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است. در  و غيرتنشهای دفاعي در موجودات مختلف در شرایط تنش اتوفاژی یکي از پاسخ

ام اتوفاگوزوم قرار ول دو غشایي به نده درون وزیکدیهای آسيبندامکاتوفاژی، ترکيبات و ا

واکوئل تخریب و  هيدروليتيکيهای شوند تا توسط آنزیمگيرند و به سمت واکوئل هدایت ميمي

گيری ر اتوفاژی است که در شکلمسيصه مشخ ATG8به مواد اوليه تجزیه شوند. پروتئين 

در  د.شدن درون اتوفاگوزوم نقش دار های هدف برای تخریباتوفاگوزوم و قرارگيری محموله

محموله برای قرارگيری محموله درون اتوفاگوزوم نقش  ةمسير اتوفاژی انتخابي، حضور پذیرند

هستند که  LIRیا  AIMبه نام  ATG8ها دارای موتيف اتصال به کند. پذیرندهمهمي ایفا مي

ميانکنش دهند. هرگونه ت، اس ATG8در AIM/LIRکه جایگاه اتصال  LDS دمين توانند بامي

شود. و پذیرنده مي ATG8، سبب برهم خوردن ميانکنش AIMو یا موتيف  LDSاه ر در جایگتغيي

از  LDSیافته در جایگاه جهش ATG8Bبا  Marchantia polymorphaدر تحقيق حاضر، گياه 

های ذیرندهشدند تا برای مطالعات آتي برای شناسایي پ ایجاد ،طریق جهش هدفمند در محل

 توالي پروتئين ،ر گيرند. بدین منظور از طریق بلاست پروتئينيااده قراحتمالي مورد استف

ATG8B  در گياه مارکانتيا در پایگاه اطلاعاتيMarchantia.info  شناسایي شد. از طریق

 یياهاسيدآمينهگياه مارکانتيا،  ATG8Bاز گياه آرابيدوپسيس با  ATG8Aهای ردیفي پروتئينهم

 مينواسيدآنقش دارند، شناسایي شدند. دو  LDSجایگاه  یگيرلو شک ATG8که در تاخوردگي 

با روش جهش هدفمند در محل با آمينواسيد آلانين جایگزین ، جداگانه ۷0و آرژنين  ۵1ليزین 

 ATG8B ةیافتگيت به پروتئين جهشبا کمک فناوری گرین GFPشدند. سپس پروتئين فلورسنت 

وحشي موجود در  ATG8Bوی ژن ان با گياهان حمنظور حفظ شرایط یکساافت. به اتصال ی

بياني  ةهای جهش یافته درون سازوی، پروتئينآزمایشگاه، با طراحي آغازگرهای سازگار با گيت

pMpGWB303  سویةو پس از انتقال به اگروباکتری وارد GWB303+pSOUP  به گياه انتقال

 ةه تنها فرم تغيير یافتکلات نشان داد مایشات وسترن بتراریخته در آزبررسي گياهان  داده شد.

ليزین به آدنين قابليت بيان شدن و تشکيل پروتئين پایدار را دارد، در حاليکه با تغيير آرژنين به 

  آلانين، پروتئين پایداری خود را از دست داده و قابليت بيان ندارد.

