقتي غلظت
يسـتم نقـش مهمـي را در جـذب نيتـرات ايفـاء       باشد، ايـن س 

 ,.Kronzucker et al., 1995; Seddiqi et al). نمايـد  مـي 

1990).  
 عنوان بان نيترات در گياهان عالي حضور دو نوع از ناقلا

NRT1(Nitrate Transporter1) وNRT2    به اثبات رسـيده
 HATSهـاي   به عنوان نماينـده سيسـتم   NRT2ن ناقلا .است

 .(Filleur and Daniel-Vedele, 1999)انـد   هشـد  شـناخته 
بهتـرين نمونـه مطالعـه شـده از      CHL1 (AtNRT1.1) ناقـل 

در گياهـان عـالي    NRT1ناقلان نيتـرات متعلـق بـه خـانواده     
مقـاوم بـه    T-DNAهـاي   يافتـه  جهـش با استفاده از است كه 

 در آرابيدوپســيس جداســازي و كلــون شــد (chl1) كلــرات
(Tsay et al., 1993). هاي فيزيولوژيك اين ژن  يافته جهش

كه داراي نقـص در جـذب نيتـرات وكلـرات بودنـد، بـراي       
 Doddema et) شـدند شناسـايي   1978 نخستين بار در سال

al., 1978) .  
عـلاوه   يافته جهشمطالعات بعدي بيانگر آن بود كه اين 

قادر بـه جـذب نيتـرات توسـط      LATSبر نقص در عملكرد 
HATS   نيسـت  نيـز(Liu et al., 1999; Wang et al., 

يك ناقل با تمايـل   CHL1 پيشنهاد شد كه ،بنابراين .(1998
ي جوان ها در بخش كه عمدتاًاست دوگانه نسبت به نيترات 

شـود   تصور مـي  .(Huang et al., 1999) شود ريشه بيان مي
از مهمتــرين عوامــل  ،كــه شــرايط غــذايي و غلظــت نيتــرات

بيشـتر   .اسـت  AtNRT1.1قـل  كننـده تغييـر فعاليـت نا    كنترل
مطالعات فيزيولوژيك و مولكولي مرتبط بـا جـذب نيتـرات    

ــاه HATSتوســط  ــا و  در گي ــا هــدف آرابيدوپســيس تاليان ب
انجـام   NRT2ي خـانواده  هـا  درك نقش و نحـوه كنتـرل ژن  

ايـن  هفت ژن از دهد كه  ميو اين مطالعات نشان  شده است
 Filleur and) دارنـد گيـاه حضـور   نـوم ايـن   ژدر خـانواده  

Daniel-Vedele, 1999; Zhuo et al., 1999).   
در آرابيدوپسـيس، ژن   AtNRT2در ميان خـانواده ژنـي    

AtNRT2.1  بـر اسـاس   و است  شدهدر سطح وسيعي مطالعه
 NRT2.1پيشـنهاد شـده اسـت كـه احتمـالاً ژن       ،اين شـواهد 
در  NRT2 يهـا  ژنديگـر  در قيـاس بـا   و مهمـي  نقش غالب 

 ;Cerezo et al., 2001).دارد HATSط جذب نيترات توس

Filleur et al., 2001) ــه اســتثناي ژن ــا  و AtNRT2.1  ب ت
هــاي خــانواده  عملكــرد ســاير ژن AtNRT2.2  ژنحــدودي 

NRT2     برخــي  .در گياهــان هنــوز مشــخص نشــده اســت
در گيـاه   atnrt2aگانـه  ي دوها يافته جهشمطالعات بر روي 
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ــيس ــذف ( آرابيدوپسـ ــان داراي حـ ــن گياهـ ــل ژن  ايـ كامـ
AtNRT2.1  و حـــذف بخشـــي از ژنAtNRT2.2 ــتند ) هسـ

 يافتـه  جهـش در اين  AtNRT2.4بيانگر آن است كه بيان ژن 
  .(Orsel et al., 2004)شود  تشديد مي

همچنـــين، نتـــايج حـــاكي از آن اســـت كـــه بيـــان ژن  
AtNRT2.4       به دنبـال برقـراري شـرايط محروميـت نيتـروژن

