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صورت فسفات از محلول خاک  يکی از سه عنصر اصلی پرنياز برای رشد گياه فسفر است که به

ی با کمبود فسفات منظور سازگار به. جذب شده و نقش مهمی در رشد و نمو گياهان برعهده دارد

دهند که  را نشان میساختاری و فيزيولوژيکی های سازشی  ای از پاسخ مجموعه ، گياهاندر محيط

از گياه  AtPAP18ژن  cDNAدر اين پژوهش توالی کامل . فسفاتازها از آن جمله است ترشح اسيد

 pARM1بيان در ناقل بيانی گياهی   آرابيدوپسيس تاليانا جدا و برای ايجاد گياهان بيش

. شد يیژن مذکور شناسا یبرا گوسيهموز انيفاقد ب T-DNA نيلا نيچن هم. سازی شد همسانه

در گياهان آرابيدوپسيس موجب افزايش  AtPAP18بيان ژن   نشان داد که بيشاين پژوهش نتايج 

ن آرابيدوپسيس در هر دو دنبال آن افزايش توده زيستی در گياها دار محتوای فسفات و به معنی

ترين افزايش نسبت  بيشدار وزن خشک و  کاهش معنیتر،  زنی سريع جوانه. شد P-و  P+شرايط 

بيان اين ژن  گياهان فاقدهای واضح  از شاخصه در شرايط کمبود فسفاتوزنی ريشه به اندام هوايی 

بيان ژن   دهد که بيش می اين نتايج نشان. بود AtPAP18بيان ژن   نسبت به گياهان طبيعی و بيش

AtPAP18 تر از فسفات نامحلول خاک و کاهش مصرف  ثر جهت استفاده بيشؤتواند راهکاری م می

 .کودهای شيميايی مرتبط باشد
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عنصر مورد نیاز برای رشد گیاهان است که نقش  19فسفر یکی از 

مهمی را در کلیه فرایندهای متابولیسمی گیاه شامل فتوسنتز، 

تنفس، ساخت اسیدهای نوکلئیک، تولید انرژی، ساخت غشاها و 

ها،  سازی و غیر فعال نمودن آنزیم ها، فعال پایدار نمودن آن

ها و تثبیت  رسانی، متابولیسم کربوهیدرات های احیا، پیام واکنش

فسفر مورد نیاز درون سلولی برای غلظت . نیتروژن بر عهده دارد

مولار است که با غلظت فسفر  میلی 1-22رشد مطلوب گیاه بین 

میکرومولار است فاصله زیادی  1-12خاک که بین  محلول در

شکل قابل جذب  (.Shen et al. 2011; Vance et al. 2003) دارد

H2PO4فسفر برای گیاهان 
HPO4 و  -

مطالعات نشان . است-2

اتفاق  6و  pH 1بالاترین میزان جذب فسفر بین  دهند که می

H2PO4افتد، شرایطی که شکل غالب فسفر  می
است و نشان  -

 .Shen et al)شود  ظرفیتی جذب می دهد، فسفات به شکل تک می

2011; Schachtman et al. 1998.) 

گیاه برای حفظ هموستازی فسفات درون سلولی در شرایط کمبود 

زایش جذب فسفات از محیط خارجی و فسفات در محیط، با اف

آوردن فسفات درونی سطح  چنین تبدیل و به حرکت در هم

ای  ، گیاهان مجموعهبدین منظور. نماید فسفات سلولی را تنظیم می

 های ناقل فسفات با میل القاء سامانه های سازشی همانند از پاسخ

چون  تر، ترشح موادی هم ترکیبی بالا جهت جذب فسفات بیش

منظور  فسفاتازها و اسیدهای کربوکسیلیک از ریشه به اسید

رهاسازی فسفر نامحلول از خاک، تغییر شکل و ساختار ریشه با 

های جانبی  کاهش طول ریشه اصلی و افزایش طول و تراکم ریشه

های میکوریز  های مویی و ایجاد روابط همزیستی با قارچ و ریشه

ترین ساز و کار  ز مهما (.Lin et al. 2009) گیرند را درپیش می

گیاهان در حفظ هموستازی فسفات درون سلولی، تنظیم بیان و 

ژنوم گیاهان مجموعه بزرگی از . باشد ترشح اسید فسفاتازها می

کنند که طیف  فسفاتازهای درون سلولی و ترشحی را رمز می  اسید

 کنند استر را هیدرولیز می  های مونواستر و دی وسیعی از فسفات

(Cox et al. 2007; Plaxton and Tran 2011)  اسید فسفاتازهای

گذاری  دلیل نام. ترین گروه اسید فسفاتازها هستند ارغوانی بزرگ

ها در محلول آبی  بنفش این آنزیم/ این خانواده، رنگ صورتی

گذرای بار، بین یون آهن  ای از انتقال هاست که نتیجه آن

 (.Vincent et al. 1990) آمینه تیروزین است کروموفوریک و اسید

 Arabidopsis) برای مثال ژنوم گیاهانی مانند آرابیدوپسیس

thaliana)، برنج (Oryza sativa)، سویا (Glycin max)  و ذرت

(Zea mays) ژن اسید 33و  31، 26، 21ترتیب دارای  هر یک به 

 .Li et al. 2002, 2012; Zhang et al) فسفاتاز ارغوانی هستند

2011; Gonzalez-Munoz et al. 2015 .)های  مقایسه توالی

موتیف  پنج ها حاکی از وجود یوکاریوتی و پروکاریوتی این آنزیم

حفاظت شده  هآمین اسید هفتو 

(DXG/GDXXY/GNH(D/E)/VXXH/GHXH ) در این خانواده

حروف پررنگ، )گیری اتم فلز ضروری است  است که برای قرار

اسید  (.Schenk et al. 1999) ،(نواحی اتصال فلز است

 با وزن مولکولی بالا گروهبه دو  یگیاه ارغوانیفسفاتازهای 
1(HMW )2 و وزن مولکولی پایین(LMW )بندی  نیز تقسیم