 های کلیدیواژه
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  مقدمه

 ةپدیدرخدادهای سلولی بسیاری از برای  یدرون سلولافت بازی

. در فرآیند بازیافت، علاوه براینکه سطوح استمهمی 

شود، بقایای سلولی حذف، و های کلیدی تعدیل میکنندهتنظیم

آوری مواد غذایی ضروری مورد نیاز برای رشد مجدد، جمع

یافت اغلب بر اساس اجزای بازسلول  پایداری و نموشوند. می

ترین . مهم(Marshal and Vierstra, 2018) شودمی فتعری شده

پروتئازوم - (Ub)کوئتینسیستم بازیافت درون سلول، سیستم یوبی

 ,Vierstra) هاستاست که تنها محدود به کاتابولیز پروتئین

و  مسیر جبرانی برای تکمیل مسیر پروتئازوم در گیاهان. (2009

 معنی به یونانی ةواژ یژاتوفا  .است اتوفاژی ،هاسایر یوکاریوت

 مواد سیتوپلاسمی، دهیسامان برای مسیر این است. خودخواری

تجمع اسیدهای  کرده،رسوبپروتئین  هایکمپلکساز جمله 

که صدمه  اندامکیو حتی کل ، لیپیدیم اجسا، نوکلئیک و پروتئین

 Masclaux-Daubresse) شودمی، وارد عمل است اضافیدیده یا 

et al. 2017). اتوفاژی اجزای سیتوپلاسمی و بقایای سلولی  رد

برخلاف  .شوندهدایت میبه سمت واکوئل برای تجزیه و تخریب 

غیرانتخابی وتصادفی  ةاتوفاژی یک پدید شدتصور می گذشته که

تواند به اتوفاژی می شده است که مسیر معلوم اخیرا ،است

به  (Cargo receptor)ه محمول ةیرندخابی و از طریق پذصورت انت

 پس از وشده متصل  ،اجزایی که قرار است تجزیه شوند

به  ،درون یک وزیکول دو غشایی به نام اتوفاگوزوم آنها ندیببسته

 .Marshal et al. 2015; Li et al)کندسمت واکوئل هدایت 

ی اختصاصی اهپروتئینمسیر اتوفاژی انتخابی، در  .(2014

 ،ریبوزوم و پروتئازوم مانند هاولکولهای ماکرومکمپلکس

 از جمله اندامکقطعات شبکه آندوپلاسمی یا کل  هایپروتئین

های پاتوژن حتیو  و هسته روپلاستلک، زومکسیاپر ،میتوکندری

 Marshal and) توانند به صورت انتخابی حذف شوندمهاجم می

Vierstra, 2018) .ابی سه ه اتوفاژی انتخام شدالعات انجبر طبق مط

 :لی داردصا ةمرحل

که قرار است برای تخریب به  یئجز) اتوفاژیک ةمحمولشناسایی 

که فرستادن محموله به درون فاگوفور  ،واکوئل فرستاده شود(

 و، شدن وزیکول است بندیبستهاتوفاگوزوم قبل از  ةشکل اولی

اتوفاگوزوم به درون  وارد شده از طریق ورود ةمحمولحذف 

  .(Stephani and Dagdas, 2020) اکوئلو

 Autophagyهای مرتبط به اتوفاژی)ژن ATGپروتئین  ۳۰بیش از 

related genes: ) از میان  .هستندمورد نیاز اتوفاژی برای فعالیت

گیری اتوفاژی دارای در تمام مراحل شکل ATG ،ATG8های ژن

نشانگر  تئین راان این پروتونوعی میبه و است  نقش اصلی

. (Wang et al. 2017) و مسیر اتوفاژی تعریف کردفاگوزوم اتو

ATG8 که دارای  ایهای محمولهآداپتور با پذیرنده در نقش

 ATG8واکنش دهنده با خطی کوتاه به نام موتیف موتیف 

(LIR/AIM: ATG8 interacting motif) های هستند و برچسب

های سیتوسولی( نکوئیتین یا لکتییوبیی پلیهاتوفاژی )مانند زنجیر

 Noda et al. 2010; Stepahni and) دهدمیدارند، میانکنش 

Dagdas, 2020) .  مرکزی توالیAIM از یک محموله  ةدر پذیرند

آمینواسید آروماتیک تشکیل شده است )تریپتوفان، تیروزین یا 

از هر  توانندیم کهفنیل آلانین( که به دنبال آن دو آمینواسیدی 

ر )مانند اد، سپس آمینواسیدهای شاخهگیرندمیار رق ،نوعی باشند

گیرند که به طور کلی با لوسین، ایزولوسین و والین( قرار می

 [W/F/Y-XX-L/I/V]اند: با بار منفی احاطه شده آمینهاسیدهای

(Noda et al. 2010؛ Birgisdottir et al. 2013؛ Maqbool et al. 

، اغلب های محمولههرغم تنوع ساختاری پذیرندعلی. (2016

دارند که  ATG8با جایگاه میانکنش مشابهی  ههای محمولپذیرنده

 [L/I/V]و  [W/F/Y] اسیدآمینهدر مجاورت و بین این جایگاه 

ی آمینهبا اسیدهایپذیرنده  AIM. فسفوریلاسیون توالی قرار دارد

 Matsumoto et) دهدمی افزایش ATG8را با  آنمجاور، میانکنش 

al. 2011). ها به محل اتصال موتیف پذیرندهATG8 دو پاکت ،

است که به آن جایگاه  (L)و لوسین  (W)هیدروفوبیک تریپتوفان 

 اینشود. گفته می LIR (LDS: LIR docking site)اتصال 

 AIM موتیف در لوسین و تریپتوفان اتصال جایگاه ها،پاکت

در  اند.ری شدهنامگذا Lو  Wبه ترتیب  ن دلیلبه همیو باشند می

Saccharomyces cerevisiae  پاکت W  پروتئین درATG8  دارای

، لیزین، پرولین، ایزولوسین، اسید گلوتامیک های جانبیزنجیره

 تپاک و (Pheو  Glu ،Ile ،Pro ،Lys ،Leuآلانین )و فنیل لوسین

L پرولین، لوسین، تیروزین، والین،  های جانبیدارای زنجیره

. هستند Val)و  Tyr) ،Val ،Pro ،Leu ،Pheوالین  و آلانینیلفن

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

58
85

07
3.

14
00

.1
0.

1.
6.