ذوفن (يابد  ژن كاهش ميافزايش و در شرايطي غني از نيترو
رسـد كـه ژن فـوق     بنابراين به نظـر مـي   ).1389و همكاران، 

اسـاس   بـر  .شونده توسط نيتـرات باشـد   ي ممانعتها جزو ژن
و تراريخته و  يافته جهشبرخي تحقيقات، استفاده از گياهان 

اي با گياهان وحشي براي درك بهتـر   انجام مطالعات مقايسه
بـا جـذب نيتـرات از كـارايي     ي مـرتبط  هـا  و بيشتر نقـش ژن 

 ;Cerezo et al., 2001)بــالايي برخــوردار بــوده اســت 

Filleur et al., 2001; Li et al., 2007).     ايـن نتـايج يـاد
اند كه حضور چند ژن در يك خـانواده ژنـي    شده نشان داده

پـذيري فنـوتيپي در پاسـخ بـه شــرايط      توانـد بـه انعطـاف    مـي 
تواند  ور يك ژن ميمحيطي مختلف منجر گردد و عدم حض

ي ديگر موجـود در آن خـانواده ژنـي    ها با بيان و فعاليت ژن
كـش   كلرات يك آنالوگ نيترات و يك علف .جبران شود

هاي جذب نيترات جذب و با  گياهي است كه توسط سيستم
د كـه  گـرد  مـي تبـديل  فعاليت نيتـرات رودكتـاز بـه كلريـت     

لروفيـل و  و به تجزيـه ك است  سميبراي گياه بسيار كلريت 
بـه همـين جهـت، ايـن مـاده در       .شود ريزش برگ منجر مي

ي جذب نيتـرات  ها ي اوليه بر روي عملكرد سيستمها بررسي
 .(Tsay et al., 1993)اسـتفاده شـده اسـت     LATS توسـط 

 ،ييد نقش يـك ژن أيكي از بهترين راهكارها براي تعيين و ت
ــه جهــشبررســي فيزيولوژيــك و مولكــولي گياهــان   و  يافت

ريخت و مقايسه آن با گياهان وحشي است كـه از طريـق   ترا

ــوتيپي و فيزيولوژيــك ايــن ژنوتيــپ  ــه هــا تفكيــك فن ، زمين
بـه همـين    .آيد فراهم مي ها مناسبي براي درك نقش اين ژن

جهت، در اين تحقيق تلاش بر اين بوده است كه با اسـتفاده  
ي دخيل ها و تراريخت در برخي ژن يافته جهشي ها از لاين
در  HATSدر عملكـرد   هـا  ذب نيتـرات نقـش ايـن ژن   در ج

ــا غلظــت ــرات ه ــولاري كل ــالوگ  (ي ميكروم ــوان آن ــه عن ب
بر همين اساس و بـا توجـه بـه اينكـه      .بررسي گردد) نيترات

ي پـايين كلـرات بـه عنـوان آنـالوگ      هـا  غلظت تأثيرتاكنون 
در جـذب نيتـرات مطالعـه نشـده      HATSنيترات بر عملكرد 

كـه جـذب كلـرات و تبـديل آن بـه       است و با توجه به ايـن 
كلريت سمزنـي و   يت در گياه و عـدم جوانـه  ي، به ايجاد سم

شود و همچنين جـذب بيشـتر كلـرات     ميرشد مناسب منجر 
تواند بيانگر توانايي بيشتر گيـاه در جـذب بيشـتر نيتـرات      مي

بـر   HATSباشد، بنابراين، اثر كلـرات در محـدوده فعاليـت    
و  يافتـه  جهـش ي هـا  برخي لايـن  زني بذر روي درصد جوانه
بررسي گرديد تـا درك بيشـتري    NRTي ها تراريخته در ژن
و جـذب نيتـرات از    HATSدر عملكـرد   هـا  از نقش اين ژن

  .طريق آن به دست آيد
  

  ها مواد و روش
از بانـك   ،كليه بذرهاي مورد استفاده در ايـن از تحقيـق  

، مركز ورسـاي واقـع   INRAبذر مركز تحقيقات كشاورزي 
كلـرات بـر    تـأثير بـراي بررسـي   . در كشور فرانسه تأمين شد

در  .، دو آزمايش جداگانه طراحـي گرديـد  HATSعملكرد 
نظيـر   آرابيدوپسـيس هـاي   يافتـه  جهـش آزمايش مقدماتي از 