 باگروه دوم ها و  یکوباکتریاهای مPAP گروه اول با. اند شده

PAP  بسیاری از  .شباهت دارندهای سیانوباکتری و پستانداران

مسیرهای  درو شده گیاهی گلیکولیزه ارغوانی  فسفاتازهای اسید

وجود تعداد  (.Schenk et al. 2000) شوند ترشحی هدایت می

فسفاتازها در گیاهان حاکی از   بسیار زیاد و قابل توجه اسید

اهمیت بالای این خانواده آنزیمی در حفظ و تامین فسفات سلولی 

فسفاتاز ارغوانی گیاه   یدژن اس 21ژن از  12تاکنون عملکرد . است

 ;Del Pozo et al. 1999) است آرابیدوپسیس تالیانا بررسی شده

Zhu et al. 2005; Tran et al 2010; Zhang et al. 2008; Kuang 

et al. 2009; Wang et al. 2011, 2012; Robinson et al. 2012 

a,b; Sun et al. 2012; Del Vecchio et al. 2014; Zamani et al. 

2014; Ravichandran et al. 2013;) ها در  بیان برخی از آن و بیش

های همولوگ و هترولوگ با افزایش جذب فسفات و  سیستم

 ;Sabet et al. 2018) افزایش توده زیستی گیاه همراه بوده است

Zamani et al. 2012; Zhang et al. 2012; Sun et al. 2012; 

Wang et al. 2009; Zhang et al. 2014; Wang et al. 2011.)  از

این رو، ایجاد گیاهانی با توانایی و قابلیت بیشتر در رهاسازی و 

های  بیان ژن سازی و بیش جذب فسفات از طریق همسانه

ثر برای کاهش مصرف ؤکننده اسیدفسفاتاز، راهکاری م رمز

ز قابلیت زیستی این وری ا کودهای شیمیایی فسفاته و افزایش بهره

                                                           
1
 High Molecular Weight 

2
 Low Molecular Weight 

  مقدمه
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ها برای دستیابی به فسفر نامحلول خاک یا حتی کودهای  آنزیم

 .فسفاته است

هدف از این پژوهش شناسایی راهکارهایی برای مهندسی ارقام 

رویه کودهای شیمیایی مورد  زراعی در جهت کاهش مصرف بی

. استفاده در کشاورزی و جلوگیری از آلودگی محیط زیست است

های فسفاتاز  ثر از فسفات آلی خاک نیاز به فعالیت آنزیمؤاستفاده م

های ارغوانی با داشتن  در بین فسفاتازها گروه اسید فسفاتاز. دارد

ای برخوردارند و  طیف گسترده سوبسترایی از اهمیت ویژه

ها در گیاه آرابیدوپسیس  ها و عملکرد این آنزیم شناسایی ویژگی

تواند منجر  ها در گیاهان زراعی می تالیانا و در مراحل بعد، بیان آن

ها و همچنین کاهش مصرف کودهای  به افزایش عملکرد آن

 .  شیمیایی شود

از گیاه آرابیدوپسیس  PAP18ژن  cDNAدر این راستا توالی کامل 

 pARM1تالیانا جدا و برای ایجاد گیاهان بیش بیان در ناقل 

یافته ناک اوت های جهش  از سوی دیگر لاین. سازی شد همسانه

برخی از . هموزیگوس فاقد بیان برای ژن مذکور شناسایی شد

 بیان، فاقد های فنوتیپی و فیزیولوژیکی در گیاهان بیش شاخص

مورد مقایسه و بررسی قرار  (wild type) بیان و گیاهان شاهد

 . گرفت

 

-col) کلمبیاها از گیاه آرابیدوپسیس تالینا اکوتیپ  در کلیه آزمایش

توسط  ها شرایط استریل بذر و کشت گیاهچه. استفاده شد (0

(2007)et al.  Lohrasebi زمان  منظور هم به. است توصیف شده

درجه قرار  2ساعت در دمای  22زنی بذرها به مدت  نمودن جوانه

یافته بر روی محیط کشت  روزه رشد 11 های گیاهچه. گرفتند

 MSمحیط کشت مایع  ml11 به مدت سه روز به  MSجامد 

سپس . ساکارز منتقل شدند یک درصدنصف غلظت با 

 mM 1فسفات  های مایع دارای روزه به محیط 12 های گیاهچه

(+P) و بدون فسفات (-P)  در . روز دیگر انتقال یافتند 12به مدت

جایگزین  mM 1غلظت  KClبا  KH2PO4شرایط بدون فسفات 

 .شد

که در آن بیان  SALK_001898منتخب به نام  T-DNAبذر لاین 

 SALK Instituteاز  بود شده متوقف AtPAP18ژن رمزکننده 

Genomic Analysis Laboratory (http://signal.salk.edu/)  تهیه

متر  میلی پنجبررسی ساختار ریشه گیاهان آرابیدوپسیس در  .شد

به جامد  MSکشت محیط  با کشت این گیاهان بر روی انتهایی آن

مایع دارای  MSکشت روز و انتقال این گیاهان به محیط  1مدت 

mM 1 فسفات (+P ) آنیا فاقد (-P )روز دیگر انجام  پنج به مدت

نوری و با  انتهای ریشه این گیاهان با استفاده از میکروسکوپ. شد

 .ندبررسی و عکسبرداری شد X 2/3بزرگنمایی

  cDNAساخت کل و  RNAاستخراج 

RNA  کل با استفاده از کیتRNX شرکت سیناژن استخراج شد .

