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  توتون در گياه trolCو  rolCهاي ژنكلروز توسط  يمولكولي القابررسي 
  2محمدعلي حسينپور فيضي و *1، هانيه محجل شجاء1حسين گردونپر

  تبريز، دانشگاه تبريز، دانشكده علوم طبيعي، گروه زيست شناسي گياهي 1
  تبريز، دانشگاه تبريز، دانشكده علوم طبيعي، گروه زيست شناسي جانوري  2

  5/5/94 :تاريخ پذيرش  10/1/94 :اريخ دريافتت

  چكيده

قرار دارند كه با  Agrobacterium rhizogenesباكتري  Transferred DNA (T-DNA)بر روي  rooting locus (rol)ژنهاي 
ژن  تأثيراين تحقيق با هدف بررسي . شوندانتقال به ميزبان گياهي باعث ايجاد تغييرات مورفولوژيك و رشد و نمو در گياه مي

rolC  از اين باكتري و هومولوگ گياهي آن يعني ژنtrolC  بر رشد و نمو گياه  ،گياه توتونازNicotiana tabacum 

cv.samsun در اين تحقيق ابتدا . انجام گرفته استDNA  گياهان تراژن rolC  وtrolC  استخراج و از حضور ژنهاي مورد نظر
رفت كه دهند انتظار مي، فنوتيپ كلروزه نشان ميtrolCو rolCاژن با بيان ژنهاي با توجه به اينكه گياهان تر.  اطمينان حاصل شد

 cDNAاز گياهان تراژن، سنتز  RNAبراي بررسي اين موضوع، استخراج . بيان ژنهاي كلروپلاستي نيز با بيان تراژنها كاهش يابد
-RTنتايج حاصل از . لروپلاستي انجام گرفتك psbAها با پرايمرهاي اختصاصي ژن بر روي نمونه PCRو در نهايت واكنش 

PCR  ژن فوق كه كد كننده يكي از پروتئينهاي فتوسيستم بيان نشان داد كهII  شدت ه بمي باشد در گياهان تراژن و كلروزه
تواند مي تراژنها از نقطه نظر مولكولي و به عبارت ديگر يكي از دلايل ايجاد كلروز ناشي از اين شود كاهش يافته يا متوقف مي

  .باشد trolC و rolCژنهاي بيان كننده در گياهان  psbAنقص بيان ژن 

  ، كلروزT-DNA ،rolC ،trolC ،RT-PCRآگروباكتريوم، : واژه هاي كليدي

   h_mohajjel@tabrizu.ac.ir : يالكترونيك پست، 04133379762: نويسنده مسئول، تلفن *

  مقدمه
 )Agrobacterium rhizogenes(ريزوژنز آگروباكتريوم

و توليد ) tra, trb(داراي ژنهاي مورد نياز براي هميوغي 
بر روي ژنوم اصلي ) rep or reproduction(مثل رويشي 

 ين باكتري نيزا Ri (Root inducing)  پلاسميد. استخود 
و قسمتي  (vir or virulence)داراي ژنهاي بيماريزايي 

باشد كه بر  مي   T-DNA (Transferred DNA)موسوم به
 دنوجود دار opine)( اوپين و ژنهاي سنتز هاانكوژنروي آن 

انكوژنها رشد نئوپلاستيكي يا توموري سلولهاي . )12(
و با سنتز هورمونهاي گياهي ) 13( شدهميزبان را موجب 

ها  اوپين .)30(گردند تكثير سلولهاي توموري ميموجب 
تركيباتي با وزن مولكولي كم هستند كه حاصل تجمع يك 

به و  مي باشنداسيد كتو- αآمينه با يك قند يا يك اسيد

منبع كربن و نيتروژن براي باكتري محسوب  عنوان
  .شوند مي

نمودن ميزبان از ژنهاي متعددي  جهت تراژن آگروباكتريوم
 chromosomal( chvژنهاي  )الف :كند كه شاملاستفاده مي

virulence ( بر روي كروموزوم باكتري جهت شناسايي و
يندهايي آجهت فر virژنهاي ) ب ،اتصال باكتري به ميزبان