ــش ــهياف جهـ ــراه   chl1-5و  atnrt2.1 ،atnrt2.4 تـ ــه همـ بـ
  و Columbia (Col)هــــــاي وحشــــــي   اكوتيــــــپ

(WS) Wasselewkija  در آزمـــايش دوم  .اســـتفاده شـــد
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تراريخته شده با  atnrt2.1  يافته جهش، atnrt2.1 يافته جهش
 به صورت Nicotiana plumbaginifoliaاز  NpNRT2ژن 

(atnrt2.1 RolD::NpNRT2)  ــه  آرابيدوپســيسو تراريخت
انتخاب شدند كه همگـي داراي   RolD::AtNRT2.1شده با 

ــپ    ــي اكوتي ــه ژنتيك ــد WSزمين ــرفنظر از مرح .بودن ــه ص ل
درصـد   95 اتانول-آزمايش، ابتدا كليه بذرها با محلول ژاول

درصـد و تخليـه    95 اتـانول استريل شدند و بعد از شستشو با 
ساعت در زير هـود لامينـار قـرار گرفتنـد تـا       2آن، به مدت 

 كـاملاً سـپس در شـرايط    .تبخير شود كاملاًمانده  باقي اتانول
بـذر   50مـد  كشت جا محيطديش حاوي  استريل در هر پتري

 .سـه تكـرار كاشـته شـد     از هر ژنوتيپ با فواصل مـنظم و در 
كشـت جامـد مطـابق بـا روش      براي كشـت بـذرها از محـيط   

Little  ــاران در در مرحلــه  .اســتفاده گرديــد  2005و همك
و  50، 10، 0مقدماتي، چهار غلظت كلـرات پتاسـيم، شـامل    

بــدون حضــور   5/6و  6ميكرومــولار در دو اســيديته   100
ات در محيط و در آزمايش بعـدي سـه غلظـت مختلـف     نيتر

ميكرومولار در تركيـب بـا    50و  25، 0كلرات پتاسيم شامل 
ــرات پتاســيم شــامل       ــه غلظــت مختلــف نيت  50و  25، 0س

هـر مرحلـه از    .كار بـرده شـد   به 5/6ميكرومولار در اسيديته 
از  pHبـراي تنظـيم   . اين مطالعه در سه تكرار انجـام گرديـد  

 Morpholino-ethanesulfonic)درصـد MES 14 محلـول 

acid)  وBCP 16/0درصــد (Bromocresol) اســتفاده شــد. 
 48هاي حاوي بـذر بـه مـدت     ديش بعد از كشت، كليه پتري

گراد و بعـد از آن بـه اتاقـك     درجه سانتي 4ساعت به دماي 
ساعت تاريكي، دمـاي   8/ساعت روشنايي 16رشد با شرايط 

درصــد و  70اد، رطوبــت گــر درجــه ســانتي 25روزي  شــبانه
ميكرومول فوتون بر متر مربع بر ثانيـه انتقـال    150شدت نور 

كلــرات بــر روي عملكــرد  تــأثيربررســي و ارزيــابي . يافتنــد

HATSباز بعد از هفـت   كاملاًهاي  اساس درصد برگچه ، بر
اسـت كـه بـا     شـايان ذكـر   .روز از آغاز كشت انجام گرديد

براي تهيـه  ) بدون كلرات(توجه به اينكه در شرايط معمولي 
ــع      ــوان منب ــه عن ــيم ب ــيم و كلس ــرات پتاس ــيط از نيت ــن مح اي

شـود، بنـابراين، در شـرايط     كننده نيتروژن استفاده مـي  تأمين
آزمايش كنوني، كمبود عناصر پتاسيم و كلسـيم بـا افـزودن    

. جبـران شـد   CaCl2و  KCl هـاي مناسـبي از محلـول    غلظت
تحقيــق، در قالــب ي انجــام شــده در ايــن هــا كليــه آزمــايش

تصــادفي در حــداقل ســه تكــرار طراحــي  كــاملاًي هــا طــرح
افـزار   ي حاصـل از ايـن تحقيـق بـا نـرم     ها آناليز داده .گرديد
بـا آزمـون    ها و از طريق مقايسه ميانگين Sigma Statآماري 