6 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

25
-1

2-
17

 ]
 

                             2 / 11

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.25885073.1400.10.1.6.6
http://gebsj.ir/article-1-396-fa.html


 و همکاران محسنی  ....پایداری در موثر هایموتیف از یکی شناسایی

 

 84 1400ستان بهار و تاب  /1شماره  /مهددوره  /و ایمنی زیستیژنتيک مهندسی 

 

  W خصوص پاکت به ، Lو W پاکت درون نامبرده آمینواسیدهای

 L پاکتاند. حفاظت شده بسیار  ATG8 در بین اعضای خانواده

 Noda et) کمی تنوع نشان داده است  ATG8 هایگودربین همول

al. 2010). ن دو پاکت مینواسیدهای واقع در ایت در آتغییرا

مختل کرده و را  LDSها به پذیرنده اتصال تواندهیدروفوبی می

تغییر در توالی آمینواسیدی جایگاه شود. مانع از جریان اتوفاژی 

LDS  ژنATG8  و برهم زدن میانکنشATG8  و پروتئین

 محموله است.  ةهای تایید پذیرندیکی از روشمحموله، 

 جگرواش پایه از گونةی دو گیاه Marchantia polymorphaه گیا

(liverwort)دیپلوئیدیو  هاپلوئیدیزندگی  ةهر دو چرخ ی، دارا 

 ةچرخزندگی هاپلوئیدی، فاز غالب  است. با این حال چرخه

جزء مگابازی  ۲۵۰ژنوم کوچک  با یانتامارک. است هزندگی این گیا

 .شده است یابییکامل توالطور به  کهاست یی بوده هاژنوم یناول

. از تیکی استژن هایراتکرپایین بودن ترین ویژگی مارکانتیا مهم

در این  ATG8از  Bو Aتوان به وجود تنها دو ایزوفرم می جمله

که دارای نه ایزوفرم از  Arabidopsis thalianaگیاه در مقایسه با 

 Sauret-Güeto et al. 2020; Kohchi)اشاره نمود  ،این ژن است

et al. 2021; Ishizaki et al. 2016)             . 

های پذیرنده محموله، علیرغم اینکه پروتئین یدر شناسای

اتوفاژی در پستانداران  ةای در مطالعهای قابل ملاحظهپیشرفت

حاصل شده است، در گیاهان چگونگی بازیافت ترکیبات صدمه 

ده است. گیاهان اغلب فاقد دیده تا حد زیادی ناشناخته باقی مان

شناخته  ةمولحهای مهمولوگ با پدیرنده های محمولهرندهپذی

ها در مسیر شده در پستانداران هستند و بنابراین بازیافت ارگانل

 Stephani) سازی استشفافاتوفاژی در گیاهان همچنان نیازمند 

and Dagdas, 2020). 

ت آمینواسیدی تیا با تغییراگیاهان مارکانتولید هدف از این مطالعه 

برای  ATG8Bبه منظور بر هم زدن توانایی  LDSجایگاه  در

این گیاهان در مطالعات آتی ای محموله است. هاتصال به پذیرنده

-IP) ی جرمیجسنیفطهمراه با گیاهان وحشی برای آزمایشات 

MS) های محموله مورد استفاده شناسایی و تایید پذیرنده به منظور

دو  جهش یافته، LDSهای نبرای ایجاد لایخواهند گرفت.  قرار

 Lو آرژنین درپاکت  Wر پاکت دی لیزین هاآمینواسید تغییر در

های احتمالی در نظر و پذیرنده ATG8Bبرای برهم زدن اتصال 

به آسانی با فناوری جهش مستقیم در  . این تغییراتگرفته شد

در  است. اجرال ابق (SDM: site directed mutagenesis)محل 

به  گیتینرورودی گ ةساز رکه د وحشی ATG8Bاز این مطالعه 

هدف در  ةبه عنوان نمونسازی شده بود همسانه ،pGGC000نام 

SDM .استفاده شد LDS پروتئین  اتصال به به منظور یافتهجهش

پس گیت شد. به طور مستقیم وارد واکنش گرین GFP فلورسنت

مقصد  ةدرون سازجهش یافته  ATG8B سازیهمسانهاز 

 هایدنبالهرهای دارای گ، با طراحی آغازpGGSUNگیت، نگری

جدا  pGGSUNاز  ATG8Bبه همراه  GFPوی، سازگار با گیت

قرار  pMpGWB303مقصد  ةوی درون سازگیتبا فناوری شده و 

 گرفت.

