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به شرايط محروميت نيتروژن در گياه  AtNRT2.4 ناقلپاسخهاي فيزيولوژيكي و مولكولي 
Arabidopsis thaliana  

 3فرانسواز دنيل ودل و 1*، منصور شريعتي1،2پرژك ذوفن

  اصفهان، دانشگاه اصفهان، دانشكده علوم، گروه زيست شناسي 1
  وه زيست شناسي، دانشكده علوم، گر هوازاشهيد چمران ، دانشگاه هوازا 2

  (INRA)فرانسه، ورساي، مركز تحقيقات بين المللي كشاورزي  3

  27/7/88: تاريخ پذيرش   20/7/87 :تاريخ دريافت

  چكيده

در گياهان نشان داده است  فيزيولوژيكيمطالعات .  نيترات يكي از مهمترين منابع نيتروژني معدني براي اكثر گياهان مي باشد
 .ي زياد و كم نيترات در محيط وجود داردغلظتهاترتيب براي ه بتمايل پايين و بالا براي جذب نيترات  با حداقل دو سيستم ناقل

 High Affinity (HATS) با تمايل بالاسيستم ناقلين  NRT2مطالعات مولكولي نشان داده است كه خانواده ژني از طرفي 

Transporter Systems   در گياه . كنندكد مي نيترات را Arabidopsis thalianaالگوهاي بيان ژن  رابطه قوي بين با توجه به
ايفا  HATSنقش اصلي را در جذب نيترات از محيط از طريق  AtNRT2.1پيشنهاد شده است كه ژن ، HATSو ميزان فعاليت 

، را نشان داده اندالگوي بيان مشابهي  AtNRT2.5و  AtNRT2.4ي ژنها،   AtNRT2خانواده  از ي ديگرژنهادر ميان .  مي نمايد
در جذب نيترات از طريق  AtNRT2.4بنابراين براي درك بهتر نقش ژن . عملكرد شان در جذب نيترات نامشخص است هرچند

HATS، گياهانA. thaliana   10در اين ژن به همراه گياهان تيپ وحشي بر روي شن و محلول غذايي كامل داراي جهش يافته 
و  10، صفر زمانهايروز، گياهان با محلول غذايي كامل و فاقد نيتروژن آبياري و در  35بعد از .  ميلي مولار نيترات كشت شدند

محروميت نيتروژن بر روي بيوماس، ميزان نيترات و اسيد هاي آمينه  تأثير. بعد از آغاز محروميت نيتروژن برداشت شدندروز  17
به طور كلي براي هر دو .  ه قرار گرفتعمورد مطال AtNRT2.4و  AtNRT2.1يژنهابافتي، در صد نيتروژن كل و ميزان بيان 

اين شرايط منجر به .  ژنوتيپ، ميزان نيترات بافتي به موازات مدت زمان محروميت نيتروژن از يك روند كاهشي تبعيت نمود
 Real-time PCR نتايج حاصل از.  و هم در گياهان تيپ وحشي گرديد جهش يافتهكاهش درصد نيتروژن كل هم در گياهان 

.  را كاهش مي دهد AtNRT2.1مي گردد، در حالي كه ميزان بيان  AtNRT2.4نشان داد كه فقر نيتروژن منجر به افزايش بيان ژن 
روز محروميت نيتروژن  10ي فيزيولوژيكي و مولكولي به نظر مي رسد كه شاخصهابا توجه به تغييرات مهم و معني دار در ميزان 

.  درگير در تشخيص و پاسخ به شرايط كمبود نيترات حائز اهميت باشد علائمه بحراني جهت القاي مسيرهاي به عنوان يك نقط
  .نمايند ءنقش مهمي را ايفا انتقال علائمدر مسير  AtNRT2.4همچنين تصور مي شود كه ژن 

  ن كل، نيترات، اسيد آمينه كل، نيتروژAtNRT2.4، ژن Arabidopsis thaliana :واژه هاي كليدي

    mansour_shariati@yahoo.com: ، پست الكترونيك0311- 7932472: نويسنده مسئول، تلفن تماس* 

 مقدمه

گياهي به ويژه محصولات كشاورزي  اترشد و توليد
وابستگي شديدي به ميزان نيترات موجود در محلول خاك 

، اغلب خاكهاي زراعي و حتي اكوسيستمهاي متأسفانه. دارد

عدم وجود . طبيعي مواجه با كمبود شديد نيترات هستند
سنگ معدن نيترات در طبيعت، رقابت شديد بين گياهان 
جهت جذب اين ماده، محلول بودن نمكهاي نيتراتي كه 
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باعث شستشوي آنها در اثر بارندگي و آبياري به اعماق 
دسترس شدن آن براي ريشه خاك و در نتيجه غير قابل 

شود و تغييرات فصلي، زماني و مكاني از  هاي گياهي مي 
د نيترات خاك هستند كه در كمبو يجمله مهمترين عوامل

جذب  روندتحقيقات فيزيولوژيكي  .سزايي دارنده سهم ب
سيستم  دوكه حداقل  نيترات در گياهان نشان داده است

 LATS (Low Affinity يهامجزا براي جذب نيترات بنام

Transporter System)  ،HATS (High Affinity 

Transporter System)   2( ها توسعه يافته است ريشهدر، 
دهد به سرعت خود را  كه به گياهان اجازه مي ،)13 و 8 ،7