در ژنوم ميزبان  T-DNAچون آماده سازي، انتقال و الحاق 
در  T-DNAبرخي از ژنهاي ميزبان كه براي انتقال ) جو 

- يو الحاق آن در ژنوم به كار م گياهي سيتوپلاسم سلول
  .)33( ، مي باشدروند

) root-mat disease(هاي موئين يا حصيري سندرم ريشه
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به ژنوم ميزبان گياهي مي  T-DNAانتقال ناشي از كه ) 23(
عدم تمايل به  هاي بسيار منشعب كهباشد با ايجاد ريشه

از لحاظ . مي گرددمشخص را دارند  )ageotropic(جاذبه 
. ابه انواع طبيعي هستندها بسيار مشمورفولوژيك اين ريشه

قابليت باززايي گياهان زايا را دارند كه در  ژنهاي تراريشه
ها اين گياهان با ويژگيهايي چون كندي بسياري از گونه
هاي كوتاه شده، برگهاي چروكيده، كاهش رشد، ميان گره

هاي حجيم و آژئوتروپيك متمايز سي و ريشهأغالبيت ر
هاي موئين سندرم ريشهبه مجموع اين صفات . شوندمي

)hairy roots (شود گفته مي)ترين ويژگي ريشه مهم). 31-

در عدم حضور آنها هاي موئين قابليت رشد سريع 
 rol)گر ريشه هورمونها است كه به دليل حضور ژنهاي القا

genes)  و ژنهاي  سنتز هورمون اكسين(aux genes)  بر
  ).22(باشد مي T-DNAروي 

ريزوژنز . آي T-DNAمستقر برروي  rolخانواده ژنهاي 
- محسوب ميموئين هاي عامل اصلي ايجاد سندرم ريشه

 است rolDو  rolA ،rolB ،rolCاين ژنها شامل . شوند
در گياهان بالا بردن  rolات ژنهاي تأثيرمهمترين  .)27(

) 6(ميزان حساسيت گياه به هورمونها از جمله اكسين است 
جام گرفته بر روي گياهاني چون كه از طريق آزمايشهاي ان

N. tabacum  وL. corniculotus ييد قرار گرفته أمورد ت
اهميتي كه در بهبود لحاظ  به rolCژن ). 28و  25( است 

بيشتر از ژنهاي بر روي گياه دارد  صفات تزئيني و باغباني
 .)7( قرار گرفته است محققينمطالعه  مورد بررسي وديگر 

هاي با ايجاد سندرم ريشه rolCبيان ژن به لحاظ بيماريزايي 
و تغييراتي همچون توليد تركيبات ثانويه جديد، موئين 

 .است مأتوتغيير توازن هورموني گياه و ايجاد كلروز 
هاي جانبي، ايجاد برگهاي سوزني شكل، افزايش شاخه
هنگام، كاهش اندازه گلها و ايجاد نر عقيمي با گلدهي زود

ه از ديگر تغييرات مورفولوژيكي كاهش توليد دانه گرد
و  18، 10، 8( در گياهان مي باشد rolCژن  ناشي از بيان

، rolCهاي بيان ژن كنندهترين تنظيم يكي از مهم). 24
ناحيه پاسخ به طبق بررسيهاي به عمل آمده . ساكارز است

قرار   - 135 تا - 94ساكارز در پروموتر اين ژن در ناحيه 
ي ساكارز در بافتهاي فلوئم منجر به وجود منابع بالا. دارد

  ).35(در اين بافتها شده است  rolCبيان بالاي ژن 

اشاره بر هورمونهاي گياهي بايد   rolCژن تأثيراز نقطه نظر 
ها و ها، اكسينكه اين ژن بر ميزان سايتوكينين نمود

