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در گياهان تنباكو  نيتراتبه كمبود  نسبت) PIABS( فتوسنتزي كاراييپاسخ شاخص 
)Nicotiana plumbaginifolia ( تراريخته شده با ژن ناقل نيتراتAtNRT2.1  با استفاده

   aاز فلئورسنس كلروفيل 
   *رضا حسامي و منصور شريعتي

  شناسي اصفهان، دانشگاه اصفهان، دانشكده علوم، گروه زيست

  15/10/91 :تاريخ پذيرش    8/3/91 :اريخ دريافتت
  چكيده

 HATS )High Affinityمربوط به سيستم ترابري با تمايل بالا  AtNRT2.1مطالعات بر روي گياه تنباكو تراريخته شده با ژن 

Transport System (گيري وزن تر و خشك از حساسيت كافي براي نشان دادن است كه استفاده از روش اندازهنشان داده
 aدر اين تحقيق از روش حساستر فلئورسنس كلروفيل  رو ازايناي ميان گياهان تراريخته و خودرو برخوردار نيست، هتفاوت

و نيترات در  در محيط هيدروپونيك كشت  AtNRT2.1تراريخته شده با ژن گياهان تنباكو خودرو و بدين منظور. استفاده گرديد
كلروفيل نسبي و  ،گياهان مورد سنجش وزن تر. كشت افزوده شد به محيطHATS غلظت كم در محدوده فعاليت سيستم 

داري در وزن تر و  تفاوت معنيكه نتايج نشان داد . قرار گرفتند aبا استفاده از فلئورسنس كلروفيل ) PIABS(شاخص كارايي 
به گياه  گياهان تراريخته نسبتدار پارامتر شاخص كارايي در  تفاوت معني. كلروفيل نسبي در گياه خودرو و تراريخته وجود ندارد

در  يدهد كه اين برتري احتمالا ناشي از جذب بهتر نيترات در اثر بيان دائمي ژن انتقال ساعت اول آزمايش نشان مي 4خودرو در 
  .ساعات اوليه آزمايش باشد

  (N. Plumbaginifolia)، تنباكو AtNRT2.1، شاخص كارايي، ژن aنيترات، فلئورسنس كلروفيل :هاي كليدي واژه

  mansour_shariati@yahoo.com  :ي، پست الكترونيك031-37932472: نويسنده مسئول، تلفن *

  مقدمه 
زيرا اين  ،باشد نيتروژن يك عنصر اساسي براي زندگي مي

دو ماكرومولكول مهم  عنصر يكي از اجزاي ساختماني
). 18(باشد  ها و اسيدهاي نوكلئيك مي بيولوژيك، پروتئين

وژن موجود در خاك به اشكال مختلفي شامل نيترات، نيتر
  نيترات . آمونيوم، اوره، اسيدهاي آمينه و غيره وجود دارد

) -NO3 ( مهمترين منبع نيتروژن معدني در خاكهاي داراي
گياهان نيترات مورد نياز خود را ). 12(باشد  تهويه كافي مي

ي از محلول خاك از خلال غشاء پلاسمايي سلولهاي اپيدرم
مطالعات ). 12(كنند و كورتكس ريشه جذب مي

هاي بالاتر  ترموديناميكي مشخص كرده كه حتي در غلظت
نيترات در خاك، جذب اين تركيب نيازمند يك سيستم 

باشد و مطالعات فيزيولوژيك مداركي را دال  فعال ثانويه مي
ارائه ) +H(بر جذب نيترات به صورت همراه با پروتون 

اين جذب نيترات وابسته به فعاليت پمپ بنابر. اند كرده
بر اساس مطالعات ). 12(باشد  مي) H+-ATPase(پروتون 

فيزيولوژيكي سه نوع فرايند جذب مختلف براي نيترات 
 LATSتمايل پايين بنام  يافت شده است، يك سيستم با

)Low Affinity Transport System (هاي  كه در غلظت
نمايد و دو  فعاليت مي) رمولا 5/0بيش از (بالاي نيترات 

 HATS )High Affinityسيستم با تمايل بالا بنام 

Transport System (هاي كم نيترات  كه در غلظت) كمتر از
كه به صورت  cHATSنمايند، شامل  فعاليت مي) مولار 5/0
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كه به  iHATSشود و نوع  بيان مي) Constitutive(دائمي 
دو . كند يترات عمل ميبا ن) inducible(صورت القاءشونده 

 NRT2و ) NRT1 )Nitrate transporter1خانواده ژني 
)Nitrate transporter2( اند كه  در گياهان عالي يافت شده
از . باشند مي HATSو  LATSترتيب مسئول سيستم  به

در جذب  NRT2.2و  NRT2.1دو ژن  NRT2خانواده ژني 
اي خانواده هدر گياهان عالي ژن). 26(نيترات نقش دارند 

NRT2  تنباكو )28و  25(، جو )30و  11(در آرابيدوپسيس ،
در تنباكو . اند شناسايي شده) 4(و سويا ) 29(، گندم )22(