با تغييرات ميزان نيترات موجود در محيط سازگار نمايند و 
خاك  جذب نيترات را از محلول ،رشدي نيازمطابق با 
يني نسبت به ي، از تمايل پاLATSسيستم ناقل .  انجام دهند

رسد كه وقتي غلظت  و به نظر مي تغييرات برخوردار است
ميلي مولار باشد اين سيستم  1نيترات در محيط بيش از 

سيستم   .نمايد نقش مهمي را در جذب نيترات ايفاء مي
HATS ه با تمايل بالا نسبت به نيترات است ك يك سيستم

در حد (در غلظتهاي بسيار كم نيترات در محيط 
پذير را از خود  اشباع روندكند و يك  عمل مي) ميكرومولار
 iHATS (inducible Highدهد كه خود به دو نوع  نشان مي

Affinity Transporter System)  وcHATS (constitutive 

High Affinity Transporter System) گردد تقسيم مي  .
قوياً در برابر حضور نيترات القايي بوده، در  iHATSسيستم 

علي رغم تمايل بالا نسبت به  cHATSحالي كه سيستم 
شود و حتي در غياب  نيترات به صورت دائمي بيان مي

 خانواده ژني ،در گياهان عالي.  نيترات نيز فعال است
NRT2  به عنوان كد كننده سيستمهايHATS ه شناخته شد

 Aspergillusدر قارچ  NRTA  توالي با ژن و از طريق تشابه

nidulans )25 (ژن و CrNRT2.1 در جلبك 
Chlamydomonas reinhardtii  )18 ( كلون و جدا سازي

، )26 و 24، 22( اند كه مي توان به گياهاني نظير جو شده
و گندم ) 11 ،28( Arabidopsis ،)19(، تنباكو )1( سويا

 ينكه بيشتر Arabidopsisدر گياه .  اشاره نمود )27(

مطالعات فيزيولوژيكي و مولكولي مرتبط با جذب نيترات 
انجام شده است، حضور هفت ژن از  آندر  HATSتوسط 

مطالعات ). 28 و 11( ثابت گرديده است NRT2خانواده 
-RTبا استفاده از تكنيك  Arabidopsisالگوي بيان ژن در 

PCR  نشان داده است كه به استثناي ژنAtNRT2.7 ديگر ،
ها  بيان را در ريشه بيشترين AtNRT2اعضاي خانواده ژني 

و  AtNRT2.1 يژنها دهند كه در اين ميان نشان مي
AtNRT2.2 در .  )16(مي باشند بيشترين سطح بيان  داراي

، ژن Arabidopsisدر  AtNRT2ميان خانواده ژني 
AtNRT2.1 در سطح وسيعي مورد مطالعه قرار گرفته است  .

كه داراي  atnrt2aدوگانه  )mutant( جهش يافتهي بررس
ژن  ′3و حذف ناحيه  AtNRT2.1حذف كامل ژن 

AtNRT2.2  است، نشان داد كه در اين گياه جذب نيترات
يابد، در حالي كه  به شدت كاهش مي iHTASتوسط 
از   ).12و  3( گيرد نمي قرار تأثيرتحت  LATSفعاليت 

دوگانه  جهش يافتهبه  AtNRT2.1انتقال ژن  ،طرف ديگر
atnrt2a  باعث احياء كامل جذب نيترات و رشد در اين

بر اساس اين شواهد پيشنهاد شده است كه .  گياهان شد
نقش غالب تري در قياس با ژن  NRT2.1احتمالاً ژن 

NRT2.2  در جذب نيترات توسطiHATS اين .  )14( دارد
در ژن جهش يافته  گياهاناز  نتايج به همراه نتايج حاصل

NRT2.1 پلاسمايي  يمربوط در غشا  و بيان پروتئين
پروتئين پيشنهاد نموده است كه  )6(ريشه سلولهاي
NRT2.1  در گياهان عالي به عنوان يك ناقلiHATS  براي

 AtNRT2.1ي ژنهابه استثناي . نمايد جذب نيترات عمل مي
در  NRT2ه ي خانوادژنهاعملكرد ساير ،  AtNRT2.2و 

اخيراً برخي نتايج بيانگر .  گياهان هنوز مشخص نشده است
در بارگيري و  احتمالاً AtNRT2.7آن است كه پروتئين 

تجمع نيترات در واكوئل بذرهاي بالغ حائز اهميت است 
 ). 5( تواند در تسهيل جوانه زني بذر مؤثر باشد كه اين مي
آنست كه بيانگر ) 2003(و همكاران  Okamoto مطالعات

شونده توسط نيترات مي  ءيك ژن القا AtNRT2.4ژن 
دهد كه بيان  همچنين نتايج ديگر نشان مي . )16(باشد
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دوگانه  جهش يافته در AtNRT2.5و  AtNRT2.4ي ژنها
atnrt2a  ي در فعاليت تأثيرافزايش مي يابد بدون آنكه
HATS  17(داشته باشد(.  