تغييراتي چون كاهش . گذاردمي تأثير) GA(ها جيبرلين
هاي فرعي اشاره بر يش ميزان شاخهغالبيت رأسي و افزا

و  Maurel). 36 و24(تغيير ميزان هورمون سايتوكينين دارد 
 هاي تراژنبا بررسي پروتوپلاست) 1991(همكارانش 

rolC اين سلولها را  يتوتون افزايش هايپرپلاريزاسيون غشا
عبارت ديگر ه ب .در مواجهه با اكسين به اثبات رساندند

وتوپلاستها در مواجهه با اين پر يپذيري غشاتحريك
  .)19( مي يابدهورمون افزايش 

كاهش اندازه گياه همراه با  rolC ژنزميني ترادر گياه سيب
. )14(هاي بيشتر مشاهده شده است جوانهتعداد 
مشاهده ) 1988(و همكارانش   Schmullingهمچنين

به علت كاهش ميزان  rolC ژننمودند كه در گياهان ترا
گيرد و در مقايسه با توسنتز كمتري انجام ميكلروفيل، ف

 انواع گياهان طبيعي برگها به رنگ سبز متمايل به زرد
ژن ( 35S-rolC ژنگياهان ترا. شوندنمايان مي )كلروزه(

rolC 35 قويتحت كنترل پروموترS  ويروسCaMV ( نيز
و در نتيجه  بودهدر برگها  داراي ميزان بيان بالاي اين ژن

  .)24( دهندكلروز بيشتري نشان مي چنين برگهايي

علاوه بر موارد ذكر شده در بالا تحريك توليد متابوليتهاي 
ثانويه و پروتئينهاي دفاعي در گياهان تراژن و نيز رابطه آن 
با راديكالهاي آزاد اكسيژن و پروتئين كينازهاي وابسته به 

در گياهان  rolC از ديگر نقشهاي ژن) CDPK(سايكلين 
  .)26و 5(مي باشد

هاي گياهي به طور طبيعي داراي تواليهاي برخي از گونه
آگروباكتريوم مي  T-DNAبا قسمتهايي از توالي مشابه 

 T-DNAيا   cT-DNA (cellular T-DNA)باشند كه به 
آزمايشات متعددي شباهت .  )32(سلولي موسوم است
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را به اثبات رسانده  cT-DNAو  T-DNAعملكردي ژنهاي 
 در گياه توتون،   rolCتوالي مشابه با ژن . )29و 3( اند

(tobacco rolC) trolC ه از نظر ك) 20(  شود ناميده مي
را در گياهان تراژن  rolCمورفولوژيك تغييرات مشابه ژن 

بين از نظر مولكولي شباهت عملكردي . )21(د ايجاد ميكن
اين  باشد و لذا درهمچنان ناشناخته مي  trolCو rolCژن 

اي از عملكرد مولكولي گوشهتا تصميم بر آن است تحقيق 
با بررسي نحوه بيان  trolCو  rolCكلروز توسط ژن  يالقا

ژنهاي كلروپلاستي در گياهان تراژن مورد بررسي و مطالعه 
  .گيردقرار 

  مواد و روشها
مورد استفاده در  تراژنتوتون گياهان : مورد استفاده گياهان

 ژن داراي (Nicotiana tabacum cv.samsun)ق اين تحقي
rolC وtrolC    در ژنوم خود مي باشند كه ژنها تحت

كنترل پروموتر القا شونده با گلوكوكورتيكوئيد  دگزامتازون 
)dexamethasone (گياهان در حضور  .مي باشند

دگزامتازون در شرايط تيمار و در غياب آن در شرايط 
غير تراژن به از گياهان علاوه ه ب. كنترل يا شاهد هستند

تراژن در  گياهانبذر  .استفاده شد ديگر نيز ينعنوان شاهد
انستيتو بيولوژي "توسط نويسندگان در ) 21(تحقيق قبلي 