ها  وجود دارد كه در ريشه NRT2يك يا دو ژن از خانواده 
در گياه آرابيدوپسيس كه بيشتر ). 22(بيان بالايي دارد 

در آن  HATS مطالعات مربوط به جذب نيترات از طريق
جداسازي شده  NRT2، هفت ژن از خانواده انجام شده

، AtNRT2.1 ،AtNRT2.2 ،AtNRT2.3است كه با نامهاي 
AtNRT2.4 ،AtNRT2.5 ،AtNRT2.6 و AtNRT2.7 

اهميت  NRT2.1در اين بين ). 30و  14(اند  نامگذاري شده
دارد  iHATSبيشتري در جذب نيترات از طريق سيستم 

به تنهايي در فرايند جذب نيترات  NRT2.1 پروتئين). 21(
كه  NAR2بلكه به يك پروتئين ديگر بنام  ،كند عمل نمي

ناميده شده ) AtNRT3.1 )Nitrate transporter 3اخيرا 
و  20(كه اين موضوع در آرابيدوپسيس  ؛نياز دارد ،است

كه  دارداز آن  حكايتها  گزارش. نشان داده شده است) 21
در گياه تراريخته شده تنباكو با ژن  NRT2.1بيان زياد ژن 

NpNRT2.1 )13 ( و افزايش ميزانmRNA  مربوط، باعث
روي  از طرفي تحقيقات بر. است نشدهجذب زياد نيترات 

از گياه  AtNRT2.1گياه تنباكو تراريخته شده با ژن 
كه گياه  دارداز آن  حكايت) 31و  2، 1(آرابيدوپسيس 

ساعت اول، نسبت به نوع تراريخته فقط در دو تا سه 
داري  خودرو جذب بيشتري دارد و پس از آن تفاوت معني

. در ميزان جذب نيترات بين دو نوع گياه مشاهده نشد
همچنين مقايسه وزن خشك و وزن تر عدم تفاوت 

رسد مقايسه تغييرات  داري را نشان داد كه به نظر مي معني
در (لار ميكرو مو 200تا  100وزن در ميزان كم نيترات 

مقايسه  برايتواند از حساسيت لازم  نمي) HATSمحدوده 
از طرفي نتايج . گياه تراريخته با نوع خودرو برخوردار باشد

كه در برخي حالات گياه تراريخته ) 3(نشان داده است 
. ميزان كلروفيل نسبي بيشتري نسبت به نوع خودرو دارد

 IIكه فتوسيستم  دارداز آن  حكايتها  برخي گزارش
)PSII (نسبت به شرايط مختلف فيزيولوژيكي و تنشي گياه 

حساس است ) 17و  9، 7(كمبود نيترات  ازجمله) 23و  6(
 a گيري فلئورسنس كلروفيل  رسد با اندازه كه به نظر مي

  توان به يك راه و تحليل پارامترهاي آن مي PSIIمربوط به 
 هاي واكنشمناسب براي تحليل شرايط دروني و  حل
 بنابراين. ياهان مختلف در وضعيتهاي مختلف دست يافتگ

بررسي تفاوت گياه تراريخته شده با ژن  برايبه نظر رسيد 
AtNRT2.1  از گياه آرابيدوپسيس نسبت به نوع خودرو از

) PIABS(فتوسنتزي ي يكاراسيستم حساستري مانند شاخص 
 aتهاجمي فلئورسنس كلروفيل  گيري غير از طريق اندازه

كه در طول آزمايش برخلاف ساير  طوري هب ،ده گردداستفا
گيري و  هاي معمول فيزيولوژيكي مانند عصاره آزمايش

استخراج تركيبات سلولي، گياه آسيب نديده و كاملا در 
  .گردد بررسي مي in vivoشرايط 

  مواد و روشها
بذرهاي كاشته شده در اين تحقيق از آزمايشگاه پروفسور 

Glass  از دانشگاهUBC  ونكوور كانادا تهيه شدند و شامل
بذرهاي خودرو فاقد هر گونه ژن انتقالي، داراي ژن 

NRT2.1  خودي و بذرهاي تراريخته تنباكو لاينB11 
از گياه  NAR2و  NRT2.1داراي ژن انتقالي ) T2نسل (

آرابيدوپسيس و ماركر ژني مقاومت به كانامايسين و تحت 
) CaMV(ئيك گل كلم از ويروس موزا 35Sكنترل پروموتر 

ونكوور  UBCباشند، كه توسط شريعتي در آزمايشگاه  مي
از نظر انتقال ) 1387(كانادا و نيز توسط علمي و همكاران 
  ).2(قرار گرفتند ييد أتو حضور ژن و هموزيگوسيتي مورد 