 ورزي نويندر حال حاضر، يكي از مباحث مهم در كشا
با به بذري  يپروتئينهاگياهي و ميزان  اتتوليد افزايش

 كهمي باشد استفاده از كودهاي نيتروژني حداقل رساندن 
توأم با فشارهاي اقتصادي و اكولوژيكي فراواني  عمدتاً
يي استفاده آرسد كه مديريت كار بنابراين به نظر مي. هستند

ف مشاركت مهمي از نيتروژن بتواند براي رسيدن به اين هد
براي نيل به اين مهم، تحقيقات بيشتري بايد .  داشته باشد

بر روي مسير تثبيت نيترات از جذب نيترات تا سنتز 
با توجه به پيچيدگي فرآيند جذب .  پروتئين انجام گردد

هاي چند ژني كد كننده  نيترات به علت حضور خانواده
مختلف در  وجود عوامل كنترل كننده نيز ناقلين نيترات و

همواره سئوالات زيادي در  ،بيان و عملكرد اين ناقلين
و  NRT2ي موجود در خانواده ژنهارابطه با نقش هر يك از 

بررسي گياهان .  نحوه كنترل آنها مطرح بوده است
تا حدود زيادي  ژنهااين  از دارجهش و يا  ريختترا
مطالعات .  ت باشدتواند پاسخگوي اين سئوالا مي

تيپ با گياهان  ريختترايا و  جهش يافته گياهان يا مقايسه
تواند در درك بهتر و كسب بينش بيشتر در  وحشي مي

در  NRT2 ژني رابطه با نقش هر يك از اعضاي خانواده
اهان عالي نقش در گي HATSجذب نيترات به واسطه 

منظور درك بهتر نقش ه ب ،در اين تحقيق .نمايد ءمهمي ايفا
در ژن  جهش يافته   Arabidopsis گياهاز ، AtNRT2.4ناقل 

AtNRT2.4  فيزيولوژيكي و مولكولي  اثراستفاده شد تا
ناشي از اختلال در بيان اين ژن بر روي متابوليسم نيتروژن، 

مورد  AtNRT2.4و  AtNRT2.1ي ژنهارشد گياه و بيان 
  .بررسي قرار گيرد

    مواد و روشها
ورد استفاده در كليه بذرهاي م :مواد گياهي و شرايط رشد

، INRAاين تحقيق از بانك بذر مركز تحقيقات كشاورزي 

جهت .  مركز ورساي واقع در كشور فرانسه تأمين شدند
بر روي  .AtNRT2.4 بررسي اثر اختلال در بيان ژن

گياهان شاخصهاي رشدي، فيزيولوژيكي و مولكولي از 
Arabidopsis thaliana  اكوتيپColumbia ) تيپ وحشي

 جهش يافته. استفاده گرديد) atnrt2.4 يافتهجهش و 
atnrt2.4  داراي يك T-DNA insertion در آخرين اگزون

-F. Danielمكاتبه شخصي با(مي باشد مربوط به اين ژن 

Vedele  .(  جهش يافته بهبذرهاي متعلق atnrt2.4  به
 4روز سرمادهي در دماي  2تيپ وحشي بعد از  همراه

با رژيم در اتاقك رشد ي شن بر رو د،درجه سانتي گرا
 21ي ساعت تاريكي، دما 16 /ساعت روشنايي 8نوري 

گراد در  درجه سانتي 17 /گراد در روشنايي درجه سانتي
ميكرومول فوتون بر مترمربع بر  170تاريكي، شدت نور 

گياهان هر همه .  درصد كشت گرديدند 75ثانيه و رطوبت 
ميلي  10شامل  )17(هفته سه مرتبه با محلول غذايي كامل 

 35از  پس  .مولار نيترات كلسيم و پتاسيم آبياري شدند
كشت، بخشي از گياهان به منظور برداشت در زمان  روز

با محلول غذايي جمع آوري و باقي گياهان   )T0(صفر 
ي برداشتهاكامل اما فاقد نيتروژن سه بار در هفته تا موقع 

 ،T10 رداشتآوري گياهان در ب جمع .آبياري شدندبعدي 
ده روز بعد از ايجاد شرايط محروميت نيتروژن و برداشت 

T17،  هفده روز بعد از ايجاد شرايط محروميت نيتروژن
هوايي و   آوري، ابتدا بخش جمع نوبتدر هر .  انجام گرفت

سپس وزن تر هر بخش به طور و ريشه از محل طوقه قطع 
وژن مايع ها به نيتر جداگانه تعيين شد و بلافاصله نمونه

تا در  هيه گرديدتر تي فريز شده پودربافتهامنتقل و از 
اسيد آمينه كل، درصد نيتروژن كل و  ، نيتراتاندازه گيري 

 هاآزمايشكليه  . مورد استفاده قرار گيردآناليز كمي بيان ژن 
و مقايسه ميانگينها از طريق آزمون دانكن در تكرار  4در 

  .شدانجام درصد  5سطح 
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در سه زمان  )WT( در قياس با شاهد  atnrt2.4 جهش يافته A. thaliana  ريشه گياه) به، ساق) الف محدوديت نيتروژن بر بيوماس تأثير -1شكل
بعد .  يه شدندميلي مولار نتيرات تغذ 10روز با محلول غذايي كامل حاوي  35كليه گياهان بر روي شن كشت و به مدت   .T17و  T0 ،T10برداشت 

 زمانهايدر .  جمع آوري گرديد و بلافاصله شرايط محروميت نيتروژن براي باقي مانده گياهان برقرار شد  T0از آن برخي از گياهان به عنوان برداشت
و وري و وزن تر ساقه جمع آ T17و  T10بعد از برقراري شرايط محروميت نيتروژن باقي مانده گياهان به ترتيب تحت عنوان برداشت روز  17و  10