  .ندشهر استراسبورگ فرانسه تهيه شد "مولكولي گياهي

 70دقيقه در اتانول  2بذرها به مدت : استرليزاسيون بذرها
 10كلريت سديم دقيقه در هيپو 15و سپس به مدت  درصد
استريل سطحي ) Tween 20حاوي يك قطره ( درصد
دقيقه با آب مقطر  10بار، هر يك به مدت  3سپس . شدند

استريل شستشو داده شدند و در انتها بذرها بر روي كاغذ 
 1حدود (صافي قرار داده شدند تا سطح بذرها خشك شود 

سپس بذرها روي محيط جوانه  ).ساعت در هود لامينار
حدود (قرار داده شدند  MS (Murashig and Skoog) يزن

درجه  23و در دماي ) بذر در هر ظرف كشت گياه 30- 20
ساعت روشنايي و هشت ساعت  16، شرايط سانتي گراد

زني بذرها جهت بعد از جوانه. تاريكي رشد داده شدند

 .بيان ژن مورد نظر به محيط دگزامتازون افزوده شد يالقا

متد  با مطابق( DNAاستخراج  - : ليآزمايشات مولكو
CTAB (  : گياه درون هاون  گرم از برگ ميلي 300حدود

به خوبي  CTABميكروليتر از بافر  500چيني همراه با 
دقيقه در  20محتويات هاون به مدت  ر ادامهد. ساييده شد

سپس يك حجم  .قرار گرفت درجه سانتي گراد 65دماي 
دقيقه ورتكس  5ضافه و به مدت ا ها از كلروفورم به نمونه

در دماي اتاق با سرعت  ژويسانتريفسپس . گرديد
rpm13500 انجام و فاز رويي به تيوب جديد منتقل شد .

به روش اتانول رسوب داده شد و بعد از  DNAدر انتها 
ليتر آب استريل اضافه و در ميكرو 30- 50خشك شدن 

  .نگهداري گرديد درجه سانتي گراد - 20

گياه درون  گرم از برگميلي 200حدود :  RNAج استخرا
 700در ادامه . هاون و در حضور ازت مايع ساييده شدند

ميكروليتر تريزول اضافه شد و كاملاً مخلوط گرديد تا 
ميكروليتر  200سپس به آن . محلول يكنواختي ايجاد شود

وژ يكلروفرم اضافه گرديد و پس از ورتكس كردن، سانتريف
درجه  4دقيقه در دماي  15به مدت  rpm14000با سرعت 
مايع رويي به تيوب جديد . صورت گرفت سانتي گراد

تيوبها . حجم ايزوپروپانول اضافه گرديد 2منتقل و به ميزان 
نگهداري  درجه سانتي گراد - 20به مدت يك شب در 
 4دقيقه در دماي  20وژ به مدت يشدند و روز بعد سانتريف

در . انجام شد rpm14000سرعت با  درجه سانتي گراد
دهي به روش اتانول انجام شد و بعد از خشك ادامه رسوب

ميكروليتر آب مقطر استريل عاري  30- 50شدن، به ميزان 
به منظور حذف مولكولهاي . به آن اضافه گرديد RNaseاز 

DNA ازRNA   استخراج شده، واكنشDNase  ط كيتتوس
Qiagen ي  و انجام گرفتبررسي كمRNA  با استفاده از

و محاسبه نسبت  (Eppendorf)دستگاه اسپكتروفتومتر 
 280نانومتر بر طول موج  260ميزان جذب طول موج 

  .صورت پذيرفت (A260/280)نانومتر 

 (از كيت cDNAبراي سنتز  :PCRو واكنش cDNA سنتز
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Superscript III  ساخت شركت (Invitrogene  استفاده
 rRNA 16sبه نام  housekeepingپرايمرهاي ژن  .گرديد