بذرهاي گياهان خودرو و تراريخته شده لاين : شرايط رشد
B11 7و ارتفاع  8با قطر  گياه تنباكو در گلدانهاي كوچك 
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گرم  5/1متر بر روي خاك تجاري پيت ماس حاوي  سانتي
سپس . كشت شدند 4/12-5- 7/14با نسبت  NPKكود 

ميكرومول فوتون  150گلدانها به اتاقك كشت با شدت نور 
 8و ي يروشناساعت  16بر مترمربع بر ثانيه و رژيم نوري 

شب  C ° 1±24روز و  C ° 1±27ساعت تاريكي در دماي 
ده روز پس از كشت بذرها طي عمل . منتقل شدند

مدت يك به ها  گياهچه. ها ظاهر شدند زني گياهچه جوانه
تا از لحاظ اندازه و استقامت  كردندماه در اين شرايط رشد 

انتقال به محيط هيدروپونيك به حد مناسب  برايساقه 
  .برسند

در اين آزمايش از محيط كشت  :محيط هيدروپونيك
با ) 10(جانسون  1/0پونيك تعديل شده با غلظت هيدرو

 H3BO3، )ميكرو مولار CaSO4, 2H2O )400تركيبي شامل 
، )ميكرو مولار 2/0( MnSO4, H2O، )ميكرو مولار 5/2(

ZnSO4, 7H2O )2/0 ميكرو مولار( ،CuSO4, 5H2O )05/0 
، )ميكرو مولار 05/0( Na2MoO4, 2H2O، )ميكرو مولار

FeSO4, 7H2O - EDTA )2 ميكرو مولار( ،MgSO4, 

7H2O )100 ميكرو مولار( ،KH2PO4 )200 ميكرو مولار( ،
K2SO4 )400 ميكرو مولار ( وCa(NO3)2, 4H2O ) بر

. ليتر استفاده شد 15هايي به گنجايش  در تانك) حسب نياز
pH  نگهداري  5/6محيط هيدروپونيك مذكور در حدود
يترات كلسيم ازت مورد نياز گياهان، نمين أتمنبع . شد

Ca(NO3)2  محدوده  هاي آزمايشبود كه برايHATS 
 LATSهاي محدوده  ميكرو مولار و آزمايش 200مقدار 
  .ميلي مولار در نظر گرفته شد 5مقدار 

قبل از افزودن نيترات به محيط كشت در  :بررسي وزن تر
مربوط به  هاي آزمايشو بعد از انجام  HATSمحدوده 

 بعدمحلول غذايي خارج شدند و فلئورسنس، گياهان از 
ها توسط كاغذ صافي  آب موجود بر روي سطح ريشه

گيري وزني قرار  خشك گرديد و گياهان مورد اندازه
بدين صورت كه وزن تر هر گياه جداگانه توسط . گرفتند

تكرار جداگانه  3اين عمل در . گيري و ثبت شد ترازو اندازه
  .انجام شدگياه براي هر لاين  6و هر كدام شامل 

انجام  براي: aسنجي فلئورسنس كلروفيل  طيف
گيري فلئورسنس به روش  از اندازه aسنجي كلروفيل  طيف

nonmodulated  ميكروثانيه و  10بسيار سريع با دقت زمان
گيري فلئورسنس  قبل از اندازه. ثانيه استفاده شد 1به مدت 

گيرد  يگيري قرار مابتدا بخشي از برگ گياه كه مورد اندازه
دقيقه در تاريكي  15هاي مخصوص براي با استفاده از گيره

)dark adapted (هاي نوري از  قرار گرفته تا همه سيستم
گيري تعيين زمان قرار براي. تخليه گردند) الكترون(انرژي 

، 30، 25، 20، 15، 10 ،در تاريكي، گياهان به مدت صفر
 ته و ميزاندقيقه در تاريكي قرار گرف 60و  50، 40، 35

Fv/Fm )هاي فتوشيميايي بازده كوانتومي اولين واكنش (
 15و با توجه به اينكه پس از  )16( گيري گرديد اندازه

اين زمان انتخاب  ،ثابت باقي ماند Fv/Fmدقيقه ميزان 
هاي  گيري فلئورسنس با استفاده از لامپ اندازه براي. گرديد
LED  دستگاهHandyPEA )Plant Efficiency Analyzer, 

Hansatech, UK (ها به  نور قرمز فوق اشباع فتوسيستم
ميكرومول فوتون در مترمربع در ثانيه با طول  3200مقدار 
نانومتر به سطح نمونه تابانيده و همزمان  650موج 

- سپس داده. گيري شدفلئورسنس تابيده شده از برگ اندازه

ه و مورد تجزي BiolyzerHP3افزار  هاي حاصل توسط نرم
سيستم فتوسنتزي  تحليل قرار گرفته و شاخص كارايي

PIABS )Performance Index per Absorbance ( گياهان
: هاي گيري شاخص تراريخته و خودرو با استفاده از اندازه