انجام گرفته و  درصد 5ها با استفاده از آزمون دانكن در سطح  مقايسه ميانگين .مي باشد SD ±بيانگر ميانگين چهار تكرار  مقادير .ريشه محاسبه شد
  .حروف غير مشترك بيانگر تفاوت معني دار مي باشد

  

رات گيري ميزان نيت براي اندازه: آناليز ميزان نيترات بافتي
 540در طول موج ) 2001(و همكاران  Mirandaاز روش 

ها در دستگاه  ميزان جذب نمونه.  )15(نانومتر استفاده شد
Microplate reader ) مدلLabsystems iEMS Reader 

MF ( قرائت و ميزان نيترات موجود در نمونه گياهي به
گرم وزن تر ريشه يا ساقه محاسبه  صورت نانومول بر ميلي
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تا  30بدين منظور در حدود  :آناليز كمي اسيد آمينه كل
گرم از پودر تر گياهي در شرايط كاملاً سرد وزن و  ميلي 50

.  )17( گيري گرديد آب عصاره–طي چهار مرحله با اتانل
گيري ميزان اسيد آمينه كل در بافتهاي تر  براي اندازه

و ) 21(استفاده ) Rosen )1957اي و برگي از روش  ريشه
نانومتر و با استفاده  570ها در طول موج  ميزان جذب نمونه

 Labsystems iEMSمدل ( Microplate readerاز دستگاه

Reader MF (ميزان اسيد آمينه كل براي هر .  قرائت گرديد
 ساقهگرم بافت تر ريشه يا  نمونه به صورت نانومول بر ميلي

  .محاسبه شد

ن منظور مقداري از بدي: اندازه گيري درصد نيتروژن كل
 48گراد به مدت  درجه سانتي 80پودر تر گياهي در دماي 

سپس درصد .  ساعت قرار داده شد تا كاملاً خشك شود
گرم از بافت خشك شده بر  ميلي 7تا  5نيتروژن موجود در

 Fisonsو با استفاده از دستگاه ) Dumas )10اساس روش 

NA 1700 CN Analyzer ) مدلThermoquest, Runcorn, 

Cheshire, UK (تعيين شد.  

 Real-Time: آناليز كمي بيان ژن با استفاده از تكنيك 

PCR  براي استخراجRNA  ،از معرف تريزول كل)Trizol 

reagent Invitrogen cat n◦ 17596-026 (كار ه و روش ب
استفاده ) Sacchi )1987و  Chomczynskiرفته توسط 

كافي در  RNAحضور بعد از اطمينان از .  )4(گرديد
و  AtNRT2.1ي ژنهاها، جهت بررسي ميزان بيان  نمونه

AtNRT2.4، اختس cDNA  ازRNA  طي واكنش
-Mآتزيم، dTو اليگآغازگرهاي همراه با  رونويسي معكوس

MLV reverse transcriptase (Gibco-BRL)  و طبق روش
 )Caboche )1993و   Daniel-Vedele استفاده شده توسط

 Real  براي آناليزكمي بيان ژن از كيت . )9(دديگرانجام 

Master Mix Eppendorf SYBR Rox 2.5X-200 Rxns 
 Mastercycler–ep (Eppendorf-realplex)در دستگاه 

هاي زير براي تكثير بخشي آغازگر  از مجموعه .استفاده شد
به ترتيب به طول  AtNRT2.4و  AtNRT2.1يژنهااز 
bp189  وbp360 رديداستفاده گ:   

AtNRT2.1 Forward primer: 5´ AGT CGC TTG CAC 
GTT ACC TG 3´ 

AtNRT2.1 Reverse primer: 5´ ACC CTC TGA CTT 
GGC GTT CTC 3´ 

AtNRT2.4 Forward primer: 5´ CCG TCT TCT CCA 
TGT CTT TC 3´ 
AtNRT2.4 Reverse primer: 5´ CTG ACC ATT GAA 
CAT TGT GC 3´ 

ي ذكر شده نسبت به سطح بيان ژنهاك از ميزان بيان هر ي
  .محاسبه شد) مرجعژن (A4α AtEF1ژن 

 :Forward primer ژن اين براي اشاره دمور هايآغازگر

5´CTG GAG GTT TTG AGG CTG GTA T 3´ 
 Reverse primer: 5´CCA AGG GTG AAA GCAو

AGA AGA 3´ نددبو. 

  نتايج
 لفا- 1همان طور كه در شكل :گياهبررسي بيوماس 

مشاهده مي گردد علي رغم برقراري شرايط محروميت 
بيوماس بخشهاي هوايي گياهان ، T10نيتروژن در زمان 

از خود  T0و تيپ وحشي نسبت به برداشت  جهش يافته
رشد ساقه  كه در حالي نشان مي دهدمعني داري افزايش 

متوقف مي گردد به  T10براي هر دو ژنوتيپ در زمان 
تفاوت معني  T17ص در برداشت گونه اي كه اين شاخ

همچنين اين شاخص تفاوت   .ندارد T10داري با برداشت 
با تيپ  atnrt2.4 جهش دارمعني داري را بين گياهان 

در عين حال   .وحشي در سه زمان برداشت نشان نمي دهد
ملاحظه مي گردد به طور  ب-1 همان طور كه در شكل