 P≤0.05دار با احتمال  دانكن در سطح حداقل اختلاف معني
  .صورت پذيرفت

  
  نتايج و بحث

ي هـا  غلظـت  تـأثير مقدماتي براي بررسي  آزمايش -1
  كلراتي ميكرومولار

ي ميكرومـولاري كلـرات   ها غلظت تأثيربررسي  -الف
  ي مختلفها در اسيديته

حيط فاقد كلـرات يـا   الف و ب، در م -1 بر اساس شكل
در اكثـر مـوارد    6مولار كلرات با اسـيديته  ميكرو 10حاوي 

 6بـاز بـين    ي كـاملاً ها ري در درصد برگچهدا معنياختلاف 
 يافتـه  جهـش ژنوتيپ ذكـر شـده وجـود نـدارد، بـه اسـتثناي       

atnrt2.1  و تيــپ وحشــيCol  ميكرومــولار كلــرات  10در
اخــتلاف  هــا كــه بــه لحــاظ ايــن شــاخص بــا ســاير ژنوتيــپ 

همـان طـور كـه     ).ب -1 شكل(دهند  ميداري را نشان  معني
گــردد، بــا افــزايش غلظــت  ج و د مشــاهده مــي-1 در شــكل
محيط اين شاخص در شش ژنوتيپ فوق كاهش  كلرات در
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ي مختلـف كلـرات در   هـا  مقايسـه ميـانگين غلظـت   (يابد  مي
ي مختلـف كلـرات و   هـا  آزمايش مقدماتي، همچنين غلظت

نيترات در آزمايش نهايي از طريق آزمون دانكن انجام، ولي 
 50ي هـا  در غلظت ،با وجود اين ).نتايج آن ارائه نشده است

بـالاترين   atnrt2.1يافتـه  جهـش كلـرات   ميكرومولار 100و 
  . دهد نشان مي ها ميزان اين شاخص را نسبت به ساير ژنوتيپ

الف تا د مشاهده مـي شـود،    -2 همان طور كه در شكل
ــرات در محــيط داراي اســيديته    ــزايش غلظــت كل ــا اف  5/6ب

ري را براي همه دا معنيباز كاهش  ي كاملاًها درصد برگچه
نتايج آماري مربـوط  (دهد  نشان ميي مورد اشاره ها ژنوتيپ

ي ها با وجود اين، در غلظت ).به اين مقايسه ارائه نشده است
 atnrt2.1 يافته جهش) ميكرومولار 100و  50(بالاتر كلرات 

ري را در ايـــن شـــاخص در مقايســـه بـــا دا معنـــيافـــزايش 
 ).ج و د -2 شكل(ي ديگر از خود ارائه مي نمايد ها ژنوتيپ

كلـرات   ميكرومولار 100و  50ي ها غلظتعلاوه بر اين، در
بعـد از   WSبـاز در تيـپ وحشـي     كـاملاً ي ها صد برگچهدر

   .داري است داراي افزايش معني atnrt2.1 يافته جهش
ــرات يــك علــف  ــز و    كل ــرگ ري ــاده ب كــش و يــك م

در مطالعات اوليه فيزيولوژي كننده كلروفيل است كه  تجزيه
ت، بـه ويـژه در   جذب نيترات به عنوان يـك آنـالوگ نيتـرا   

براي اولين بار كلرات  .ي بالا بسيار مؤثر بوده استها غلظت
ي بـالاي  هـا  ي مقـاوم بـه غلظـت   ها يافته جهششناسايي  براي

 شـد در گيـاه آرابيدوپسـيس اسـتفاده     chl1عنوان  با كلرات
(Tsay et al., 1993). كــه ژن  ايــن تحقيقــات نشــان داد

CHL1 ) كه به آن ژنAtNRT1.1  احتمالاً) شود مينيز گفته 
كــد ) نيتــرات(كلــرات  برا بــراي جــذ LATSيــك ناقــل 

ــه جهــشاز  ،از تحقيــقش در ايــن بخــ .نمايــد مــي ي هــا يافت
atnrt2.1 ،chl1-5 )  ــپ ــي اكوتيـ ــه ژنتيكـ ــا زمينـ  و )WSبـ