 

  هاروش و مواد

، M. polymorphaجنس نر گیاه مواد گیاهی و شرایط رشد: 

TAK1 1/2محیط هب مانند(-م بذرندا)ا جمای، از طریق انتقال 

Gamborg’s B5 (1/2GB5)  درصد آگار در شرایط  ۱حاوی

تا  ۵۰های رشد دارای نور سفید دائمی استریل تکثیر شد. اتاقک

۶۰ mmol  1فوتون-s2-m   گراد شرایط درجه سانتی ۲۲و دمای

 . (Kubota et al. 2013)است بهینه برای رشد این گیاه 

با  LDSدی در جایگاه یتغییرات آمینواسا ب ATG8Bتکثیر ژن 

 آمینواسیدی ژنتوالی : استفاده از فناوری جهش مستقیم در محل

ATG8B  پایگاه اطلاعاتیبا روش بلاست پروتئینی در 

Marchantia.info  و شناسایی شد. با بررسی توالی آمینواسیدی

 LDSجایگاه رابیدوپسیس، آ گیاه ATG8Aهمردیفی با پروتئین 

 R70Aو  K51A ةشد. دو جهش جداگان شناسایی مارکانتیادر 

در نظر گرفته شد. برای طراحی  LDSجایگاه  برای تخریب

وبگاه  در ATG8Bی cDNAهای مورد نظر آغازگر حاوی جهش

https://www.bioinformatics.org/primerx از قرار داده شد .

، یک جفت آغازگر رفت و برگشت میان آغازگرهای پیشنهادی

 شد در نظر گرفتهآمینواسیدی  اتتغییراز  کیجداگانه برای هر 

 ةسازی شده در سازوحشی همسانه ATG8B. از (۱)جدول 

گیت، به های لازم در واکنش گرین، از سازهpGGC000ورودی 
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هدف برای تکثیر با آغازگرهای تغییر یافته در واکنش  ةعنوان نمون

PCR واکنش د. بدین ترتیب در پایان اده شاستفATG8B  با

گیت به ورودی گرین ةییرات نوکلئوتیدی دلخواه درون سازغت

دست آمد. به منظور کاهش میزان خطاهای احتمالی در زمان 

با قابلیت تصحیح اشتباه که  Q5از آنزیم پلیمراز  PCRواکنش 

 وتاهزمانی کدر  دارای دقت بالا در همانندسازی قطعات بلند

اضافه شد  DpnIآنزیم  PCRه محصول است، بهره بردیم. سپس ب

اند، متیله شده E.coliی والدی که پس از انتقال به DNA ةتا نمون

 E.coliسازی به باکتری بدون خالص PCRمحصول  هضم شوند.