مورد استفاده قرار  سنتز شده cDNAبراي سنجش كيفيت 
گرفت و جهت نرماليزاسيون باندهاي حاصل، محصولات 

بعد از  .الكتروفورز گرديد درصد 1واكنش روي ژل آگارز 
) با همان شرايط(بعدي  PCRنرماليزاسيون، در واكنشهاي 

  .استفاده گرديداز پرايمرهاي اختصاصي قطعه ژني، 

  نتايج
آگروباكتريوم و  rolC گونه كه اشاره شد ژن همان

 انرا در گياه فنوتيپ كلروز -  trolC - هومولوگ گياهي آن
در اين تحقيق ). 23و 21(بيان كننده اين ژنها اعمال ميكنند 

در ايجاد اين ژنها  به منظور شناسايي عملكرد مولكولي
تا با طراحي  ن قرار گرفتمبنا بر ايكلروز در گياه توتون، 

ميزان بيان اين ژنها  ژنوم كلروپلاستي،پرايمرهاي گوناگون 
-RTتكنيكدگزامتازون توسط  با شده ءالقا گياهان تراژندر 

PCR  )Reversetranscription-PCR ( و آنها  گرددبررسي
 كه )#(غير تراژن و نيز گياهان نشده  ءالقا تراژن گياهانبا 

بذر در ابتدا  .شودروند مقايسه  كار ميبه شاهد  به عنوان

طبق دستورالعمل ذكر شده در بخش مواد و روشها گياهان 
زني قرار گرفتند تا اندازه استريل شده و در محيط جوانه

ها به حدي برسد كه براي انتقال به محيط حاوي گياهچه
dex )مناسب باشدجهت القاء بيان ژنها ) دگزامتازون 

ها به اين مرحله، از رسيدن گياهچهپس . )روز 15حدود (
البته براي هر  .گرفتندقرار  dexدر محيط كشت حاوي آنها 

به عنوان ( dexها در محيط فاقد نمونه نيمي از گياهچه
قرار داده شدند تا تغييرات فنوتيپي ايجاد ) ي ديگرشاهد

شده در هر گروه به صورت واضحي مورد تشخيص قرار 
  .)، الف و ب1تصوير(گيرد 

در اين مرحله صفات مورفولوژيكي همچون كلروزه شدن 
تر از حد هاي منشعب و كوتاهگياه ، كوتولگي و توليد ريشه

با  و گاهاً هاي گياهجا در ساقهه هاي نابريشهحتي  نرمال

اين ). زتا  ج، 1تصوير(انتهاي پيچ خورده مشاهده شدند 
و پس از  trolCو  rolC صفات مربوط به گياهان تراژن

و گياهان غير  ءتراژن بدون القابودند و در گياهان  ءالقا
  .مشاهده نشدند )شاهديا  #(تراژن 

  
ه ها را بهر كدام از گياهچه) هتا  ج). -(يا فاقد آن (+) در محيط داراي دگزامتازون  trolCو  rolC روزه تراژن  21هاي گياهچه) الف و ب -1تصوير

تفاوتي بين  #هاي  در گياهچه  .خوبي آشكار استه ب trolCو  rolC هاي تفاوتهاي مورفولوژيك ناشي از ژن. ستاداده شده صورت مجزا نشان 
بر روي   rolCي هارشد گياهچه)ز. rolCشده  ءجا بر روي ساقه در گياه القاه هاي نابتوليد ريشه) و. شودمشاهده نمي) ـ(يا عدم آن (+)  ءالقا حالت

  .شده آشكار است ءكاهش رشد كلي گياه و فنوتيپ كلروزه در گياهان القا .زكپارچه نا
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DNA هاي توتون ژنومي از بافت برگ گياهچه rolC 

,trolCو براي اطمينان از تراژن گرديد شاهد استخراج  و
و  rolC با پرايمر ژنهاي  PCRواكنش  ها،گياهچه بودن

trolC  مورد  صددر 1انجام و نتيجه بر روي ژل آگارز
مشاهده  2طوري كه در تصوير همان .بررسي قرار گرفت