يتروژن بيوماس كلي با برقراري و تداوم شرايط محروميت ن
و تيپ وحشي از خود  جهش يافتهريشه ها براي گياهان 

نشان مي  T17و  T10ي برداشتهاافزايش معني داري را در 
 ژنوتيپهااختلافي بين اين   T10و T0ي برداشتهادر  . دهد

با اين وجود، .  به لحاظ بيوماس ريشه ها ديده نمي شود
ا در ر معني دارييك كاهش  atnrt2.4  جهش يافته

نشان  T17بيوماس ريشه نسبت به تيپ وحشي در برداشت 
  . مي دهد
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در سه ) WT( در قياس با شاهد  atnrt2.4 يافته جهش A. thaliana  گياه ريشه) به، ساق) الف محدوديت نيتروژن برميزان نيترات تأثير -2شكل
شرايط رشدي .  مقادير در شكل مشخص نمي باشد T17يد نيترات درون بافتي در برداشت علت كاهش شده ب  .T17و  T0 ،T10زمان برداشت 

 5مقايسه ميانگينها با استفاده از آزمون دانكن در سطح  .مي باشد SD ±بيانگر ميانگين چهار تكرار  مقادير .مي باشد 1 مشابه شرايط ذكر شده در شكل
  .اوت  معني دار مي باشدانجام گرفته و حروف غير مشترك بيانگر تف درصد

 طور كه در همان :و ريشه بخش هواييميزان نيترات 
مشاهده مي شود تفاوتي در ميزان نيترات  الف-2شكل

و تيپ وحشي در  جهش يافتهبين گياهان  بخش هوايي
روز پس از ايجاد  10وجود ندارد اما  T0برداشت 

، اين شاخص در هر دو ژنوتيپ )T10( محروميت نيتروژن
از خود نشان  T0ش قابل توجهي را نسبت به برداشت كاه

به حداقل ميزان  T17و اين كاهش در برداشت  مي دهد
كه مقادير در  طوريه خود و نزديك به صفر مي رسد ب
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همچنين ميزان نيترات ساقه .  مشخص نمي باشد 3-شكل
كاهش معني داري  atnrt2.4 جهش يافته، در T10در زمان 

- 2شكلهمان طور كه در  .يابد نسبت به تيپ وحشي مي
ملاحظه مي گردد، مقدار نيترات موجود در ريشه  ب

و  T10ي برداشتهاو تيپ وحشي در  جهش يافتهگياهان 

T17 ًنزديك به صفر مي  به شدت كاهش مي يابد و تقريبا
تجمع نيترات در ريشه گياهان  T10در برداشت .  رسد

ين زمان مي در ا كمتر از تيپ وحشي atnrt2.4 جهش يافته
  . باشد

  

  

  

  
 

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
 

  

در  )WT( در قياس با شاهدatnrt2.4 يافته  جهشA. thaliana  گياه ريشه) ه، بساق) الفاسيدآمينه كل  ميزان بر محدوديت نيتروژن تأثير -3شكل
  .مي باشد SD ±بيانگر ميانگين چهار تكرار  مقادير  .مي باشد 1 شرايط رشدي مشابه شرايط ذكر شده در شكل  .T17و  T0 ،T10سه زمان برداشت 

  .معني دار مي باشدو حروف غير مشترك بيانگر تفاوت  انجام گرفته درصد 5مقايسه ميانگينها با استفاده از آزمون دانكن در سطح 
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 )WT( در قياس با شاهد  atnrt2.4 يافته جهش A. thaliana  گياه ريشه) به، ساق) الفمحدوديت نيتروژن بر ميزان نيتروژن كل  تأثير -4شكل
مي  SD ±بيانگر ميانگين چهار تكرار  مقادير .مي باشد 1 شرايط رشدي مشابه شرايط ذكر شده در شكل  .T17و  T0 ،T10در سه زمان برداشت 

  .ير مشترك بيانگر تفاوت  معني دار مي باشدانجام گرفته و حروف غ درصد 5مقايسه ميانگينها با استفاده از آزمون دانكن در سطح  .باشد

، گياهان  الف-3شكلبر اساس  :ميزان اسيدآمينه كل
و تيپ وحشي يك كاهش در ميزان اسيد آمينه  جهش يافته

به دنبال افزايش در ميزان اين شاخص  T17كل در برداشت 
اختلاف معني داري .  را نشان مي دهند T10در برداشت 

ي مختلف از اين لحاظ برداشتهار بين اين دو ژنوتيپ د
، ب- 3شكلبر اساس در حالي كه  .مشاهده نمي گردد

تيپ  و جهش يافتهميزان اسيد آمنيه كل در ريشه گياهان 
روز پس از برقراري  10وحشي يك افزايش معني داري در 

شرايط محروميت نيتروژن نشان مي دهد كه با كاهش در 
ين شاخص تفاوتي ميزان ا.  مواجه مي گردد T17برداشت 

را بين اين دو ژنوتيپ در سه زمان مختلف برداشت نشان 
  . نمي دهد
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در سه  )WT( در قياس با شاهد atnrt2.4 يافته جهشA. thaliana  گياهدر   AtNRT2.4)ب  AtNRT2.1)الف ميزان بيان نسبي ژن -5شكل