 / RC/ABS) (Reaction Centre(بازده جذب نور 

Absorbance(كارايي كوانتومي فتوشيميايي اوليه ، 

)TR0/ABS) (Trapping per Absorbance ( و كارايي
 ET0/TR0) (Electron Transport(كوانتومي انتقال الكترون 

per Trapping (گيري و از تا آخرين پذيرنده الكترون اندازه
  . محاسبه گرديد) 15( فرمول زير

PIABS = (RC/ABS) . [(ETO/TRO)/l -(ETO/TRO)] . 
[ETO/ABS/1-(ETO/TRO)] 
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برگ (ترتيب از بالا  برگ به 5ياه در اين مرحله از هر گ
سنجي قرار  مورد طيف) 5برگ شماره (به پايين ) 1شماره 

عنوان مقدار مربوط به هر گياه  برگ به 5گرفت و ميانگين 
  .در نظر گرفته شد

گياهان خودرو و تراريخته شده لاين  :HATSشرايط 
B11  ليتري داراي محيط  15به صورت مشترك به تانكهاي

ميكرومولار  500ك يك دهم جانسون حاوي هيدروپوني
گياهان به مدت يك هفته در اين . نيترات منتقل شدند

به محيط هيدروپونيك تازه  بعدشرايط قرار داده شدند و 
داراي همه تركيبات غذايي بجز نيترات منتقل شدند تا با 
ايجاد شرايط محروميت از نيترات هم ذخاير ازت گياهان 

. خاموش گردد iHATSم القايي كاهش يابد و هم سيست
انجام آزمايشهاي اصلي  برايبعد از يك هفته، گياهان 

مجدداً به محيط كشت تازه فاقد نيترات منتقل و يك روز 
سپس . در محيط جديد قرار داده شدند يمنظور سازگار به

غلظت مورد نياز فعاليت سيستم (ميكرومولار نيترات  200
HATS (زمانهاي صفر به محيط كشت اضافه و در 

ساعت از  24و  4، )بلافاصله پس از افزودن نيترات(
تكرار  3اين مرحله در . گياهان طيف فلئورسنس گرفته شد

ليتري محيط  15تانك  2جداگانه و هر تكرار شامل 
گياه  3گياه خودرو و  3هيدروپونيك هر كدام شامل 

گياه  6در مجموع هر تكرار جداگانه شامل (تراريخته 
  . انجام گرديد) گياه تراريخته 6و خودرو 

هاي انجام شده در علاوه بر آزمايش: LATSشرايط 
عنوان مطالعات اضافه و تكميلي،  به HATSمحدوده 

بدين منظور . تكرار گرديد LATSآزمايشها در محدوده 
، گياهان براي HATSهاي محدوده پس از انجام آزمايش

سپس . ل يافتندمدت يك هفته به محيط بدون نيترات انتقا
يك روز قبل از انجام آزمايش به يك محيط هيدروپونيك 

ميلي  5سپس نيترات به غلظت نهايي . تازه منتقل شدند
، به محيط )LATSغلظت مورد نياز فعاليت سيستم (مولار 

بلافاصله ( در زمانهاي صفر aاضافه و فلئورسنس كلروفيل 

. يري گرديدگساعت اندازه 24و  4، )پس از افزودن نيترات
دو شرايط  مربوط به هر aفلئورسنس كلروفيل  يهاداده

HATS  وLATS افزار  بوسيله نرمBiolyzerHP3  بررسي
  .گرديد

بررسي اثر جذب نيترات  براي: گيري كلروفيل نسبي اندازه
بر روي محتواي كلروفيل نسبي در گياهان تراريخته در 

 لئورسنسگيري ف قياس با گياهان خودرو، پس از اندازه
گيري محتواي  ، گياهان توسط دستگاه اندازهaكلروفيل 

مورد  Minolta – SPAD-502(Japan)كلروفيل مدل 
براي اين . بررسي محتواي كلروفيل نسبي قرار گرفتند

برگ  5منظور كلروفيل نسبي در سه نقطه از هر برگ براي 
ميانگين اعداد مربوط به . از هر گياه اندازه گيري شد

عنوان ميانگين  كلروفيل نسبي سه نقطه يك برگ بهمحتواي 
 5كلروفيل نسبي برگ و ميانگين اعداد مربوط به كلروفيل 

عنوان محتواي كلروفيل نسبي هر گياه  برگ يك گياه به
اين عمل براي سه تكرار مستقل هر كدام براي . محاسبه شد

 .دو تانك حاوي سه گياه از هر لاين انجام شد

  نتايج
جذب نيترات بر روي وزن تر در شرايط ر ثيأتبررسي 
HATS : ميكرو  200در غلظت (بررسي اثر جذب نيترات

بر وزن تر گياهان خودرو و ) HATSمولار در محدوده 
همانطور كه . نشان داده شده است 1تراريخته در شكل 

داري  از عدم تفاوت معني حكايتگردد، نتايج  مشاهده مي
و گياهان فاقد اين ) تراريخته(بين گياهان داراي ژن انتقالي 