 2و 1در لاين  trolCو  rolCشود باند مربوط به ژنهاي مي
، در حالي كه در ستون )bp500(قابل مشاهده است  كاملاً

. شوداين باند مشاهده نمي) 3لاين (مربوط به نمونه شاهد 
  .كردييد أتاين آزمايش تراژن بودن گياهان مورد بررسي را 

  
 هايهاي استخراج شده از گياهچهDNAروي بر   PCR -2تصوير 
rolC ) 1لاين(  ،trolC ) 3لاين ( #شاهد و ) 2لاين(. M  معرف

  .باشدماركر وزن مولكولي مي

 هاي استخراج شده و اطمينان ازRNAجهت سنجش كيفي 
بر روي اين  PCRواكنش  ،در آنها DNAعاري بودن 

RNA پرايمرهاي يك ژن  ه ازاستفادبا هاhouse keeping 
ل آگارز و نتيجه بر روي ژ شدانجام  16srRNAبه نام 

تصوير مربوطه آورده نشده (گرديد بررسي الكتروفورز 
مربوط به  ها باندنمونهكدام از  در هيچانتظار  مطابق ).است

rRNA16s  و به عبارت ديگر  نشدمشاهدهRNA هاي
عاري از  DNaseوب آنزيم دليل عملكرد خه استخراجي ب

DNA بودند.  

- ها به كمك آنزيم ترانسRNAرونويسي معكوس از روي 

 بر روي PCRواكنش و انجام گرفت ريپتاز معكوس ك
DNA  با استفاده از پرايمر ژنهاي سنتز شدهrolC  وtrolC ،

شده و  جهت اطمينان از بيان اين ژنها در گياهان تراژن القاء
  PCR .عدم القاء استفاده شد عدم بيان آنها در صورت

جهت نرماليزه  rRNA16sپرايمرهاي ژن  ديگري نيز با

 زيجه واكنش بر روي ژل آگارنمودن باندها انجام شد و نت
نتايج الكتروفورز ژل . مورد بررسي قرار گرفت درصد 1

بيان ژن به خوبي در همه گياهان آگارز نشان داد كه اين 
  .)3تصوير ( شودمي

  
و  rolCتوسط پرايمرهاي اختصاصي ژنهاي  RT-PCR -3رتصوي

trolC .M ( ،گياه ) 6و  5و ژنگياهان ترا) 1-4ماركر وزن مولكولي
و  rolCباندهاي مشاهده شده مربوط به ژنهاي . # تيپ وحشي

trolC  همراه با القاء توسطdex  (+)باشند مي)bp400(  و در
تصوير پايين مربوط به  .حضور ندارد  ) - (نشده اند  ءگياهاني كه القا

  .باشد مي rRNA16sتوسط پرايمرهاي ژن  PCRنتيجه واكنش 
نهاي ترين ژ يكي از مهم كه psbA بيان ژندر مرحله بعد، 

از ، اين ژن. گرديدمي باشد بررسي  گياه توتون يكلروپلاست
باشد و اختلال در لي درگير در مسير فتوسنتز ميژنهاي اص
موجب كاهش يا قطع توليد كلروفيل و در مي تواند  بيان آن

  .گرددنتيجه ايجاد كلروز 

 
) psbA .Mكلروپلاستي  توسط پرايمرهاي ژن RT-PCR -4صوير ت

 ءترتيب مربوط به گياهان القاه ب 4و  1لاينهاي ماركر وزن مولكولي، 
 ءمربوط به گياهان القا 3و  2شماره  لاينهاي و rolCو  trolCشده 

  .ي باشدنشده مذكور م

در گياهان  شودمشاهده مي 4گونه كه در تصوير همان
خوبي ه ب  psbAژن  ،بدون القاء  يrolC و trolC تراژن
  rolC ه در گياهان ، در صورتي ك)3و  2لاين (د شوميبيان 