های  ژنومی نمونه  DNAهای حاصل از آلودگی منظور حذف به

RNA  باDNase I  فاقدRNase A (Roche, Basel, 

Switzerland )برای ساخت . طبق دستورالعمل شرکت تیمار شدند

cDNA، g 2  ازRNA  باl 1  ازnM 122  آغازگر الیگوdT 

(22-12) ،l 1   از مخلوطmM 12 dNTP  مخلوط و با آب

 22مخلوط فوق به مدت . رسانیده شد l 12استریل به حجم 

. گرم شد و سپس بر روی یخ قرار گرفت C˚92دقیقه در دمای 

 M 1 DTT ،mM 12بافر آنزیم،  l 2مخلوط دیگری دارای 

MgCl2 ،22  واحدRNAase inhibitor  شرکتRoche  12و 

شرکت فرمنتاس به آن اضافه  SuperscriptII RTواحد از آنزیم 

ساعت قرار داده  1/1به مدت  C˚22 مخلوط فوق در دمای. شد

از ژن آلفا . مورد استفاده قرار گرفت  PCRشد و برای واکنش

سازی غلظت  عنوان کنترل درونی و برای همسان توبولین به

cDNA  های  واکنشدرPCR استفاده شد (Malboobi et al. 

1997.) 

 bp 1312به طول AtPAP18 کننده ژن  رمز cDNAطول کامل 

(locus No. At3g20500; Map Viewer at 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/ ) توسط

PCR  با استفاده از آغازگرهای اختصاصی ژنPAP18F2, R 

را در  SacIو  BamHIهای آنزیمی  ترتیب جایگاه که به( 1جدول )

 Expandکنند و آنزیم  توالی تکثیری ایجاد می 3ʹو  1ʹانتهای 

High Fidelity  شرکتRoche نامه بر. تکثیر شدPCR  شامل یک

 1ای،  چرخه سه مرحله 32و  C˚12ای در دمای  دقیقه 2چرخه 

  ها مواد و روش
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قیقه در دمای د
C12 ،1 قیقه در دمای دC˚1/11  قیقه د 1وC˚92 

محصول . بوده است C˚92ای در دمای  قیقهد 22 و یک چرخه

PCR  در ناقلpTZ57R/T (Fermentas, Lithuania )

این قطعه سپس . یابی تایید شد سازی و صحت آن با توالی همسانه

 pARM1در ناقل بیان گیاهی CaMV35Sپایین دست پروموتر 

سازه حاصل با روش ذوب و  (Zamani et al. 2010) قرار گرفت

 Holsters et) منتقل شد GV3101انجماد به اگروباکتریوم سویه 

al. 1978) . 

دارای  (Agrobacterium tumefaciens) فاشنس تومهاگروباکتریوم 

برای تراریختی گیاهان آرابیدوپسیس  AtPAP18سازه حاوی ژن 

 .Bechtold et al) کار رفت به vacuum infiltrationش با رو

دارای جامد  MSگیاهان تراریخته روی محیط کشت (. 1993

mgL
گشنی،  بیوتیک کانامایسین انتخاب و پس از خود آنتی 112-

وجود . دست آمد ها به گیاهان هموزیگوس نسل چهارم از آن

بیان آن با استفاده  و  uni18F, Rآغازگرهای اختصاصی تراژن با 

میزان بیان . (1جدول ) تایید شد  sp18Rو  QHisFاز آغازگرهای 

AtPAP18 بیان هموزیگوس، حاصل مجموع بیان  در گیاهان بیش

نیمه کمی و آغازگرهای  RT-PCRتراژن و ژن درونی با روش 

های  شدت باندها در تصاویر ژل .تعیین شد  uni18F, Rاختصاصی

 Phoretix)افزار  رنگ شده با اتیدیوم بروماید با استفاده از نرم

International, New Castle, UK)TotalLab  تعیین شد و با

عنوان کنترل درونی،  مقایسه با میزان بیان ژن آلفا توبولین به

 .گیری شد استاندارد و اندازه

 AtPAP18اقد بیان شناسایی گیاهان جهش یافته ف

،  AtPAP18یافته فاقد بیان  های گیاهان جهش دانه

SALK_001898 در شرایط گلخانه با دمای ، در خاکo
C21  16و 

این گیاهان برای  . کاشته شدساعت تاریکی  8ساعت روشنائی و 

با استفاده از آغازگرهای اختصاصی  PCRتوسط  T-DNAحضور 

، T-DNAو یک آغازگر در مرز چپ  sp18Rو  Pro18Fژن 

LBb1 ( 1جدول )برنامه . ارزیابی شدندPCR  2شامل یک چرخه 

قیقه د 1ای،  چرخه سه مرحله 32و  C˚12ای در دمای  دقیقه

C˚12 ،1 قیقه دC˚62  قیقه د 1وo
C92 ای در  قیقهد 1 و یک چرخه

با  PCRصحت توالی تکثیر شده توسط  .بوده است C˚92دمای 

با آغازگرهای  PAP18ژن  درT-DNA درج . ی تایید شدیاب توالی

 RT-PCR چنین عدم بیان آن با هم و uni18F, Rاختصاصی ژن 

   .مطابق با روش ذکر شده در بالا تایید شد

بیان، جهش یافته فاقد بیان و وحشی رشد  گیاهان تراریخته بیش

با کمک نیتروژن مایع به طور کامل پودر  P–و  P+یافته در شرایط 

کاملا  (mM sodium acetate, pH 5.6 10) و در محلول استخراج

 32این مخلوط یکنواخت دوبار هر بار به مدت . مخلوط شد

سانتریفوژ و فاز رویی برای سنجش فعالیت  g 12222× دقیقه در

. همه مراحل استخراج بر روی یخ انجام شد. آنزیمی استفاده شد

 mMدقیقه و در بافر  32به مدت  C˚39فعالیت آنزیمی در دمای 

 mM 1p-nitrophenylحاوی  (pH 5.6) سدیم استات122

phosphate (pNPP) گیری شد اندازه.  
برای محاسبه فعالیت آنزیمی منحنی استاندارد برای هر سری از 

رسم و های مشخص فسفات  ها با استفاده از غلظت سنجش

هر واحد فعالیت آنزیمی با . محاسبه شد ضریب رگرسیونی

تعریف  C˚21در دمای در دقیقه  Piاز  µmolرهاسازی یک 

غلظت پروتئین کل بر اساس روش  (.Bozzo et al. 2002) شود می

 (BSA) و با استفاده از سرم آلبومین گاوی( 1196)برادفورد 

 عنوان فعالیت اسید فسفاتازی به. عنوان استاندارد تعیین شد به

unit mg) گرم واحد بر میلی
 .های محلول بیان شد پروتئین (1-

 