استفاده  )Colبا زمينه ژنتيكي اكوتيپ ( atnrt2.4 يافته جهش
ي هـا  لظتغ تأثيربه منظور بررسي  atnrt2.1 يافته جهش .شد
بـا   .انتخاب شد HATSبر جذب آن به واسطه  كلرات ينيپا

توجه به اين كـه مطالعـات قبلـي حـاكي از تشـديد بيـان ژن       
AtNRT2.4  در فقــــدان عملكــــرد ژنAtNRT2.1  اســــت

(Orsel et al., 2004)،  يافتـه  جهـش atnrt2.4  تعيـين   بـراي
ي ميكرومـولار ي هـا  غلظـت  بدر جذ AtNRT2.4نقش ژن
   .ه گرديداستفادكلرات 

 Lie et al., 1999; Wang et)برخي مطالعات  همچنين،

al., 1998)  بيــانگر آن اســت كــه ژنCHL1  يــك ناقــل بــا
 درا براي جذب نيتـرات ك ـ  HATSو  LATSتمايل دوگانه 

 تـأثير اسـتفاده شـد تـا     chl1-5 يافتـه  جهـش كند، بنابراين  مي
   .گرددبررسي  يافته جهشين كلرات بر اين يي پاها غلظت

توســط  2003اســاس مطالعــات انجــام شــده در ســال بــر 
Okamoto     ــه ژن ــت كـ ــده اسـ ــنهاد شـ ــاران، پيشـ و همكـ

AtNRT2.4 ي القا شونده توسط نيترات قـرار  ها در گروه ژن
حاصـل از تحقيقـات    گيرد، در حالي كه بر اسـاس نتـايج   مي

ــال    ــاران در س ــن و همك ــان    1389ذوف ــتفاده از گياه ــا اس ب
بـه نظـر    و تراريخـت در ايـن ژن،   يافته جهشآرابيدوپسيس 

شـونده توسـط    ي ممانعتها ژن مذكور جزو ژن رسد كه  مي
نيترات باشد؛ به طوري كه بيان آن در شرايط غني از نيترات 
كاهش و با برقراري شرايط محروميـت از نيتـروژن افـزايش    

در جـذب   AtNRT2.4نقش دقيق ژن  ،با وجود اين .يابد مي
ر گياهـان هنـوز مشـخص نشـده     ي پـايين نيتـرات د  ها غلظت
 كـاملاً ي هـا  ر درصد برگچهدا معنيبا توجه به كاهش  .است

ــاز در  ــشب ــه جه ــا   atnrt2.4 يافت ــه ب ــشدر مقايس ــه جه  يافت
atnrt2.1 ) در دو ) ج و د -2 ج و د، شــــــكل -1 شـــــكل
و نتــايج حاصــل از بررســي ميــزان جــذب  5/6و  6اســيديته 
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15NO3 كـه بـا ژن    يافتـه  جهشي اين ها در لاينAtNRT2.4 
رســد كــه  ، بــه نظــر مــي)1387ذوفــن، (انــد  تراريخــت شــده

در جـذب   AtNRT2.4پـروتئين حاصـل از بيـان ژن     احتمالاً
بـه عنـوان    هـا  ي پايين نيترات توسـط ريشـه  ها مستقيم غلظت

   .مشاركت ندارد HATSيك سيستم 
يـك ناقـل بـا     CHL1اگرچه پيشنهاد شده است كه ناقل 

 ,.Huang et al)اســت  HATSو  LATS تمايــل دوگانــه

، درصد AtCHL1-5، با اين حال، اختلال در بيان ژن (1999
بــه شــدت  atnrt2.1 يافتــه جهــشرا در قيــاس بــا  هــا برگچــه

دهد و اين كاهش در سـطح قابـل مشـاهده بـراي      كاهش مي

ــپ وحشــي اســت    ).د ج و -2ج و د، شــكل  -1شــكل (تي
ــر ايــن نتــايج تصــور   ــا تكيــه ب ــابراين، ب شــود كــه ژن  مــيبن

AtNRT2.1  نقــش اصــلي و كليــدي را در عملكــردHATS 
 و AtCHL1نمايد؛ به طوري كه ايجاد جهـش در ژن   ايفا مي