های تشکیل شده بر روی محیط انتقال داده شد. از میان کلونی

راج کلونی برای استخ ۵سیلین، مپیآ بیوتیکجامد انتخابی آنتی

حاصل از آنها  هایپلاسمیدانتخاب و  فپلاسمید به تصاد

 یابی شدند. توالی

با فناوری  ATG8Bبه ژن  GFPالحاق پروتئین فلورسنت 

گیری از گیت بهرهگرین خلاصه فناوری طور به :گیتگرین

های هضم و اتصال در یک مرحله است. در این فناوری واکنش

گ، ت-CDS ،Cتگ، -Nروموتر، بیانی شامل پ ةسازاجزای دا تاب

های ژن مقاومت به طور جداگانه درون مودل دهنده وپایان

ها، جایگاه این سازه ةشوند. ویژگی مشترک همورودی الحاق می

 ،(. محل برش این آنزیمالف، ۱است )شکل  BsaIشناسایی آنزیم 

آن است. به همین دلیل نامتقارن و متفاوت از جایگاه شناسایی 

توان نوکلئوتیدهای علاوه بر این می ،شودچسبنده ایجاد میانتهای 

در نظر گرفت  (Module) مودلمتفاوتی را در جایگاه برش هر 

هضم شده و با  BsaIجداگانه با آنزیم مودل ، ب(. هر ۱)شکل 

تگ و ...( وارد واکنش اتصال -Nمورد نظر )پروموتر،  ةقطع

 ةورودی به همراه سازها دارای قطعات مودل ةسپس همشود. می

گیت وارد شده و به ترتیب جایگاه، در واکنش گرین دبیانی مقص

ها گیرند. برای قرارگیری به ترتیب مودلمی بیانی قرار ةدرون ساز

هر مودل دارای نوکلئوتیدهای مکمل  ۳´بیانی، انتهای  ةدرون ساز

. (Lampropoulos et al. 2013)مودل بعدی است  ۵´با ابتدای 

با توالی صحیح به  تهفتغییریا ATG8Bد ورودی حاوی سمیپلا

برای انتهای  GFP، مودل حاوی EFهمراه مودل حاوی پروموتر 

Nةدهند، مودل پایان NOS مودل حاوی ژن مقاومت ،

وارد واکنش  pGGSUNبیانی مقصد  ةو سازکلروسولفورون 

 ةی صحیح هر جز درون سازگیت شدند. برای قرارگیرگرین

متفاوت  ةهای چسبنددهئها که دارای زامودل ةهمحضور  مقصد،

واکنش حصولات مانتقال و مکمل هستند ضروری است. پس از 

 بیوتیکو تشکیل کلونی در محیط جامد انتخابی آنتی E.coliبه 

انجام شد،  PCRاسپکتینومایسین، با آغازگرهای میانی واکنش 

و برای تایید  دهاستخراج شهای مثبت پلاسمید یسپس از کلون

یابی توالی ATG8Bژن تغییرات و  هاقرارگیری صحیح مودل

 . (۲)جدول  شدند

 GFPمتصل به پروتئین فلورسنت  ATG8Bسازی همسانه

یک  :ویفناوری گیتبا  pMpGWB303مقصد  ةدرون ساز

-GFPو  GFP-ATG8B-K51Aپلاسمید از پلاسمیدهای حاوی 

ATG8B-R70A بیانی  ةیابی صحیح، برای ورود به سازبا توالی

ازگرهای طراحی شده از ابتدای ب شدند. ابتدا با آغوی انتخاگیت

GFP  و انتهایATG8B  ویهای سازگار با گیتدنبالهو دارای 

گیت تکثیر از پلاسمید گرین ATG8Bبه همراه  GFP ،(۱)جدول 

کلوناز شرکت  BPآنزیم کیت سازی، با شده و پس از خالص

 pDONR221وی ورودی گیت ةدرون ساز)آمریکا( ترموفیشر 

های مثبت تشکیل شده بر روی سازی شدند. از کلونیهمسانه

، پلاسمید PCRمحیط جامد انتخابی کانامایسین در واکنش 

توالی  داراییابی شدند. پلاسمیدهای توالی خراج شده واست

کلوناز شرکت ترموفیشر در واکنش   LRآنزیمکیت صحیح با 

ومت به حاوی ژن مقا pMpGWB303مقصد  ةوی وارد سازگیت

های تشکیل بر روی کلون PCR-ولفورون شدند. کلونیکلروس

شده در محیط جامد انتخابی اسپکتینومایسین انجام شده و 

  پس از تایید، بایابی شدند. های مثبت توالیونیپلاسمید کل

 Agrobacterium tumefaciensروش الکتروپوریشن به  استفاده از

 .نددانتقال داده ش GV3101+pSoup سویة

، در محیط TAK1جنس نر گیاه مارکانتیا، ی: تراریختی و باززای

1/2GB5  .گیاهان بالغ به روش به مدت دو هفته کشت داده شد

 ,.Kubota et al) مانند گیاه است،که اندام برگ تراریختی تالوس

حاوی آنتی بیوتیک های  1/2GB5تلقیح و در محیط  (2013

د از و تیکارسیلین بدون هورمون منتقل شدند. بع کلروسولفورون

ظاهر شده و به طور  ززابازة زمانی دو الی سه هفته گیاهان با
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تراریختی آماده ارزیابی های برای آزمون ،هفته ۶تقریبی بعد از 

 دند. ش

گیاهان باززا شده در : بیانبیشهای تأیید لاینوسترن بلات برای 

. یک محیط برای شدند جامد واکشت 1/2GB5دو محیط مجزای 

گر برای احتمالی مثبت تراریخت و محیط دینگهداری گیاهان 

پس از  روز ۱۰الی  ۷رشد گیاهان برای آزمون وسترن بلات. 

ن شت داده شده برای استخراج پروتئین و آزمو، گیاهان کواکشت

ند. استخراج پروتئین کل با بافر آوری شدوسترن بلات جمع

GTEN  مطابق دستورالعمل انجام شده و از طریق الکتروفورز ژل

و انتقال بر روی  (SDS-PAGE)درصد  ۵/۱۲اکریل آمید پلی

جدا سازی شد. برای آشکارسازی  (BioRad)غشای نیتروسلولزی 

 استفاده شد.  GFPبادی پروتئین از آنتی

 

 
 

ی یک جز از اجزای لازم است. هر مودل حاو BsaI. قیچی روی هر سازه محل برش توسط آنزیم مقصد ةبرای ورود به سازورودی متفاوت مودل الف، شش  -۱شکل 

ها در رفتن مودلمتفاوت برای به ترتیب قرار گ ةزائد ۷شوند. ب، مقصد وارد می ةازسمرز راست و چپ گیت بین در واکنش گرین هابیانی است. این مودل ةساز برای

 نوکلئوتید است. از چهارود. هر زائده حداقل دارای دو نوکلئوتید متفاوت شمودل بعدی جفت می ۳´خود با انتهای  ۵´بیانی. هر مودل در انتهای  ةساز