 های مختلف مربوط به آن و بررسی گیاهان با ژنوتیپ PAP18بررسی بیان ژن ، سازی همسانهآغازگرهای مورد استفاده برای  -1جدول 
 

 

 

 نام آغازگر توالی آغازگر جایگاه آنزیمی

BamHI 5ʹ-GAA TCT GAA AGG ATC CGC TCG CAG AGA TG-3ʹ PAP18F 

SacI 5ʹ-CTC ACT TTA TGG GAG CTC ATA TAA TTA AGG TT-3ʹ PAP18R 

 5ʹ-GAA GAA TCC TCG AGT AAA GCT CGC AGA GAT GGA AA-3ʹ Uni18F 
EcoRI 5ʹ-GCT AAG CTT GAA TTC CCC CAA ACG TGT CCC ACT TA-3ʹ Uni18F 

 5ʹ-GTC ATC ATC CCG ATC CTC TAC AGC TAC GCT TC-3ʹ Pro18F 

BamHI 5ʹ-ACC TGC TCG GAT CCA GAA GAG GAC TTT TG-3ʹ Sp18R 
 5ʹ-GCG TGG ACC GCT TGC TGC AAC T-3ʹ LBb1 

 5ʹ- CAC CAT CAC CAT CAC CAT-3ʹ QHisF 

 5ʹ-GCT TTC AAC ACC TTC TTC AG-3ʹ TubF 
 5ʹ-GAA TAG TTC GCT TGG TCT T-3ʹ TubR 
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 سنجش مقدار فسفات آزاد و فسفات کل

، از گیاهدر  ات آزاد درون سلولیمیزان فسفگیری  برای اندازه

بدین منظور . و با تغییراتی در آن استفاده شد( 1166) روش ایمز

mg 122  دقیقه در  12بافت گیاهی منجمد در ازت مایع پودر و

×g 12222 سانتریفوژ شد .l 12  از روشناور باl 212  آب رقیق

یک حجم اسید )از معرف سنجش فسفات  l 922و با 

 22/2و شش حجم آمونیوم هپتامولیبدات  درصد 12آسکوربیک 

 22مخلوط شد و به مدت ( نرمال یکدر اسید سولفوریک  درصد

ا ه میزان فسفات محلول نمونه. داری شد نگه C˚21دقیقه در دمای 

با استفاده از یک منحنی رگرسیونی و با  nM  822در طول موج

 . استفاده از فرمول زیر محاسبه شد
 Value × dilution factor/1000= micromoles of soluble Pi/ 

mg fresh weight 
در از بافت تازه  mg 12گیری مقدار فسفات کل،  منظور اندازه به

مخلوط و حجم % 11نیترات منیزیم در اتانول  درصد 12محلول 

لوله حاوی بافت بر روی حرارت . رسانده شد ml 1/1نهایی به 

گرفت تا بافت درون آن  های مداوم قرار مستقیم شعله و با تکان

حرارت شعله تا ناپدید . سوخته و در نهایت به خاکستر تبدیل شد

ز سرد شدن پس ا. ای رنگ ادامه یافت های قهوه شدن کامل کف

غلیظ به آن افزوده  (HClO4) اسید پرکلریک l 122لوله آزمایش، 

های موجود  منظور هیدرولیز کلیه پیروفسفات به. و در آن بسته شد

دقیقه در آّب در  62های حاوی بافت به مدت  لولهدر خاکستر، 

این مخلوط با آب دو بار تقطیر به . حال جوش قرار داده شدند

از این محلول همانند آنچه  l 322. رسانده شد ml 1حجم نهایی 

 Wang et) کار رفت هدر بالا ذکر شد برای ارزیابی مقدار فسفات ب

al. 2011.) 