  .دارداز نظر وزن تر ) خودرو(ژن 

سيستم فتوسنتزي در ) PIABS(مطالعه شاخص كارايي 
 2شكل :iHATSشرايط كمبود نيترات در محدوده 

مقايسه شاخص كارايي سيستم فتوسنتزي در گياهان تنباكو 
تراريخته و خودرو در شرايط كمبود نيترات در محدوده 

iHATS ميكرومولار نيترات نشان  200ر غلظت را د
ساعت  4كه به فاصله  دارد از آن حكايتنتايج . دهد مي
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در گياهان  PIABSپس از افزودن نيترات ميزان شاخص 
درصد  145تراريخته نسبت به زمان صفر آزمايش حدود 

 افزايش نشان داده است، كه اين مقدار در گياهان خودرو
دار بوده و  تفاوت معنياين . باشد درصد مي 110حدود 
دهنده افزايش بيشتر كارايي سيستم فتوسنتزي به ميزان  نشان

درصد در گياهان تراريخته در قياس با گياهان  32تقريبي 
ساعت  24در زمان اابته . باشد ساعت مي 4خودرو در زمان 

اين شاخص در گياهان تراريخته نسبت به خودرو تفاوت 
بنابراين كارايي سيستم دهد،  داري را نشان نمي معني

از طرفي . فتوسنتزي در دو نوع گياهان برابر شده است
PIABS  4ساعت نسبت به زمان  24هر دو لاين در زمان 

كه اين  طوري هدهد، ب داري را نشان مي ساعت افزايش معني
  . باشد درصد مي 35افزايش در حدود 

  
در اثر جذب مقايسه وزن تر بين گياهان خودرو و تراريخته  -1شكل 
مقايسه . باشند مي انحراف معيار ±مقادير، ميانگين سه تكرار      نيترات

به صورت دو به دو  t-testروش آزمون از ها با استفاده  ميانگين
. است انجام شدهدرصد  5دار  جداگانه و در سطح حداقل اختلاف معني

  .باشد دار مي بيانگر اختلاف معني :*

 

مقدار ( PIABSغييرات نسبت به زمان صفر مقايسه درصد ت -2شكل 
كارايي سيستم فتوسنتزي تا آخرين پذيرنده الكترون نسبت به واحد 

ساعت پس از  24و  4بين گياهان خودرو و تراريخته، ) جذب نور
  )HATSدر محدوده (ميكرو مولار نيترات  200افزودن 

ها  ميانگين مقايسه. باشند مي انحراف معيار ±مقادير، ميانگين سه تكرار 
به صورت دو به دو جداگانه و در  t-testروش آزمون از با استفاده 

بيانگر  :. *است انجام شدهدرصد  5دار  سطح حداقل اختلاف معني
   .باشد دار مي اختلاف معني

در طول گياه ) PIABS(بررسي تغييرات شاخص كارايي 
ه دهند نشان 3شكل  ):از بالا به پايين( 5تا  1هاي  از برگ

در طول گياه از برگهاي ) PIABS(ميزان شاخص كارايي 
در گياهان خودرو و ) 5تا  1شماره (بالايي به پاييني 

گردد در تمام  همانطور كه ملاحظه مي. باشد تراريخته مي
از بالا  5تا  1هاي  زمانهاي مورد بررسي بطور كلي از برگ

ي از طرفي در تمام. يابد كاهش مي PIABSبه پايين ميزان 
علاوه . يابد افزايش مي PIABSها با گذشت زمان ميزان  برگ

 PIABSهاي بالايي تفاوت بيشتري در مقادير  بر اين در برگ
شود، بدين  ساعت مشاهده مي 24و  4بين زمانهاي صفر، 

حدود  PIABSصورت كه در زمان صفر در برگ اول مقدار 
اعت س 4باشد، در ادامه با افزودن نيترات در زمان  مي 30

ساعت به  24و در زمان  50به حدود  PIABSمقدار شاخص 
اما در برگ پنجم دامنه تغييرات اين . رسيده است 65حدود 

در  10باشد و از حدود  شاخص نسبت به زمان كمتر مي
از . رسد ساعت مي 24در زمان  20زمان صفر به حدود 

نسبت  PIABSدر گياهان تراريخته ميزان  3طرفي در برگ 
هان خودرو در تمام زمانهاي مورد بررسي تفاوت به گيا
بجز در زمان ( نيز 4همين روند در برگ . داري دارد معني
  .شود مشاهده مي) صفر

) a )PIABSمطالعه شاخص كارايي فلئورسنس كلروفيل 
 4شكل  :LATSدر اثر تيمار با نيترات در محدوده 

گياهان تنباكو ) PIABS(درصد تغييرات شاخص كارايي 
 24و  4هاي خودرو و تراريخته در زمانهاي صفر،  نلاي
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در (ميلي مولار  5ساعت پس از افزودن نيترات به مقدار 
  .دهد نشان مي به محلول غذايي آنها را) LATSمحدوده 