و   ) 4لاين (شودمشاهده نمي  psbA ياني از ژنبالقاء شده 
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بسيار ضعيف  اين بياننيز القاء شده    trolCدر گياهان 
است كه  مطلب اين يدؤمفوق  آزمايشات. )1لاين ( است

 psbAبيان ژن كلروپلاستي  ،trolCو  rolCبيان ژنهاي با 
سنتز طبيعي اختلال در مي تواند كه نتيجه آن شده  لمخت

و  متابوليتهاي فتوسنتزي و در نهايت توليد طبيعي كلروفيل
يكي از  نندهكد ك psbA ژن. گرددايجاد كلروز  در نتيجه

باشد كه عدم بيان آن با اختلال مي IIپروتئينهاي فتوسيستم 
 هو سنتز نشدن كلروفيل و در نتيج IIدر تشكيل فتوسيستم 

  .عاملي براي ايجاد كلروز است

  نتيجه گيري و بحث 
هاي بسيار مهم كه امروزه ذهن بسياري از يكي از دغدغه

ه است، رفع محققان علوم گياهي را به خود مشغول نمود
پديده كلروز در بسياري از گياهان به ويژه انواع زينتي و 

از نقطه يابي اين موضوع به خصوص علت. خوراكي است
ژنتيكي و مولكولي آن در عصر حاضر از اهميت بسيار  نظر

كاهش محتواي كلروفيل در برگها . زيادي برخوردار است
وليد اختلال در مسير ت تواند به خاطر عواملي چونمي

، كمبود مواد معدني مانند  )4و  1( آن كلروفيل ويا تجزيه
و  گيري تركيبات سمي مانند تنتوكسين، به كار)17(آهن 

  .باشد) 16 و 2(زايش راديكالهاي آزاد اكسيژن اف

ژنهاي بسياري در ژنوم كلروپلاست گياهان وجود دارند كه 
ند موجب توابيان يا عدم بيان آنها مستقيم يا غير مستقيم مي

 اي در زمينهمطالعات گسترده. بروز كلروز در گياهان گردد
يافتن ارتباط ميان اين دسته از ژنها با پديده كلروز در 
گياهان مدل صورت گرفته است كه نشان دهنده وجود 

با ) 1996(و همكارانش  Yoshida. ارتباط ميان آنها است
وجه وجود بررسيهايي كه بر روي گياه برنج انجام دادند مت

كدكننده ( كلروپلاستي rpoBژن بين ميزان بيان ارتباط 
و ايجاد كلروز در ) پليمراز پلاستي RNAاز  βزيرواحد 

محققان با  ديگردر يك بررسي . )34( اين گياه شدند
كلروپلاستي ژنهاي  جهش يافته درگياهان توتون از استفاده 

rpoA ،rpoB  وrpoC1 )rpo¯ ( فنوتيپ سفيد رنگ

 psbAژنهاي . )11( را در گياهان مشاهده نمودند) وزهكلر(
ديگري از ژنهاي كلروپلاستي هستند كه  نيز دسته psbBو 

-اين ژنها كد. گرددعدم بيانشان موجب ايجاد كلروز مي

- مي IIكننده پروتئينهاي مربوط به كمپلكس فتوسيستم 

به علت وجود ) Barley(جو  گياهان تراژن در. باشند
، نقص عملكرد صحيح ي فوق الذكراجهش در ژنه

و در نهايت كلروپلاست عدم تكامل  و IIفتوسيستم 
و  Chen). 15(گرديده است مشاهده كلروزه  فنوتيپ

 ژن كد كننده مطالعه بر رويبا ) 2011(همكارانش 
گزارش كردند كه ) rbcL(زيرواحد بزرگ آنزيم روبيسكو 

گزوژن برخي عوامل ا تأثيرافزايش بيان اين ژن تحت 
به افزايش محتواي منجر ) H2S(سولفيد هيدروژن همچون 
 شود و سبز شدن هرچه بيشتر آنها مي گياهاندر كلروفيل 

)9(.  