 P+گیری وزن تر و خشک در گیاهان رشد یافته در شرایط  اندازه

. گیاه انجام شد 8با سه تکرار آزمایشی و هر تکرار شامل  P-و 

گیری وزن  ز هم جدا و پس از اندازهاندام هوایی و ریشه گیاهان ا

قرار   C 92°ساعت در دمای 92های گیاهی به مدت  تر، بافت

 .   گیری شد ها اندازه گرفتند و سپس وزن خشک آن

ها و  های آماری ابتدا آزمون نرمال بودن داده برای انجام بررسی

ها بر اساس  ها انجام و تجزیه واریانس داده یکنواختی واریانس

فاکتوریل در قالب طرح کاملاً تصادفی و حداقل سه تکرار انجام 

ها، خطای  های آماری از جمله محاسبه میانگین بررسی. گرفت

 SPSS V16افزار  استاندارد مربوط به هر میانگین با استفاده از نرم

ها در  داده  از آزمون دانکن جهت مقایسه میانگین. انجام پذیرفت

 . استفاده شد P-value<0.05 سطح احتمال

 Ib-2در گروه AtPAP18 (AT3G20500 )بر اساس مطالعات، ژن 

این ژن  (.Li et al. 2002) است بندی شده طبقه AtPAP 21در بین 

باز است که  جفت 1312با  (orf) باز دارای یک قالب خواندنی

 ;Schenk et al. 1999) کنـد آمینه را رمز مـی اسید 239پروتینی با 

Li et al. 2002 .) این پروتئین دارای یک دامین متالوفسفاتاز بین

و دارای دامین انتهای آمینی  121-332های  آمینه اسید

. است 29-132های  اسیدفسفاتازهای ارغوانی بین اسید آمینه

AtPAP18  دارای یک توالی راهنما در انتهای آمینی بوده و

 نه واکوئلی و ترشحی استپروتئینی با محل استقرار دوگا

(Zamani et al. 2012.)  توالی ژنومیAtPAP18  اگزون  1دارای

 CaMV-35Sپایین دست پروموتر  این ژن cDNAتوالی . است

به گیاهان  vacuum infiltrationسازی شد و با روش  همسانه

بیش از ده (. Bechtold et al. 1993) آرابیدوپسیس منتقل شد

رخداد مقاوم به کانامایسین انتخاب و به خاک منتقل شدند و 

آغازگرهای اختصاصی ژن و  PCRحضور تراژن با استفاده از 

AtPAP18 این آغازگرها در دو طرف اینترون طراحی . تایید شد

افزایش (. 1شکل )شدند تا ژن درونی و تراژن قابل تمایز باشند 

گوس نسل چهارم با استفاده از روش بیان تراژن در گیاهان هموزی

RT-PCR  ی تایید شد که فقط تراژن را تکثیر آغازگرو جفت

 2شماره  رخدادها،  از بین آن. (، ردیف میانی2شکل )نماید  می

(OE2) ترین بیان حاصل از مجموع بیان ژن درونی و  با بیش

. (، ردیف بالا2شکل )های بعدی انتخاب شد  تراژن برای آزمایش

 AtPAP18بیان ژن  یافته فاقد  ی گیاه جهشها یژگیو نییتع

 SALK-001898لاین  SALKجستجو در خزانه بذر انستیتو  با

ناحیه  T-DNAیافته ورود  در این لاین جهش. انتخاب شد

بررسی ژنوتیپی این . ژن را گسیخته کرده استاین  پروموتری

و سه آغازگر، یکی  PCRروش ژنومی و  DNAلاین با استفاده از 

و  sp18Rو دیگری در داخل ژن به نام   Pro18Fدر پروموتر ژن،

سومی یک آغازگر اختصاصی مربوط به ناحیه نزدیک به مرز چپ 

  نتایج
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T-DNA  به نامLBb1  انجام شد(شکلa 3 ) گیاه  13که در

(. b3شکل)گیاه هموزیگوس شناسایی شد  3نخست مورد بررسی 

 AtPAP18یمه کمی عدم بیان ژن ن RT-PCRبا استفاده از روش 

 (. 2شکل)یافته تایید شد  در ریشه و اندام هوایی گیاهان جهش

  

 

 
وزنی  مارکر( T/A-PAP18 ،Mپلاسمید ( 13، شاهدگیاه غیرتراریخته یا ( WTهای تراریخت شده،  نمونه( 1-12. گیاهان تراریخت آرابیدوپسیس PCRآزمون  -1شکل 

 .های مربوط به ژن درونی و تراژن هستند ها نشانگر باند پیکان. بازی جفت 122

 

 

 

 

 

 

 
 ردیف. بیان هموزیگوس آرابیدوپسیس که بیشترین بیان را دارد در گیاهان سبز مقاوم به کانامایسین و شناسایی گیاهان بیش  AtPAP18تایید بیان ژن انتقال یافته -2شکل

و ردیف پایین بیان ژن آلفا توبولین با بیان همیشگی به عنوان شاهد درونی را نشان  AtPAP18، ردیف وسط بیان تراژن AtPAP18اژن و ژن درونی بیان ترمجموع بالا 

 .در سمت راست هر ردیف آمده است RT-PCRاسامی آغازگرهای مورد استفاده برای تشخیص میزان بیان از طریق  .دهند می

 
 

 

 

 

 

 

 

های سیاه و  مستطیل. در ناحیه پروموتری خود دارد T-DNAدر این لاین که یک  AtPAP18ساختار ژن : SALK_001898 aهای لاین جهش یافته  ویژگی -3شکل 

 موقعیت آغازگرهای. تدر مقیاس صحیح نیس T-DNAاندازه . دهند ها را نشان می و خطوط باریک اینترون( کننده و غیر رمزکننده ترتیب مناطق رمز به)ها  طوسی اگزون

(Pro18F, Sp18R , LBb1) مورد استفاده برای بررسی ژنوتیپی با روش PCR است با پیکان نشان داده شده .b : بررسی ژنوتیپی لاین SALK_001898 با استفاده از

DNA ژنومی .WT ) باند مربوط به ژن سالم در یک گیاهWT 1 )گیاه هموزیگوس لاینSALK_001898  2گیاه( 2هتروزیگوس  گیاه( 3وWT  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

T-DNA    LBb1 

Pro18F                      sp18R 

ATG                                                                    TGA 

Salk-001898 

3000 bp 
2000 

 

 
 

 
500 

400 
 

a                                                                    b  
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Wild type Salk-001898

AtPAP18

Tub, 28 cycles

 
T18 

 

 

 

 

 

 

 
این آزمون با استفاده از آغازگرهای  .(wild type) شاهددر مقایسه با گیاه  SALK-001898در لاین  AtPAP18برای تایید عدم بیان ژن  RT-PCRآزمون  -2شکل 

 .است عنوان شاهد درونی استفاده شده به  -Tubulin از. تکرار در ریشه و اندام هوایی گیاهان مزبور صورت گرفت 2در  (Uni18F, R) اختصاصی

 

 

 

 

 

 
 ،(WT) سمت چپ گیاه شاهد. پلیت با نتایج مشابه برای هر لاین انجام شد پنجمشاهدات در . زنی بذر آرابیدوپسیس بر روی جوانه AtPAP18اثر میزان بیان  -1شکل 

 Bar =1mM. (OE18) گیاه بیش بیانو سمت راست AtPAP18 (T18 )وسط گیاه جهش یافته فاقد بیان 
 

 