Figure 1. A, six entry modules for inserting to destination vector. The scissors represent BsaI recognition sites. Each module is 

one component of required components for the destination vector. In each GreenGate reaction, six modules are inserted 

between the left border (LB) and the right border (RB) sequences of the destination vector. B, each module is flanked at its 5′-

end by the same overhang as the 3′-end of the next module. The individual overhangs are different from each other by at least 

two out of the four nucleotides.  
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و ژن  EFوموتر اختصاصی ای پرزه دارن سا. ایGFPو فاقد پروتئین فلورسنت وی برای واکنش گیتاختصاصی گیاه مارکانتیا  pMpGWB303بیانی نقشة سازة  -۲شکل 

 مقاومت اسپیکتینومایسین برای باکتری و ژن مقاومت کلروسولفورون برای گیاه تراریخت است.
Figure 2. pMpGWB303, the Gateway destination vector lacking the GFP fluorescent. This vector includes the EF promoter, the specific 

promoter for M. polymorpha and Spectinomycin resistance marker for bacteria and chlorsulfuron for transformed plant.  

 

 

برای هش مستقیم در محل و جبرای  ATG8B R70A و ATG8B K51Aبرای تکثیر ای پلیمراز واکنش زنجیره به کار رفته دررها توالی نوکلئوتیدی آغازگ-۱جدول 

 وی است(.مقصد گیت ةالی به سازاتص ةخط کشی در توالی دنبال ة. )ناحیویگیتبرای  GFP-ATG8B R70Aو  GFP-ATG8B K51Aیر تکث
 Table 1. List of primers used in PCR for amplification of ATG8B K51A and ATG8B R70A for site directed mutagenesis and amplification 

of GFP-ATG8B K51A and GFP-ATG8B R70A for Gateway.  

 
 یابیو توالی PCR-ی به کار رفته برای کلونیتوالی نوکلئوتیدی آغازگرها-۲ل جدو

Table 2. List of primers for colony-PCR and sequencing 

 

 آغازگر توالی نوکلئوتیدی هدف
SDM 5´ CGACATCGACAAGAAGGCGTTTCTGGTGCCGGTG  3´ آغازگر رفتK51A- 
SDM 5´ CACCGGCACCAGAAACGCCTTCTTGTCGATGTCG  3´ آغازگر برگشتK51A- 
SDM 5´ GTGTTCGTCATCCGCAAGGCAATGAAGCTGACGCCGGAG  3´ تآغازگر رفR70A- 
SDM 5´ CTCCGGCGTCAGCTTCATTGCCTTGCGGATGACGAACAC  3´ آغازگر برگشتR70A- 

 GFP-ATG8B-رفت زگرآغا ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCGGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT´5 3´ ویگیت

 GFP-ATG8B-برگشتآغازگر  GCCAACGAGGGCGACCTCGTCGGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT´5 3´ ویگیت

 آغازگر توالی نوکلئوتیدی هدف

 -ATG8Bابتدا آغازگر رفت ´ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGC  3 ´5 ویگیت و گیتگرین

 -ATG8Bانتها آغازگر برگشت ´GCCAACGAGGGCGACCTCGTC  3 ´5 ویگیت و گیتگرین

 -GFPمیانی آغازگر رفت ´AGCTGGAGTACAACTACAAC   3 ´5 ویگیتگیت و گرین

 -GFPمیانی آغازگر برگشت ´GTTGTAGTTGTACTCCAGCT  3 ´5 ویگیت و گیتگرین

 M13-برگشتآغازگر  ´GCTGAGGCCAATCTGGAATAGC  3 ´5 ویگیت
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  و بحثنتایج 

 

و  GFP-ATG8B-K51Aبیانی برای ورود  ةسازی سازآماده

GFP-ATG8B-R70A :توالی نوکلئوتیدی  به درون گیاه

ATG8B  با بلاست پروتئینی از وبگاهMarchantia.info  شناسایی

وزن  جفت باز و ۳۹۳در گیاه مارکانتیا دارای  ATG8B ژنشد. 