ــا ژن  ــاد مقاومـــت در   AtNRT2.4يـ ــه ايجـ نمـــي توانـــد بـ
ميكرومولاري  100و  50ي ها ي مربوطه در غلظتها ژنوتيپ

ــان ژن     ــرات منجــر گــردد، در حــالي كــه اخــتلال در بي كل
AtNRT2.1  با ممانعت از جذب كلرات به ايجاد مقاومت در

زني  صد جوانهيت كمتر و در نتيجه دربرابر كلرات، بروز سم
  .گردد ميبالاتر منجر 

  
  

 در محـيط بـدون نيتـرات بـا     كلرات ميكرومولار 100) و د 50)؛ ج10)؛ ب0)الف يها باز در غلظت ي كاملاًها درصد برگچه -1 شكل
مقايسـه  . اسـت  SD ±مقادير بيانگر ميانگين حـداكثر سـه تكـرار     .WS و Colبا زمينه ژنتيكي اكوتيپ  پسيس تالياناآرابيدودر  6اسيديته 
  .ر استدا معنيانجام گرفته و حروف غير مشترك بيانگر تفاوت % 5با استفاده از آزمون دانكن در سطح  ها ميانگين
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آرابيدوپسـيس  در  5/6در اسـيديته   كلـرات  ميكرومـولار  100)دو  50)؛ ج10)؛ ب0)الـف  يهـا  باز در غلظت ي كاملاًها درصد برگچه -2 شكل
با استفاده از آزمون دانكن  ها مقايسه ميانگين. است SD ±مقادير بيانگر ميانگين حداكثر سه تكرار  .WSو  Colبا زمينه ژنتيكي دو اكوتيپ  تاليانا

  .ر استدا معنيانجام گرفته و حروف غير مشترك بيانگر تفاوت % 5در سطح 
  
ي ميكرومولاري كلـرات بـه همـراه    ها غلظت تأثير -2

  ي پايين نيتراتها غلظت
با توجه به اينكه نتايج حاصل از آزمايش مقدماتي نشـان  

بـالاترين ميــزان مقاومــت بــه   atnrt2.1 يافتــه جهــشداد كـه  
ميكرومولار هـم   100و  50ي ها كلرات را به ويژه در غلظت

ــيديته  ــيديته و هـــم د 6در اسـ ــابراين، در  5/6ر اسـ دارد، بنـ
 atnrt2.1 يافته جهش، atnrt2.1 يافته جهشآزمايش دوم از 

 آرابيدوپسـيس از تنباكو و  NpNRT2.1تراريخته شده با ژن 
اســتفاده شــد تــا نقــش و  AtNRT2.1تراريختــه شــده بــا ژن 

تري  در جذب كلرات به شكل دقيق AtNRT2.1توانايي ژن 
ي مورد استفاده در اين قسمت ها يپكليه ژنوت. بررسي گردد

از طـرف   .بودند WSاز تحقيق داراي زمينه ژنتيكي اكوتيپ 
 6ديگر، نتايج آزمايش مقدماتي بيانگر آن بود كـه اسـيديته   

ــا در غلظــت ــت   100و  50ي ه ــرات مقاوم ــولار كل ميكروم
در  WSو تيـپ وحشـي    atnrt2.1 يافته جهشكمتري را در 

بنابراين، بـراي تعيـين و    .دهد ن مينشا 5/6مقايسه با اسيديته 
در جذب كلـرات تصـميم    AtNRT2.1درك بهتر نقش ژن 
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ــيديته      ــط اس ــايش دوم فق ــه در آزم ــد ك ــه ش ــه  5/6گرفت ب
عــلاوه بــر ايــن، آزمــايش اول  .كشــت اعمــال گــردد محــيط

 ميكرومـولار كلـرات تقريبـاً    100بيانگر آن بود كـه غلظـت   
شنده كُ atnrt2.1 تهياف جهشبه استثناي  ها براي همه ژنوتيپ

رسيد كه عدم حضـور نيتـرات در    همچنين، به نظر مي .است
توسـط كلـرات    ها گياهچه تر محيط باعث از بين رفتن سريع

بنــابراين، در بخــش دوم ايــن تحقيــق و در يــك . گــردد مــي
ميكرومـولار و بـه    50طراحي جديد حداكثر غلظت كلرات 