 

در طول گياه از برگهاي ) شاخص كارايي( PIABSتغييرات  -3شكل 
 24و  4فر، در زمان ص بالا به پايين در گياهان خودرو و تراريخته،

  )HATSدر محدوده (ميكرومولار نيترات  200ساعت پس از افزودن 

ها  مقايسه ميانگين. باشند مي انحراف معيار ±مقادير، ميانگين سه تكرار 
به صورت دو به دو جداگانه و در  t-testروش آزمون از با استفاده 

بيانگر  :. *است انجام شدهدرصد  5دار  سطح حداقل اختلاف معني
  .باشد دار مي ختلاف معنيا

  
مقدار ( PIABSمقايسه درصد تغييرات نسبت به زمان صفر  -4شكل 

كارايي سيستم فتوسنتزي تا آخرين پذيرنده الكترون نسبت به واحد 
ميلي مولار  5بين گياهان خودرو و تراريخته در اثر تيمار با ) جذب نور

انحراف  ±رار مقادير، ميانگين سه تك   )LATSدر محدوده (نيترات 
به  t-testروش آزمون از ها با استفاده  مقايسه ميانگين. باشند مي معيار

 5دار  صورت دو به دو جداگانه و در سطح حداقل اختلاف معني
  .باشد دار مي بيانگر اختلاف معني :. *است انجام شدهدرصد 

ساعت در هر دو لاين نسبت  4مطابق اين شكل در زمان 
درصد افزايش در شاخص  10ش حدود به زمان صفر آزماي

PIABS داري بين گياهان  شود، اما اختلاف معني مشاهده مي
تراريخته و خودرو از نظر كارايي سيستم فتوسنتزي وجود 

از عدم  حكايتساعت نيز  24نتايج مربوط به زمان . ندارد
داري بين گياهان تراريخته و خودرو از نظر  تفاوت معني

در  ،علاوه بر اين. داردفتوسنتزي  افزايش كارايي سيستم
درصد و  50ساعت نسبت به زمان صفر حدود  24زمان 

 PIABSدرصد افزايش در  40ساعت حدود  4نسبت به زمان 
  . شود گياهان تراريخته و خودرو مشاهده مي

  
مقايسه محتواي كلروفيل نسبي در گياهان تراريخته در قياس  -5شكل 

 LATSپاسخ به جذب نيترات در محدوده با گياهان خودرو تنباكو در 
انحراف  ±مقادير، ميانگين سه تكرار     )ميلي مولار 5با غلظت نهايي (

به  t-testروش آزمون از ها با استفاده  مقايسه ميانگين. باشند مي معيار
 5دار  صورت دو به دو جداگانه و در سطح حداقل اختلاف معني

  .باشد دار مي بيانگر اختلاف معني :. *است انجام شدهدرصد 

گيري محتواي كلروفيل نسبي در گياهان خودرو و  اندازه
 :LATSتراريخته در اثر جذب نيترات در محدوده 

مقايسه محتواي كلروفيل نسبي گياهان تراريخته و  5شكل 
گردد، در  همانگونه كه ملاحظه مي. دهد خودرو را نشان مي

داري  وفيل نسبي افزايش معنيگياهان تراريخته محتواي كلر
 6شكل . دهد را نسبت به گياهان خودرو نشان نمي

دهنده محتواي كلروفيل نسبي در طول گياه از برگهاي  نشان
بالايي به پاييني پس از افزودن نيترات به محيط غذايي 

همانطور كه ملاحظه . باشد مي LATSگياهان در محدوده 
ول گياهان تراريخته گردد محتواي كلروفيل نسبي در ط مي

يابد  كاهش مي 5تا  1و خودرو از بالا به پايين از برگهاي 
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مطابق اين شكل فقط . به بعد مشهودتر است 3كه از برگ 
داري بين گياهان خودرو و  اختلاف معني 5در برگ 

داري  تفاوت معني 4تا  1تراريخته وجود دارد و در برگهاي 

كه ميانگين همه  وريط هب ،گردد بين دو لاين مشاهده نمي
  .دهد داري را نشان نمي برگهاي گياهان تفاوت معني

 

 5با غلظت نهايي ( LATSاز بالا به پايين در اثر تيمار با نيترات در محدوده  5تا  1مقايسه محتواي كلروفيل نسبي در طول گياه از برگهاي  -6شكل 
به صورت دو به دو جداگانه و  t-testروش آزمون از ها با استفاده  مقايسه ميانگين. باشند مي رانحراف معيا ±مقادير، ميانگين سه تكرار    )ميلي مولار

  .باشد دار مي بيانگر اختلاف معني :. *است انجام شدهدرصد  5دار  در سطح حداقل اختلاف معني

  بحث
از آنجا كه جذب نيترات با افزايش بيوماس در گياهان 

هاي قبلي  توجه به گزارش و با) 8(ارتباط مستقيمي دارد 
مبني بر افزايش جذب نيترات در گياهان تنباكو ) 31، 2(