گذار تأثيربه يكي ديگر از ابعاد بسيار مهم و  پژوهش حاضر
ان گياه به كارگيريفنوتيپ كلروز در گياهان، با  در ايجاد

ب اين گياه هدف از انتخا. توتون پرداخته است تراژن
ساده   ،سازيآسان و راندمان بالاي تراژنعلاوه بر كشت 

 تأثيردر اين تحقيق . باشدآشنايي زياد با ژنوم آن ميو  بودن
يعني ژن  -وارد شده به ژنوم گياه  خارجيو نقش ژنهاي 

rolC  و هومولوگ گياهي آن در  ريزوژنز. آاز باكتري
وز مورد توجه قرار كلر بر روي پديده  -trolCتوتون يا ژن 

ژن دست آمده نشان داد كه ه ب نتايج. گرفته شده است
در  trolCو  rolC  در گياهان تراژن psbAكلروپلاستي 

كه با ، در حاليخوبي بيان مي شوده بصورت  عدم القاء 
كاسته و حتي   psbA، بيان ژن trolCو  rolCژنهاي  يالقا

ن تراريخت نيز كه در واقع با زردي گياها مي گرددمتوقف 
پروتئينهاي سازنده يكي از اين ژن كد كننده . استم أتو

باشد كه عدم بيان آن با اختلال در تشكيل مي IIفتوسيستم 
و سنتز نشدن كلروفيل در اين گياهان و در  IIفتوسيستم 

با توجه به هومولوژي . مي باشدنتيحه ايجاد كلروز در آنها 
و  trolCو  rolCي ژنهاي  اتوالي نوكلئوتيدي و اسيد آمينه

پروتئينهاي مربوطه و شباهتهاي فيزيومورفولوژيك حاصل 
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كه شامل مواردي چون  trolCو  rolCاز گياهان تراريخت  
هاي كوتاه و پيچ خورده و نيز كاهش رشد كلي گياه، ريشه

باشد و نيز وجود مي) 21(افزايش جذب قند و نشاسته 
و  RolCبا پروتئينهاي پروتئينهاي ميانكنش كننده مشابه 

tRolC  مثل پروتئين  TCP13) نتايج منتشر نشده محجل

تحقيق پيش رو شباهت عملكردي ژنهاي ) و همكاران شجا
rolC  وtrolC   كه  مي رساندرا در سطح مولكولي به اثبات

به عبارت ديگر . باشندهمراستا با مشاهدات فتوتيپي مي
rolC  وtrolC  ص با كاهش بيان يك ژن خا)psbA (

  .دگردنمي) كلروز(موجب تظاهر يك فنوتيپ خاص 
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Study of the effect of rolC and trolC genes on chlorosis in Tobacco 

plants 
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Abstract 

The rol (rooting locus) genes are located on T-DNA (Transferred DNA) of 
Agrobacterium rhizogenes and induce the morphological and developmental 
abnormalities upon the integration in to the plant genome. In this study we investigated 
the effect of bacterial rolC gene and its homologue in Tobacco -tobacco rolC or ''trolC'' 
gene- on growth of Nicociana tabaccum cv.samsun plants.  In the first time, the 
presence of rolC and trolC genes was confirmed in transgenic lines and then using RT-
PCR technique, we have shown that the transgenic plants expressing the bacterial rolC 
or tobacco trolC genes -which demonstrate the chlorotic phenotype-, have very low or 
no expression of the chloroplastic gene ''psbA''.  This gene encodes for one of the 
proteins of photosystem II. We conclude that the lack of expression of chloroplastic 
psbA gene and thus the defective feature of chloroplasts in rolC/trolC transgenic plants 
may cause the chlorotic phenotype of these plants. 
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