همردیفی با پروتئین از پس کیلودالتون است.  ۸۱/۱۴پروتئینی 

ATG8A های آمینواسیدی ماندهباقی ،از گیاه آرابیدوپسیسLDS 

در  LDSجایگاه  Wکت پا .ندمشخص شد Lو  Wدر دو پاکت 

، ۳۳، پرولین ۲۴، ایزولوسین ۲۰آمینواسیدهای اسید گلوتامیک 

، E20) ۱۰۷و فنیل آلانین  ۵۳، لوسین ۵۱، لیزین۳۵ایزولوسین 

I24 ،P33 ،I35 ،K51 ،L53  وF107 ( شناسایی شده است )شکل

در  LDSجایگاه  L، حروف قرمز(. همچنین پاکت ۳

 ،۵۵، پرولین ۵۴، والین ۵۲آلانین ، فنیل۳۶آمینواسیدهای والین 

 ۷۰و آرژنین  ۶۷، ایزولوسین ۶۶، والین ۶۳آلانین ، فنیل۵۸لوسین 

(V36 ،F52 ،V54 ،P55 ،L58 ،F63 ،V66 ،I67  وR70شناس ) ایی

دو ها، ماندهاز میان این باقی، حروف سبز(. ۳شده است )شکل 

 W (K51A)به آلانین از پاکت  ۵۱جایگاه  یزینتغییر آمینواسیدی ل

به عنوان دو  L (R70A)به آلانین از پاکت  ۷۰و آرژنین جایگاه 

نتخاب شدند. برای اعمال ا LDSاحتمال برای از بین بردن جایگاه 

توان از روش می رد نظر، علاوه بر سنتز ژن،تغییرات در ژن مو

و نسبتا ارزانی است، که روشی ساده  در محل  زایی هدفمندجهش

ای رشته دو DNAحاوی  ةبکارگیری ساز SDMاساس  بهره برد.

 مورد نظر و دو آغازگر الیگونوکلئوتیدی است که هر دو ةقطع

گرهای ی دلخواه هستند. هر یک از آغازهاآغازگر دارای جهش

است و  DNA ةساز ةالیگونوکلوئتیدی مکمل یک رشته از دو رشت

یابد. در پایان مکمل خود اتصال می ةه رشتب PCRدر طول واکنش 

دارای جهش دلخواه در جایگاه مورد نظر  تکثیریافته ةواکنش قطع

شود، آنزیم اضافه می PCRصول نیز که به مح DpnIاست. آنزیم 

است و دارای   ´Gm6ATC-3-´5ی هدفاندونوکلئازی با توال

شده ی متیله شده و نیمه متیله DNAعملکرد اختصاصی برای 

 E.coliوالدی که از قبل در باکتری  DNAاست. به همین دلیل 

های توان تنها نمونهشوند و در نتیجه میاند، حذف میمتیله شده

DNA اند به باکتری ای را که موتانت شدهه سنتز شدهتازE.coli 

اول، قدم ، IP-MSاما برای اطمینان از نتایج حاصل از انتقال داد. 

 GFP-ATG8Bانتقال مشابه برای هر دو لاین ایجاد شرایط 

وحشی و تغییر یافته است. در آزمایشگاه محل تحقیق، گیاهان 

گیاهان اهدایی از ، ATG8Bهای وحشی تراریخت دارای ژن

 ةاست. در این گیاهان از ساز ژاپن بوده Basic biologyدپارتمان 

 وی برای انتقالسازگار با فناوری گیت pMpGWB303بیانی 

GFP-ATG8B مذکور فاقد پروتئین  ةاستفاده شده است. ساز

ضروری  IP-MSفلورسنت است که وجود آن برای آزمایشات 

پذیری برای اضافه کردن ت انعطافاست، هر چند که به سازه مزی

های انجام شده دهد. با بررسیسنتی را میهر نوع پروتئین فلور

 ATG8Bبه  GFPصال ترین راه اتترین و سریعمعلوم شد که ساده

 ATG8Bبه این ترتیب از گیت است. بکارگیری فناوری گرین

گیت به ورودی گرین ةسازی شده در سازوحشی از قبل همسانه

استفاده شد.  SDMهدف در  ة، به عنوان نمونpGGC000 نام

 ATG8Bسازی مجدد ابراین با این روش، نیازی به همسانهبن

ورودی به  ةاهد بود و سازنخو pGGC000ورودی  ةدرون ساز

و پس از اتصال گیت تواند وارد واکنش گرینطور مستقیم می

GFPژن د. اساس تایید حضور وی قرار گیرگیت ة، درون ساز

ATG8B در هر مرحله  یابی پلاسمیدبا تغییرات اعمال شده، توالی

 بوده است.

 

 
MGESEFQFKQTTNLESRQAESARILEKYPDRVPVIV

KRADKSSIPDIDKKKFLVPVDLAVGQFVFVIRKRMK

LTPEKAIFVFVKDVLPPTSAMMAQIYDEYKDQDGFL

YMTYSGENTFGSSHDDEVALVG 
 

 Lو  Wدر پاکت  موجود هایماندهباقی. ATG8Bتوالی آمینواسیدی  -۳شکل 

 ست.ان داده شده های قرمز و سبز نشابه ترتیب با رنگ
Figure 3. ATG8B amino acid sequence. The residues 

constituting W- and L-sites are colored red and green, 

respectively. 