در گیاه  AtPAP18بیانی و عدم بیان  بررسی آثار فنوتیپی بیش

 آرابیدوپسیس

یا بیش بیان  (T18) گیاهان هموزیگوس آرابیدوپسیس فاقد بیان

(OE18)  در نسلT4 در مقایسه با گیاهان شاهد (WT)  تفاوت

رغم سرمادهی  فنوتیپی بارزی را نشان ندادند، به جز اینکه علی

زنی  زنی، در گیاهان فاقد بیان، جوانه زمان نمودن جوانه برای هم

 (.1شکل)چه زودتر پدیدار شده بود  ده و ریشهشتر آغاز  سریع

انتهای ریشه نیز نشان داد که  mM 1های ساختاری   بررسی ویژگی

ای کشنده گیاهان فاقد بیان در مقایسه با تاره P+در شرایط 

نیز گیاهان  P-در شرایط . بیان بلندتر هستند گیاهان شاهد و بیش

چندین ریشه فرعی در منطقه تارهای کشنده دارای فاقد بیان 

این پدیده با شدت بسیار کمتر و وجود تنها یک ریشه . بودند

در گیاهان . مشاهده شد بیان فرعی در این منطقه در گیاهان بیش

  (.6شکل)شاهد در این ناحیه، ریشه فرعی مشاهده نشد 

بر رشد گیاه  AtPAP18منظور بررسی میزان بیان ژن  به

 در شرایط AtPAP18بیان   بیان و فاقد  گیاهان بیشآرابیدوپسیس، 

+P  و-P  رشد یافتند و وزن تر و خشک مجموع ریشه و اندام

 نتایج نشان داد که بیش. ها با گیاهان شاهد مقایسه شد هوایی آن

دار وزن تر و خشک  باعث افزایش معنی AtPAP18بیان ژن  

-و  P+ بیش بیان در مقایسه با گیاه شاهد در هر دو شرایطگیاهان 

P بیان  یافته فاقد لیکن گیاهان جهش. است شدهAtPAP18  رفتار

 .از خود نشان دادندای ذکر شده  متفاوتی را در شرایط تغذیه

 

 
ها بر  بررسی. P–و  P+های ساختار ریشه در شرایط  مقایسه ویژگی -6شکل 

از هر لاین . انجام شدگیاهان آرابیدوپسیس متر انتهایی ریشه  میلی پنجروی 

 .است 1گذاری گیاهان مانند شکل  نام. گیاه بررسی شد پنجحداقل 
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 نسبت وزنی ریشه به اندام هواییو  (a, b) مقایسه وزن تر و خشک -9شکل 

(c, d) در گیاهان دارای بیان متفاوت AtPAP18  در محیط کشت دارای

. است 1گیاهان مانند شکل  گذاری نام(. P-)و فاقد فسفات ( P+)فسفات 

ها  دار در بین میانگین اختلاف معنی. باشد ها میانگین سه تکرار زیستی می داده

(P<0.05 ) است نشان داده شدهتوسط حروف مختلف. 

 

موجب کاهش  P-در شرایط  T18در گیاهان  AtPAP18عدم بیان 

های  بررسی. دار وزن تر و خشک نسبت به گیاه شاهد شد معنی

های هوایی به طور  گیری وزن بافت ریشه و اندام تر و اندازه دقیق

جداگانه نشان داد که این کاهش وزن حاصل کم شدن وزن 

داری با سایر  ها اختلاف معنی و وزن ریشه های هوایی است اندام

 برخلاف انتظار فقدان بیان. های مورد مطالعه نشان نداد ژنوتیپ

AtPAP18  در شرایط+P تر و خشک این گیاهان  با افزایش وزن

ترین  از مهم (.a, b 9شکل) نسبت به گیاهان شاهد همراه است

افزایش های فنوتیپی گیاهان تحت تنش کمبود فسفات،  شاخص

همچنین در شرایط فقدان . نسبت وزن ریشه به اندام هوایی است

فسفات، نسبت وزن ریشه به اندام هوایی در کلیه گیاهان افزایش 

ترین افزایش نسبت وزنی ریشه به  در تحقیق حاضر، بیش. یابد می

 P-در شرایط  AtPAP18جهش یافته اندام هوایی در گیاهان 

داری بین نسبت وزنی  تلاف معنیاخ P+در شرایط . شدمشاهده 

 c, dشکل)ریشه به اندام هوایی بین گیاهان مختلف مشاهده نشد 

عنوان تنها منبع  در آزمایشی دیگر از فسفات کلسیم نامحلول به(. 9

های گیاهان  در اطراف ریشه. فسفات در محیط کشت استفاده شد

ای شفاف که نشانه حل شدن و مصرف فسفات  بیان، هاله بیش

. این منطقه شفاف در سایر گیاهان دیده نشد. ست ایجاد شده بودا

گیری وزن تر این گیاهان نیز افزایش وزن تر در گیاهان بیش  اندازه

همچنین بررسی  (.ها نشان داده نشده است داده)بیان را نشان داد 

دار طول ریشه اصلی و تعداد  ها حاکی از کاهش معنی ریشه

 ها ژنوتیپدر کلیه  (P-) قدان فسفاتهای فرعی در شرایط ف ریشه

های مختلف از  نسبت به محیط واجد فسفات است و بین ژنوتیپ

 (.a, b 8 شکل)دار وجود ندارد  این نظر تفاوت معنی

تفاوتی در  P-آذین در گیاهان گلدانی در شرایط   بررسی گلبا 

در . آذین بین گیاهان مختلف مشاهده نشد اندازه و ظاهر گل

بیان  آذین مربوط به گیاهان فاقد ترین ارتفاع گل بیش P+شرایط 

. است شاهدو کمترین آن مربوط به گیاهان  AtPAP18ژن 

و بیش بیان از نظر  فاقد بیانآذین بین گیاهان  اختلاف ارتفاع گل

دار نبود ولی تفاوت بین گیاهان فاقد بیان و شاهد  آماری معنی

 (.c 8شکل)دار بود  معنی

بر فعالیت فسفاتازی و  AtPAP18بیان و عدم بیان ژن  اثر بیش

دهند که فعالیت  ها نشان می پژوهش محتوای فسفات گیاه

 یابد فسفاتازی در تنش کمبود فسفات به شدت افزایش می

(Malboobi et al 2012 .)ترین میزان  در تحقیق حاضر بیش

فزایش در با بیش از دو برابر ا P+فعالیت فسفاتازی در شرایط 

داری  در این شرایط اختلاف معنی .بیان مشاهده شد  گیاهان بیش

  .و شاهد مشاهده نشد AtPAP18بین گیاهان فاقد بیان 

داری در فعالیت فسفاتازی گیاهان  کاهش معنی P-لیکن در شرایط 

نسبت به گیاهان شاهد مشاهده شد که  AtPAP18فاقد بیان 

بیان  برخلاف انتظار اختلاف بین گیاهان شاهد با گیاهان بیش

ترین مقدار فسفات کل و فسفات  بیش(. a 1شکل)دار نبود  معنی

ترین آن در گیاهان  بیان و کم آزاد درون سلولی در گیاهان بیش

، AtPAP18یافته فاقد بیان  در گیاهان جهش. طبیعی مشاهده شد

رغم عدم بیان ژن مذکور، میزان فسفات کل و آزاد درون  علی

 (.b, c 1شکل)بود  شاهد اهانیگتر از  سلولی بیش
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 (cm)طول ریشه اصلی  تعداد ریشه فرعی (cm) ارتفاع گل آذین

a                                   b                                   c 

+P 
 -P 

  

b 

  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (unit/mg protein) فعالیت فسفاتازی (mol/gr. FWفسفات کل ) (mol/gr. FWفسفات آزاد )

a                                         b                                         c 