 درصد 5مقايسه ميانگينها با استفاده از آزمون دانكن در سطح  .مي باشد SD ±ميانگين چهار تكرار بيانگر  مقادير  .T17و  T0 ،T10زمان برداشت 
   .معني دار مي باشدو حروف غير مشترك بيانگر تفاوت  انجام گرفته

مشاهده  الف-4شكلهمان طور كه در  :ميزان نيتروژن كل
ميزان نيتروژن كل در  ,مي شود، با تداوم محروميت نيتروژن

كاهش  و تيپ وحشي جهش يافتهبخشهاي هوايي گياهان 
 جهش يافتهاين شاخص كاهش معني داري براي .  مي يابد

atnrt2.4 در برداشت  نسبت به تيپ وحشيT10  نشان مي
ي مورد ژنوتيپهابا اين وجود تفاوت معني داري بين .  دهد

بق با  مطا  .مشاهده نمي گردد T17 و  T0اشاره در زمان 
ي ريشه اي گياهان بافتها، ميزان نيتروژن كل در ب-4شكل

و تيپ وحشي با تدوام شرايط محروميت  جهش يافته
اين شاخص .  نيتروژن يك الگوي كاهشي را دنبال مي كند

در برداشت نسبت به تيپ وحشي  atnrt2.4 جهش يافتهدر 
T10  با اين وجود اختلاف .  مي يابدمعني داري كاهش
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با تيپ وحشي در  جهش يافتهعني داري بين گياهان م
از لحاظ اين شاخص مشاهده نمي  T17و   T0يبرداشتها

  .  شود

با  :AtNRT2.4 و  AtNRT2.1 نهاي بررسي كمي بيان ژ
رونويس  وجود انجام آناليز هاي كمي و كيفي، واكنش

توليدي براي همه نمونه  cDNAو تكثير ) RT(معكوس 
ي ژنهايا ريشه به علت آنكه بيان  هاي مرتبط با ساقه

) AtNRT2.7به استثناي ژن (در ريشه ها  NRT2خانواده 
 ،)18(تر از بخشهاي هوايي گزارش شده است يشبسيار ب

بنابراين تنها نمونه هاي مربوط به ريشه جهت آناليز كمي 
مورد استفاده  Real-Time PCR روشبيان ژن با كمك 

    .قرار گرفتند

جهش ريشه گياهان در  AtNRT2.1ن بيان ژن با بررسي ميزا
، الف- 5شكلو تيپ وحشي مشخص شد كه مطابق با  يافته

كاهش معني داري را در هر دو  AtNRT2.1بيان ژن 
نشان  T0نسبت به زمان  T17و  T10ي برداشتهاژنوتيپ در 

يك  AtNRT2.4بيان ژن  لي است كه ااين در ح. مي دهد
 T10در برداشت حشي وافزايش معني داري را در تيپ 

 atnrt2.4 جهش يافتهدر ولي  )ب-5شكل( نشان مي دهد
 AtNRT2.4اگرچه بيان ژن .  بيان اين ژن بسيار ناچيز است

در ژنوتيپ وحشي كاهش مي يابد اما  T17در برداشت 
افزايش معني داري را نشان  T0همچنان نسبت به برداشت 

  .مي دهد

  بحث
جدا شده از  فتهجهش يااولين  atnrt2a جهش يافته

كه  )12(در گياهان عالي است  AtNRT2خانواده ژني 
نشان داد كه  آندر   HATSكاهش جذب نيترات به واسطه

نقش مهمي را در  AtNRT2.2به همراه ژن  AtNRT2.1ژن 
علاوه . )3( مي نمايد ءايفا iHATSجذب نيترات از طريق 

نگر آن انجام شده است بيا بر اين برخي مطالعاتي كه اخيراً
در تجمع نيترات در  AtNRT2.7ژن  است كه احتمالاً

بذرهاي خشك و در نتيجه تسهيل در جوانه زني آنها بسيار 
در رابطه با نقش و عملكرد .  )5( مهم و ضروري است

  . اطلاعاتي وجود ندارد AtNRT2 ساير اعضاي خانواده ژني

ي ديگر موجود ژنهاعدم حضور يك ژن مي تواند توسط 
خانواده ژني جبران شود و اين ممكن است باعث  يكدر 

بروز انعطاف پذيري فنوتيپي در گياهان در پاسخ به شرايط 
 ژنهاتعيين نقش دقيق آن امر مختلف محيطي گردد كه اين 
برخي مطالعات اوليه . )17( را با اشكال مواجه مي سازد

در  AtNRT2.5و  AtNRT2.4ي ژنهانشان مي دهند كه بيان 
تحت شرايط محدوديت نيتروژن در  atnrt2a جهش يافته

مقايسه با تيپ وحشي تشديد مي شود اما ورود نيترات از 
همچنين .  )17( را افزايش نمي دهد HATSطريق 

تحقيقات ديگري در شرايط آب كشتي بيانگر آن است كه 
ي فوق به دنبال اعمال محروميت طولاني مدت ژنهابيان 

دو ژن از الگوي بيان نيتروژن افزايش مي يابد و هر 
).  M. Orsel مكاتبه شخصي با(مشابهي تبعيت مي نمايند 

داراي  NRT2ي خانواده ژنهابنابراين به نظر مي رسد كه 
با توجه به .  نقش متمايز و متفاوتي نسبت به يكديگر باشند