 50و  25، 0همــراه ســه غلظــت مختلــف نيتــرات شــامل      
  . نيترات انتخاب شد ميكرومولار

الــف، ب و ج مشــاهده  - 3 همــان طــور كــه در شــكل 
شود، در محيط فاقد نيتـرات بـا افـزايش غلظـت كلـرات       مي

از خـود   هـا  بـاز در همـه ژنوتيـپ    كـاملاً ي هـا  درصد برگچه
 يافته جهشبا اين حال، اين كاهش در  .دهد كاهش نشان مي

atnrt2.1  در محـيط حـاوي   . اسـت ري كمتر دا معنيبه طور
در  NpNRT2.1ميكرومــولار كلــرات، تشــديد بيــان ژن  50

به كاهش شديد شاخص ذكر شده در  atnrt2.1 يافته جهش
 شـكل (شـود   سطح مشاهده شده براي تيپ وحشي منجر مي

  ). ج -3
ميكرومـولار نيتـرات بـه محـيط، افـزايش       25با افـزودن  

از در ب ـ كـاملاً ي هـا  غلظت كلرات به كاهش درصد برگچـه 
بـا   ).الـف، ب و ج  -4 شكل(گردد  منجر مي ها همه ژنوتيپ
بـالاترين درصـد شـاخص     atnrt2.1 يافته جهشوجود اين، 

   .دهد رشدي فوق را نشان مي
ي هـا  الـف، ب و ج، درصـد برگچـه    -5 بر اساس شـكل 

و گياهان تراريخت شـده   atnrt2.1 يافته جهشباز در  كاملاً
 يافتـه  جهـش يـپ وحشـي و   در مقايسه با ت AtNRT2.1با ژن 

ــا ژن   ــده ب ــاوي   NpNRT2.1تراريخــت ش  50در محــيط ح
ميكرومولار نيترات با سه غلظت مختلف كلرات، به ويژه در 

ميكرومــولار از خــود افــزايش نشــان   50و  25ي هــا غلظــت
بخش دوم اين تحقيق با هدف درك بهتر نقش ژن  .دهد مي

NRT2.1   انجـام  و تكميل نتايج به دست آمده از بخـش اول
دهـد كـه    نتايج حاصل از بخش مقـدماتي نشـان مـي    .گرديد
عملكرد اصلي را در جذب نيتـرات   AtNRT2.1ژن  احتمالاً

 atnrt2.1 يافتـه  جهـش  ).2و  1هاي  لشك(از اين طريق دارد 
از گيــاه تنبــاكو، باعــث  NpNRT2.1تراريخــت شــده بــا ژن 

ي آرابيدوپســيس هــا كــاهش قابــل توجــه مقاومــت گياهچــه
ميكرومـولار كلـرات همـراه بـا      50ا، به ويژه در غلظت تاليان

بـه   ،گـردد  مـي ميكرو مولار نيتـرات   50و  25، 0ي ها غلظت
طوري كه اين كـاهش در سـطح مشـاهده شـده بـراي تيـپ       

  ).موارد ب و ج 5 و 4، 3هاي  شكل(وحشي است 
در  NRT2.1رسد كه احياي بيـان ژن   بنابراين، به نظر مي

و جـذب   HATSفعال كردن سيستم  با atnrt2.1 يافته جهش
كلرات، شرايط را براي كاهش شاخص فـوق فـراهم نمـوده    

بر اساس برخي از نتايج به دسـت آمـده    ،با وجود اين .است
تحــت كنتــرل  AtNRT2.1از ايــن تحقيــق تشــديد بيــان ژن  

در گياه آرابيدوپسيس تاليانا منجر به جـذب   RolDپروموتر 
 كـاملاً ي هـا  صد برگچـه بيشتر كلرات و در نتيجه كاهش در

ييـد بيـان ژن   أبـا توجـه بـه ت    ).ج -3 شـكل (باز نشـده اسـت   
در ســطح  atnrt2.1 يافتــه جهــشدر  NpNRT2.1انتقــالي 

، )Daniel-Vedeleمكاتبه شخصي با (برداري و ترجمه  كپي
اي در سطوح بعـد   شود كه عوامل دروني ناشناخته تصور مي
ژن  ي ها ز حد كپيبراي مثال، افزايش بيش ا(برداري  از كپي