  

 

 

 

 

 

 

 
 

و ( P+)دارای فسفات  در محیط کشت  AtPAP18آذین در گیاهان آرابیداپسیس دارای بیان متفاوت مقایسه طول ریشه اصلی، تعداد ریشه فرعی و ارتفاع گل -8شکل 

اختلافات . باشد ها میانگین سه تکرار زیستی می داده. آذین ارتفاع گل: cتعداد ریشه فرعی  b:طول ریشه اصلی : a .است 1گذاری گیاهان مانند شکل  نام. (P-)فاقد فسفات 

 .است توسط حروف مختلف نشان داده شده( P<0.05)ها  دار در بین میانگین معنی

 

 

 

 

 

 

 

 

 

( P+)دارای فسفات  این بررسی در محیط کشت. آرابیدوپسیس AtPAP18مقایسه فعالیت فسفاتازی و محتوای فسفات آزاد و کل در گیاهان دارای بیان متفاوت  -1شکل 

ها میانگین دو تکرار زیستی و دو تکرار  داده. فسفات کل: cفسفات آزاد : bفعالیت فسفاتازی : a. است 1گذاری گیاهان مانند شکل  نام. انجام شد( P-)و فاقد فسفات 

 .است توسط حروف مختلف نشان داده شده( P<0.05)ها  دار در بین میانگین اختلافات معنی. باشد تکنیکی می
 

های همولوگ و همچنین  ها در سیستم بیان ژن سازی و بیش همسانه

بیان یک ژن با گسیختن توالی آن روشی موثر جهت جلوگیری از 

های ژنی  های متعلق به خانواده ویژه ژن درک عملکرد یک ژن به

های مختلف گیاهی معمولا حاوی چندین ژن اسید  گونه. است

افزایش فعالیت اسید فسفاتازهای درون . فسفاتاز ارغوانی هستند

مبود فسفات های گیاهان به تنش ک سلولی و ترشحی یکی از پاسخ

های گیاه و در همه مراحل رشد و  اندام ها در همه این آنزیم. است

بیش (. Duff et al. 1994; Li et al. 2002) شوند نمو گیاه بیان می

دهد و  فسفات خاک را منابع آلی فسفات تشکیل می درصد 12از 

فسفاتازها از ریشه گیاهان به رهاسازی فسفات از این  ترشح اسید

 Plaxton and) نماید جذب آن توسط ریشه کمک میمنابع و 

Tran, 2011) . تحقیقات نشان داده است که ژنAtPAP18  دارای

 .Zamani et al) محل استقرار دوگانه ترشحی و واکوئلی است

و به همین دلیل احتمالا در شرایط مختلف دارای عملکرد  (2012

که  تحقیقات نشان داده استنتایج برخی از . متفاوت است

، PAP10 ،PAP21مانند اسیدفسفاتازهای ارغوانی ترشحی 

PAP26  به رهاسازی فسفات از ترکیبات نامحلول آن و سپس

ها باعث بهبود  بیان آن جذب فسفات از محیط کمک نموده و بیش

عملکرد گیاه و افزایش توده زیستی در شرایط کمبود فسفات 

 .Sabet et al. 2018; Wang et al. 2011; Mehra et al) شوند می

2017.) 

  بحث
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در گیاهان بیش بیان آرابیدوپسیس افزایش وزن تر و خشک با 