در مقايسه با گياهان  AtNRT2.1تراريخته شده با ژن 
ساعت اول آزمايش و برابر شدن  3تا  2فقط در  ،خودرو

ميزان اندك جذب نيترات در ثير أتمقدار جذب پس از آن، 
مورد بررسي قرار بر ميزان وزن تر گياه  HATSمحدوده 

كه  داشت آناز  حكايتگيري وزني  نتايج اندازه .گرفت
داري در وزن تر بين گياهان خودرو و  تفاوت معني

در . جذب نيترات مشاهده نشدثير أتتراريخته تحت 
در گياه  iHATSمطالعات قبلي جذب نيترات در محدوده 

در بيوماس در را داري  تراريخته تنباكو عدم تفاوت معني
و ) 3، 2(است  كردهقايسه با گياهان خودرو گزارش م

اند كه جذب نيترات در مقياس بسيار  اينطور تفسير نموده
و در مقادير ميكرومولار  iHATSاندك در محدوده 

گيري در بيوماس و تواند منجر به تغييرات قابل اندازه نمي
از طرفي به علت مدت زمان كوتاه قرار . وزن تر شود

در اختيار گياهان، فرصت كافي براي جذب  گرفتن نيترات
مقادير مورد نياز نيترات براي افزايش قابل توجه در وزن 
گياهان نسبت به ابتداي شروع آزمايش وجود نداشته است، 

  .كنند ميييد أتهاي ما نيز آنرا  كه آزمايش

با توجه به وجود ارتباط بين تغذيه با نيترات و ميزان 
مطالعه مقدار حركت نيترات در  ايبر، )5(كلروفيل گياهان 

طول گياه و مقايسه گياهان خودرو و تراريخته از اين نظر، 
. از روش مطالعه محتواي كلروفيل نسبي استفاده شد

بررسي مقدار كلروفيل در طول گياهان از برگهاي بالا به 
از مقادير بيشتر كلروفيل در برگهاي جوان  حكايتپايين 

، كه اين داردبرگهاي پاييني بالايي گياهان نسبت به 
عنوان يك  تغييرات با نحوه حركت نيتروژن در گياهان به

تركيب تند حركت كه بيشتر و زودتر به برگهاي بالايي و 
يابد، و اين حقيقت كه علائم كمبود  جوانتر تخصيص مي

شود، به  نيتروژن ابتدا در برگهاي مسن پاييني مشاهده مي
وت در ميزان كلروفيل نسبي عدم تفا. خوبي مطابقت دارد

كه ورود ژن  دارد آناز  حكايت  LATSدر محدوده 
AtNRT2.1  رفت، دخالتي در جذب  همانطور كه انتظار مي

  . ندارد LATSنيترات در محدوده 
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كمبود نيتروژن بر ثير أتاز  حكايتبرخي مطالعات 
، ازجمله اين اثرات كاهش دارندهاي فتوسنتزي  سيستم

، انتقال الكترون و حداكثر كارايي بازده كوانتومي
چنين ). 27، 19(هستند  IIفتوشيميايي فتوسيستم 

كنند كه كمبود نيتروژن برخي  هايي پيشنهاد مي گزارش
). 16(كند  القاء مي) II )PSIIها را به فتوسيستم  آسيب
گيري فلئورسنس  توان با اندازه به نظر رسيد مي بنابراين

و تحليل شاخص كارايي  IIتم مربوط به فتوسيس aكلروفيل 
)PIABS ( مناسب براي تحليل حل مربوط به آن به يك راه
) AtNRT2.1(انتقال و بيان ژن مربوط به ناقل نيترات ثير أت

. بر سيستم فتوسنتزي گياه از نظر جذب نيترات دست يافت
رسد نتايج حاصل از اين مطالعات بر  به نظر مياز اين رو 

ثير أتاز  حكايت aكلروفيل  هاي فلئورسنس روي شاخص
 4در  iHATSژن انتقالي بر جذب نيترات در محدوده 

دار  ساعت ابتدايي آزمايش و در نتيجه افزايش معني
در گياهان تراريخته  aشاخص كارايي فلئورسنس كلروفيل 

اين تفاوت در ساعات . دارددر قياس با گياهان خودرو 
برابر  از حكايتساعت مشاهده نشده و  24بعدي طي 

بودن جذب نيترات و در نتيجه برابر بودن شاخص كارايي 
رسد  ، كه به نظر ميدارددر دو لاين گياهان مورد آزمايش 

ناشي از شروع بلافاصله جذب نيترات در گياهان تراريخته، 
ساعت پس از افزودن نيترات  3و در گياهان خودرو حدود 

ه روند مقايس ،علاوه بر اين. باشد به محلول غذايي مي
اشكال (و محتواي كلروفيل در طول گياهان  PIABSتغييرات 