از بيـان پـروتئين عملكـردي و    ) بر اثر بيان مداوم ژن انتقـالي 
نماينـد؛ بـه    فعال تحت شرايط آزمايش كنـوني ممانعـت مـي   

طوري كه بيان مـداوم ژن انتقـالي منجـر بـه كـاهش درصـد       
ي هـا  باز در اكثر موارد، به ويژه در غلظت كاملاًي ها برگچه

 5 و 4، 3هاي  لشك(گردد  ميكرومولار نيترات نمي 50و  25
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طور كه در نتايج حاصل از بخش دوم  همان ).موارد ب و ج
شود، اعمال نيترات به محيط در حضور كلـرات،   مشاهده مي

از كــاهش بــيش از حــد شــاخص رشــدي مــورد مطالعــه در 
نمايـد؛ بـه طـوري كـه بـا       ي ذكر شده ممانعت ميها ژنوتيپ

شـي نيـز   افزايش غلظـت نيتـرات در محـيط، حتـي تيـپ وح     
ي ميكرومـولاري كلـرات   ها اندكي مقاومت در برابر غلظت

  ). 5 و 4، 3هاي  لشك(دهد  از خود نشان مي
با توجه به اينكه كلرات به عنوان يـك آنـالوگ نيتـرات    

رسد كه نيترات و كلرات در رقابت  كند، به نظر مي عمل مي
شـوند   با يكديگر توسط يك سيستم ناقل مشترك جذب مي

تواند تا حدودي از آثار مخرب كلـرات   ت ميو جذب نيترا
ــد    ــوگيري نماي ــذكور جل ــدي م ــاخص رش ــر ش ــك  .ب در ي

 تـأثير بندي كلي و با تكيه بـر نتـايج بـه دسـت آمـده از       جمع
، HATSي ميكرومولاري كلرات بـر روي سيسـتم   ها غلظت
نتايج مطالعات فيزيولوژيك و مولكولي انجـام شـده    مجدداً

(Cerezo et al., 2001; Chopin et al., 2007; Fraisier 
et al., 2000; Nazoa et al., 2003;Orsel et al., 2003 

ي ها در جذب غلظت NRT2.1مشاركت مستقيم ژن  مبني بر
  .گردد ييد ميأت HATSنيترات به واسطه  پايين

  
در  5/6اسـيديته   حـيط بـدون نيتـرات بـا    در م كلـرات  ميكرومـولار  50)ج و 25)؛ ب0)الف يها باز در غلظت ي كاملاًها درصد برگچه -3 شكل

بـا اسـتفاده از آزمـون     هـا  مقايسه ميانگين. است SD ±مقادير بيانگر ميانگين حداكثر سه تكرار  .WSبا زمينه ژنتيكي اكوتيپ  آرابيدوپسيس تاليانا
  .ر استدا معنيانجام گرفته و حروف غير مشترك بيانگر تفاوت % 5دانكن در سطح 

  

  
 نيتـرات بـا   ميكرومـولار  25در محـيط داراي   كلـرات  ميكرومـولار  50)ج و 25)؛ ب0)الف يها باز در غلظت ي كاملاًها گچهدرصد بر -4 شكل

بـا   هـا  مقايسـه ميـانگين  . اسـت  SD ±مقادير بيانگر ميانگين حداكثر سه تكـرار   .WSبا زمينه ژنتيكي اكوتيپ  آرابيدوپسيس تاليانادر  5/6اسيديته 
   .ر استدا معنيانجام گرفته و حروف غير مشترك بيانگر تفاوت % 5كن در سطح استفاده از آزمون دان
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 نيتـرات بـا   ميكرومـولار  50در محـيط داراي   كلـرات  ميكرومـولار  50)ج و 25)؛ ب0)الف يها باز در غلظت ي كاملاًها درصد برگچه -5 شكل

بـا   هـا  مقايسـه ميـانگين  . اسـت  SD ±دير بيانگر ميانگين حداكثر سه تكـرار  مقا .WSبا زمينه ژنتيكي اكوتيپ  آرابيدوپسيس تاليانادر  5/6اسيديته 
  .ر استدا معنيانجام گرفته و حروف غير مشترك بيانگر تفاوت % 5استفاده از آزمون دانكن در سطح 
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