اين نتايج اوليه، ابهاماتي در رابطه با نقش و عملكرد ژن 
AtNRT2.4 در  ژنهاكه آيا اين  ردجود دادر گياهان عالي و

ن نيترات از محيط به واسطه ييي پاغلظتهاجذب مستقيم 
HATS يك مطالعه  بنابراين،  ؟يا خير دنمشاركت دار

در گياهان  AtNRT2.4مقدماتي با هدف درك نقش ژن 
يا  جهش يافتهاستفاده از گياهان .  ضروري به نظر مي رسد

هان باتيپ وحشي از در اين ژن و مقايسه اين گيا ريختترا
لحاظ رشد و متابوليسم مي تواند در درك بهتر و به دست 

  .ثر باشدؤآوردن بينش وسيع تر در رابطه با نقش ژن فوق م

ان نيترات زارتباط معكوس و معني داري بين ميدر گياهان، 
موجود در بخشهاي هوايي با رشد ريشه ها گزارش شده 

با برقراري و تداوم بنابراين به نظر مي رسد .  )23( است
شرايط محروميت نيتروژن و كاهش ميزان نيترات موجود 

 و تيپ وحشي جهش يافتهگياهان  بخش هواييدر 
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) ب- 1شكل(رشد ريشه ها افزايش مي يابد ) الف- 2شكل(
تا قابليت دسترسي به نيتروژن را در محيط افزايش دهد در 

- 2شكل(حالي كه منجر به توقف رشد ساقه ها مي گردد 
بخشهاي  ،همچنين تحت شرايط محدوديت نيتروژن).  لفا

) الف- 2شكل(هوايي هر دو ژنوتيپ ميزان نيترات بيشتري 
. از خود نشان مي دهند) ب-2شكل(در قياس با ريشه ها 

 ،بنابراين تصور مي شود كه در شرايط محروميت نيتروژن
بخشهاي هوايي به رشد خود ادامه  نيترات ريشه ها با هزينه

اين فرضيه در گزارش ارائه شده توسط .  دمي دهن
Reynolds  وD’Antonio )1996 (يد شده يأنيز ت

 برگيي بافتهاعلي رغم تجمع نيترات كمتر در .  )20(است
ي برداشتهادر  نسبت به تيپ وحشي atnrt2.4 جهش يافته

T10  وT17 )با اين وجود اختلاف معني )الف- 2شكل ،
با  atnrt2.4 هش يافتهجبين  بخش هواييداري در بيوماس 

اما حضور ).  الف-1شكل(تيپ وحشي مشاهده نمي گردد 
با ، )ب-2شكل( جهش يافتهگياه نيترات كمتر در ريشه 

نسبت به  atnrt2.4 جهش يافتهكاهش رشد ريشه ها براي 
).  ب- 1شكل(همراه مي شود  T17تيپ وحشي در برداشت 

ر گياهان در رابطه با كنترل سطح نيترات آزاد سيتوزولي د
خروج نيترات  - الف: )6( سه مسير مجزا پيشنهاد شده است

نيترات به نيتريت در داخل  ياحيا -ببه درون آپوپلاسم  
همان طور .  ذخيره نيترات در داخل واكوئلها - جسيتوزول  

مشاهده مي گردد، سطح اسيد آمينه هاي كل  3شكلكه در 
و تيپ  هجهش يافتگياهان و ريشه اي  هواييي بافتهادر 

.  يك افزايش ناگهاني نشان مي دهد T10در زمان  وحشي
تصور مي شود كه به دنبال برقراري شرايط محدوديت 
نيتروژن و كاهش سطح نيترات بافتي، بخش مهمي از 
نيترات انتقال يافته به بخشهاي هوايي در واكوئلها ذخيره 
نمي شود بلكه وارد مسير سنتز اسيد هاي آمينه مي گردد 

از يك طرف باعث حفظ رشد ساقه ها و از طرف ديگر تا 
 افزايش.  افزايش رشد ريشه ها در چنين شرايطي شود

و ) الف-3شكل( برگيي بافتهااسيدآمينه هاي كل در  ميزان
جهش گياهان ه ي متعلق بژنوتيپها) ب-3شكل(ريشه اي 

يد كننده اين موضوع يتا T10در زمان و تيپ وحشي  يافته
كاهش سطح نيترات و افزايش ظر مي رسد به ن.  مي باشد

ميزان اسيدآمينه ها مي تواند به عنوان اولين مرحله از پاسخ 
گياه به شرايط محروميت نيتروژن محسوب گردد كه به 
عنوان يك سيگنال، رشد بخشهاي هوايي را در برداشت 

T10 همچنين  . متوقف و رشد ريشه ها را تحريك مي كند
-5شكل( AtNRT2.4كمي بيان ژن  ارزيابي نتايج حاصل از

نشان مي دهد كه با كاهش مخازن نيترات سلولي بيان ) ب
با اين وجود مطالعات مربوط به .  ژن فوق تشديد مي گردد

 ريختترا atnrt2a جهش يافتهدر گياهان  15NO3جذب 
باعث احياء جذب نيترات به واسطه  AtNRT2.4شده با ژن 

HATS نشان دادهنتايج ( در اين گياهان نگرديده است 
عدم مشاركت مستقيم ژن بنابراين، با توجه ).  است نشده