فسفاتازی و به دنبال آن افزایش محتوای  افزایش فعالیت اسید

در مقایسه با گیاهان شاهد و  P+فسفات درون سلولی در شرایط 

با  افزایش توده زیستیاین نتایج . چنین فاقد بیان مشاهده شد هم

در گیاهان توتون مشاهده شده بود  AtPAP18بیان ژن  بیش

(Zamani et al. 2012.) ها با  گیاهان مرکب سویا که ریشه آن

تراریخت  AtPAP18استفاده از اگروباکتریوم رایزوژنز دارای ژن 

شدند نیز با افزایش دو برابری فعالیت فسفاتازی همراه بوده است 

فسفات کل در گیاه  که موجب افزایش محتوای فسفات محلول و

 Younessi-Hamzekhanlu) است و افزایش تولید ماده زیستی شده

et al. 2018.)  در شرایط-Pدار محتوای  رغم افزایش معنی ، علی

فسفاتازی در  بیان، اختلاف در فعالیت اسید فسفات در گیاهان بیش

فسفاتازی در  فعالیت اسید. دار نبود بیان معنی گیاهان شاهد و بیش

داری با  تفاوت معنی P+در شرایط  AtPAP18اهان فاقد بیان گی

فسفاتازی  فعالیت اسید P-گیاه شاهد نشان ندادند ولی در شرایط 

با این وجود، در هر دو شرایط . است این گیاهان دچار کاهش شده

+P  و-P  محتوای فسفات نسبت به گیاهان شاهد افزایش یافته

های  است که در خانواده ها نشان داده بررسی .(1شکل )است 

های متعدد با عملکرد مشابه سبب همپوشانی  ژنی، وجود ژن

تنظیم  ای ها در یک ارتباط شبکه شود و بیان آن ها می عملکردی آن

 (. Buzduga et al. 2018) شود می

 PAP18فقدان بیان  ،(P+) رسد که در شرایط عادی رشد نظر می به

است و با تخریب  جبران شدهها  با افزایش جزئی بیان دیگر ژن

AtPAP18، های کمکی فعال شده و تغییری در فعالیت  ژن

-در شرایط  PAP18لیکن فقدان . شود فسفاتازی کل مشاهده نمی

P  محسوس بوده و گیاه قادر به جبران کمبود فعالیت فسفاتازی

لازم به ذکر است که معیار فعالیت فسفاتازی . مربوط به آن نیست

. بوده است pNPPها، هیدرولیز سوبسترای عمومی  در این آزمایش

رود گرچه فعالیت فسفاتازی علیه این سوبسترا  لذا احتمال می

زی علیه سوبستراهای دیگری کاهش یافته است، فعالیت فسفاتا

افزایش یافته باشد، زیرا در عمل مقدار فسفر کل و مقدار فسفر 

یافته فاقد بیان نسبت به گیاهان شاهد آزاد بافتی در گیاهان جهش

شاهد  P-در شرایط تنش (. 8شکل )افزایش نشان داده است 

های فسفاتازی هستیم، احتمالا در گیاهان  افزایش عمومی بیان ژن

OE18بیان  ، بیشAtPAP18  به اندازه کافی بالا نبوده است تا اثر

 .  آن در فعالیت کلی فسفاتازها مشاهده شود

نشان داد که میزان فعالیت  Sabet( a,b 2011)نتایج تحقیقات 

اسیدفسفاتازی کل در گیاهان آرابیدوپسیس تالیانا به نوع 

ین مطالعه در ا. سوبسترای مورد استفاده در آزمایش بستگی دارد

بیان با سوبسترای  بیشترین میزان فعالیت آنزیمی در گیاهان بیش

pNPP فسفاتازی  مشاهده شد از سوی دیگر کاهش فعالیت اسید

و  T-DNAهای  لاین) PAP26فاقد آنزیم یافته  جهشگیاهان 

pup3 ) در مقایسه با گیاهان رشد یافته در شرایط فسفات کافی

این در حالی بود که . مشاهده شد pNPPطبیعی تنها با سوبسترای 

 کولین فسفاتیدیلو  (PEP) پیروات انول با سوبستراهای فسفو

(PLP)،  میزان فعالیت آنزیمی گیاهان مذکور نه تنها کاهش

افزایش  .برابری نیز نشان داد 2تا  1/1نداشت، بلکه افزایش 

فعالیت فسفاتازی و محتوای فسفات در این گیاهان احتمالا به 

افزایش . شود غییر بیان اعضای این خانواده ژنی مربوط میت

در هر  AtPAP18بیان ژن  دار وزن تر و خشک گیاهان بیش معنی

 P-و کاهش آن در گیاهان فاقد بیان این ژن در P-و  P+دو شرایط 

بار دیگر با نقش آن در جذب ( 9شکل )نسبت به گیاهان طبیعی  

. و بازیافت فسفات از منابع درون و برون سلولی هماهنگ است

هم کاهش فعالیت فسفاتازی  P+در گیاهان فاقد بیان در شرایط 

تواند  دست آمد که باز هم می مشاهده نشد و هم افزایش رشد به

 Lohrasebi) تازها باشدنشانگر نقش جبرانی سایر اسید فسفا

2010.) 

اثر کمبود فسفات بر ساختار ریشه با افزایش نسبت وزنی ریشه به 

بیان و   ، فاقد(شاهد)اندام هوایی در گیاهان آرابیدوپسیس طبیعی 

این افزایش نسبت وزنی ناشی از ایجاد . بیان مشاهده شد  بیش

ود و های جانبی اولیه ب های جانبی ثانویه بر روی ریشه ریشه

های جانبی اولیه  اختلافی در طول ریشه اصلی و تعداد ریشه

 .مشاهده نشد

های فنوتیپی در اثر غیر فعال نمودن یک ژن یکی از  تغییر ویژگی

بررسی گیاهان . های مهم برای شناسایی عملکرد آن است روش

در شرایط عادی، فنوتیپ واضحی  AtPAP18فاقد بیان ژن 

ها، کاهش  های آن، رنگیزهو یا اندامهمچون تغییر اندازه گیاه 

تر نشان داد که در این  لیکن مشاهدات دقیق. باروری را نشان نداد
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چه زودتر پدیدار  زنی بیشتر بوده و ریشه گیاهان سرعت جوانه

متر انتهای ریشه  میلی 1چنین در این گیاهان  هم(. 1شکل)شود  می

تارهای  P+در شرایط . شود نیز دستخوش تغییرات ساختاری می

بلندتر و در  کشنده در لاین فاقد بیان در مقایسه با گیاهان شاهد

تر آغاز  های فرعی سریع ها برای ایجاد ریشه تمایز سلول P-شرایط 

های فرعی وارد منطقه تارهای کشنده  شود و منطقه ریشه می

دهد که عدم بیان یا بیان  این نتایج نشان می(. 6شکل)است  شده

طور مستقیم یا غیر مستقیم در رشد و به AtPAP18فراوان ژن 

ثر بوده و تعیین نقش آن نیازمند تحقیقات بیشتر ؤتمایز ریشه م

 . است

دهد تولید و توسعه ارقام گیاهان  طور خلاصه، نتایج نشان می به

زراعی با بهبود جذب و استفاده از فسفات می تواند کمکی موثر 

پروژه گامی در جهت  این. جهت توسعه کشاورزی پایدار باشد

های جدید برای افزایش عملکرد گیاهان زراعی با  شناسایی ژن

افزایش حلالیت فسفات و کمک به جذب آن در منابع نامحلول 

های  علاوه بر این ورود کودهای فسفره به آب. فسفات است

ها تهدیدی جدی برای حیات آبزیان و  سطحی و آلوده نمودن آن

تواند با کاهش  هایی می چنین پروژه زیست است بنابراین محیط

مصرف کودها، به حفظ سلامت محیط زیست نیز کمک شایانی 

 .نماید
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