از كاهش شاخص كارايي به موازات  حكايت، )6و  3
، كه به داردكاهش مقدار كلروفيل از برگهاي بالا به پايين 

عنوان يك تركيب  خوبي با نحوه حركت نيترات در گياه به
 نتايج مربوط به مطالعه شاخص. تند حركت تطابق دارد

) 4شكل ( LATSدر شرايط  aكارايي فلئورسنس كلروفيل 
از عدم تفاوت بين گياهان تراريخته و خودرو در  حكايت

ساعت، از نظر جذب نيترات در  24و  4زمانهاي صفر، 
، كه با توجه به دارد) LATSدر محدوده (هاي بالا  غلظت

باشد  مي iHATSكه مربوط به ناقل ( AtNRT2.1انتقال ژن 

به گياهان تراريخته، عدم تفاوت در جذب ) LATSنه ناقل 
قابل انتظار بوده و با  LATSنيترات در محدوده 

  . هاي قبلي همخواني داشته است بيني پيش

در  aدست آمده از فلئورسنس كلروفيل  بر اساس نتايج به
و مقايسه آن با نتايج مربوط به  LATSو  iHATSشرايط 

مبني بر نحوه جذب هاي قبلي  كلروفيل نسبي، و گزارش
رسد كه  به نظر مي ،نيترات در گياهان تراريخته و خودرو

دهنده وضعيت گياه از نظر  به خوبي نشان PIABSشاخص 
دربرگيرنده سه  PIABSباشد و از آنجا كه شاخص  نيترات مي

، كارايي كوانتومي )RC/ABS(شاخص بازده جذب نور 
ومي انتقال و كارايي كوانت) TR0/ABS( فتوشيميايي اوليه

تا آخرين پذيرنده الكترون، در سيستم ) ET0/TR0(الكترون 
رسد جذب  به نظر مي بنابراين ،)15(باشد  فتوسنتزي مي

بر محتواي كلروفيل نسبي، بازده جذب نور ثير أتنيترات با 
را افزايش داده و افزايش اين شاخص به همراه افزايش 

مي انتقال الكترون كارايي فتوشيميايي اوليه و كارايي كوانتو
 . منجر به افزايش شاخص كارايي شده است

با توجه به نتايج بدست آمده به نظر : بندي نهايي جمع
ژن  يرسد در ساعات اوليه آزمايش به علت بيان دائم مي

انتقالي در گياهان تراريخته، بلافاصله پس از افزودن نيترات 
شتر شود و منجر به افزايش بي به محيط، جذب شروع مي

 NRT2.1در حاليكه القاء بيان ژن  ،گردد مي PIABSشاخص 
 PIABSخودي و شروع جذب و در نتيجه افزايش شاخص 

خودرو ) Nicotiana plumbaginifolia(در گياهان تنباكو 
رسد  به نظر مي بنابراين. برد ساعت زمان مي 4تا  3حدود 

تواند به خوبي شرايط حاكم بر  مي PIABSشاخص 
فتوسنتزي گياهان را تحت شرايط تنشي هاي  سيستم

سنجي  ازجمله كمبود نيترات نشان دهد و استفاده از طيف
تواند  مخصوصا شاخص كارايي، مي aفلئورسنس كلروفيل 

  .هاي مشابه بكار رود بررسي براي

  سپاسگزاري



 1393، 4، شماره 27جلد                                                                                         )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي گياهي 

577 

 دانشگاه تكميلي تحصيلاتمسولان محترم  از وسيله بدين

 قدرداني تحقيق اين امانج در مالي حمايت دليل به اصفهان
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Study of the response of photosynthetic performance index (PIABS) 
in AtNRT2.1 transgenic Nicotiana plumbaginifolia plants to nitrate 

deficiency using chlorophyll a fluorescence 
Hesami R.and Shariati M. 

Biology Dept., University of Isfahan, Isfahan, I.R. of Iran 

Abstract 

Study of tobacco plant transformed with AtNRT2.1 gene, which belongs to HATS (High 
Affinity Transporter System), indicated that using wet and dry weight measurements is 
not sensitive enough to show the differences between transgenic tobacco plants and the 
wild types. Thus, in this study, chlorophyll a fluorescence measurement, a more 
sensitive method, was performed. For this purpose, the plants were grown in hydroponic 
media, and nitrate was applied in low concentration (in HATS activity range). Then 
fresh weight, relative chlorophyll content and chlorophyll a fluorescence and 
performance index (PIABS) were measured. Results showed there is no significant 
difference in fresh weight and relative chlorophyll content of wild type in comparison 
with transgenic plants. It seems that significant difference in performance index (PIABS) 
of transgenic plants in comparison with wild type plants in 4 hours after commencement 
of the experiment is due to better absorption of nitrate by overexpression of transformed 
gene at first hours of experiment.  

Key words: nitrate, chlorophyll a fluorescence, performance index, Nicotiana 
plumbaginifolia, AtNRT2.1 gene. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 