AtNRT2.4 كاهش  در جذب نتيرات از محيط و با توجه به
 اي و ريشه بخش هواييي بافتهاسطح نيترات آزاد در 

در مقايسه با تيپ وحشي به نظر مي  atnrt2.4 جهش يافته
در انتقال  تحت شرايط محروميت نيتروژن،رسد كه اين ژن 

ش قبه سيتوپلاسم ن) واكوئلها(نيترات از مخازن ذخيره اي 
تعيين جايگاه زير سلولي . مهمي را ايفاء مي نمايد

 Greenي حاصل از بيان اين ژن با استفاده از پروتئينها

Fluorescent Protein (GFP) يد يا رد اين يأمي تواند در ت
ر شده، آنچه بر اساس فرضيه ذك . فرضيه حائز اهميت باشد

كه قابل انتظار است آن است كه حضور نيترات در محيط 
را كاهش دهد كه نتايج اين تحقيق  AtNRT2.4بايد بيان ژن 

بيانگر كاهش بيان ) T0برداشت (در شرايط غني از نيترات 
 AtNRT2.1و افزايش بيان ژن ) ب-5شكل(اين ژن 

شده اين نتايج با مطالعات انجام .  مي باشد) الف- 5شكل(
در تضاد ) 2003(و همكارانش  Okamotoتوسط 

يك ژن  AtNRT2.4آنها نشان دادند كه ژن . )16(است
القايي توسط نيترات مي باشد، در حالي كه نتايج حاصل از 
تحقيق كنوني بيانگر آن است كه بيان اين ژن در نبود 

بر .  نيترات تحريك و در حضور آن ممانعت مي گردد
مده از اين تحقيق تصور مي شود كه اساس نتايج به دست آ
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روز محروميت نيتروژن مي تواند به عنوان يك نقطه  10
ناشي از كمبود  ئمانتقال علابحراني براي القاي مسير 

ي شاخصهامطرح باشد زيرا  Arabidopsisنيترات در 
مربوط به متابوليسم نيتروژن نظير ميزان نيترات، ميزان 

ي ژنهاكل و همچنين بيان اسيدآمينه كل و درصد نيتروژن 
AtNRT2.1  وAtNRT2.4  تغييرات مهم ومعني داري را در

همچنين با تكيه بر اين نتايج به .  اين زمان نشان مي دهند

نقش مهمي را در مسير  AtNRT2.4نظر مي رسد كه ژن 
د، ضمن كنناشي از كمبود نيتروژن ايفاء مي  مئانتقال علا

جهش ات آزاد سلولي در اينكه با توجه به كاهش سطح نيتر
، T10در مقايسه با تيپ وحشي در برداشت  atnrt2.4 يافته

تصور مي گردد كه ژن مذكور در انتقال نيترات از واكوئل 
به سيتوپلاسم تحت شرايط محروميت نيتروژن نقش مهمي 
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Physiological and molecular responses of NRT2.4 transporter 
under N-starvation conditions in Arabidopsis thaliana 

Zoufan P. 1,2, Shariati M.1*,  and Daniel-Vedele F. 3 
1 Biology Dept., Faculty of Science, University of Isfahan, Isfahan, I.R. of IRAN 

2 Biology Dept., Faculty of Science, Shahid Chamran University, Ahvaz, I.R. of IRAN 
3 Unite de la Nutrition Azotee des Plantes, INRA, Route de St. Cyr, 78026 Versailles Cedex, France 

Abstract 
Nitrate is one of the most important inorganic nitrogen sources for many plants.  Many 
physiological investigations have led to the conclusion that plants have developed at 
least two nitrate uptake systems including low- and high-affinity transporter systems to 
cope with large variations in nitrate concentrations in soils.  Molecular studies revealed 
gene family of NRT2 encode nitrate transporters involved in high-affinity transport 
systems (HATS).  Based on strong correlation between NRT2.1 expression and HATS 
activity in Arabidopsis thaliana has been proposed AtNRT2.1 has a key role in nitrate 
uptake by HATS.  Among the other AtNRT2 genes, AtNRT2.4 and AtNRT2.5 genes have 
been fallowed similar expression pattern but their function remains to be revealed.  For 
better understanding of the role of AtNRT2.4 gene in nitrate uptake, A. thaliana wild 
type genotype and T-DNA mutant affected in the expression of this gene were 
cultivated on the sand with complete nutrient solution containing 10 mM nitrate for 35 
days.  Plants were subsequently starved for nitrogen and harvested 0, 10 and 17 days 
after N-starvation.  The effect of AtNRT2.4 gene deregulation on biomass, nitrate and 
amino acid content and the expression of AtNRT2.1 and AtNRT2 genes was studied.  For 
each two genotypes, shoot/root ratio and nitrate content displayed a decreasing pattern 
with N- starvation time.  These conditions reduced plant total N%.  Quantity of total 
amino acids showed a drastically increased level 10 days after N-starvation. 
Quantitative PCR analysis illustrated that starved N-conditions up-regulate the 
expression of AtNRT2.4 gene, while, down-regulate the expression of AtNRT2.1 gene.  
Results showed that apparently, 10 days N-starvation should be critical point to induce 
nitrate deficiency signaling pathways.  Moreover, it seems that AtNRT2.4 gene has 
important role in this signal pathway. 

Keywords: Arabidopsis thaliana, AtNRT2.4 gene, nitrate, total amino acid, total nitrogen  
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