 

پس از انتقال سازه به  با وسترن بلات:ارزیابی گیاهان تراریخت 

، برای استخراج پروتئین انتخاب گیاه باززا شده ۷ درون گیاه،

بادی در گیاه، از آنتی ATG8Bد. برای اطمینان از حضور شدن

GFP تفاده شد. علیرغم تغییر در آزمون وسترن بلات اس

گونه تغییری در در عمل نباید هیچ ATG8آمینواسیدی در پروتئین 
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رود انتظار می تاخوردگی و بیان مناسب این پروتئین ایجاد شود و

بلات مشابه باندهای قابل باندهای قابل مشاهده در نتایج وسترن 

مشاهده برای لاین وحشی باشد. در نتایج وسترن بلات، مطابق 

انتظار دو باند برای لاین وحشی مشاهده شد. در حالیکه از دو 

توانسته به خوبی بیان شود و  جهشتنها یک  جهش ایجاد شده

شته باشد. لازم به توضیح است که از دو باند تاخوردگی مناسب دا

کیلودالتون )باند  ۲۶ده، باند با وزن مولکولی حدود مشاهده ش

کیلودالتون  ۴۶وزن مولکولی حدود و باند با  GFPپایین( متعلق به 

 است GFPمتصل شده به پروتئین  ATG8B)باند بالا( متعلق به 

در گیاهان ، R70A ة. از آنجایی که در لاین جهش یافت(۴)شکل 

کیلو دالتون و  ۴۳ر از باندی ضعیف کوچکت ۴و  ۲ ةباززای شمار

 شد، ما را بر آن داشت که ازمشاهده  کیلودالتون ۲۶بزرگتر از 

و به دنبال  DNAحضور سازه درون گیاه اطمینان یابیم. استخراج 

اختصاصی حضور  ATG8و  GFPیابی با آغازگرهای آن توالی

اما با توجه به مشابه بودن  کرد.تایید می DNAسازه را در سطح 

مراحل کار برای انتقال هر دو سازه، یکی از دلایلی را که تمام 

با تغییر مورد نظر ربط داد، عدم  ATG8توان به عدم بیان می

تواند به دلیل تاخوردگی پایداری پروتئین است که این خود می

 ناصحیح پروتئین ایجاد شود.

 

 
کیلودالتون،  ۲۶لکولی . باندهای مشاهده شده در وزن موGFP-ATG8B-R70Aو ب،  GFP-ATG8B-K51Aالف،  گیاهان تراریخت شدهوسترن بلات  نتایج -۴شکل 

گیاهان باززای در هر تصویر، تعداد  ۷تا  ۱های شماره است. ATG8و   GFPکیلودالتون، باند مربوط به  ۴۳و باندهای مشاهده شده در وزن  آزاد GFPوط به باند مرب

بیان  K51Aگیاه باززا برای  ۷یاه از گ ۴ آورده شده است. لاین وحشی و کنترلبدون جهش است که به عنوان  GFP-ATG8 ، گیاه۸ ةمورد ارزیابی است. ردیف شمار

GFP  وATG8 در حالیکه برای اندرا به خوبی نشان داده ،R70A  هیچ گیاه باززایی بیانGFP-ATG8 ده استرا نشان ندا. 
Figure 4. Western blot for genotyping of transformed plants, A, GFP-ATG8B-K51A and B, GFP-ATG8B-R70A. The band equal with 26 

KD is referred to free GFP and 43 KD is referred to GFP+ATG8B. The number of 1 to 7 represents the number of regenerated plants tested 

for transforming. The lane of 8 is GFP+ATG8 without mutation representing the control. In K51A, GFP and ATG8 is well-expressed in 4 out 

of 7of the regenerated plants, although there is no expression for R70A. 

 

محموله  ةاتصال پذیرند که جایگاه LDSدمین حاضر  ةمطالعدر 

زایی هدفمند در محل در است، با روش جهش ATG8Bدر ژن 

جهش داده شد. ژن جهش یافته با عدم  M. polymorpahگیاه 

گیت به پروتئین محموله با فناوری گرین ةایی اتصال به پذیرندتوان

GFP وی به گیاه متصل شده و با فناوری گیتM. polymorpha 

-گیاهان تراریخته برای انجام آزمایشات مس انتقال داده شد.

ی مورد استفاده قرار خواهند گرفت تا به شناسایی اسپکترومتر

کنند، کمک محموله عمل می ةهایی که به عنوان پذیرندپروتئین

کند. در این بررسی نشان داده شده است که تغییرات آمینواسیدی 

در لیت بیان شدن قاب و تبدیل آن به آلانین، ۷۰آرژنین در جایگاه 

د به دلیل عدم پایداری پروتئین توانگیاه مارکانتیا را ندارد که می

و  ۵۰لیزین  ةماندباقیایجاد شده بعد از جهش باشد. اما تغییر در 

تغییری در بیان پروتئین ایجاد نکرده است و تبدیل آن به آلانین 

و بیان  تواند همانند پروتئین طبیعی، پایدار باشداین پروتئین می

 شود. 

وشی متدوال در ر ATG8در پروتئین  LDSجهش در جایگاه  

مطالعات مرتبط به مسیر اتوفاژی است. این روش هم در تایید 

های محموله و هم در ی احتمالی به عنوان پذیرندههاپروتئین

 ةبرای شناسایی اولی ی جرمیسنجطیفمطالعات مربوط به 

بسیار کاربرد دارد. از جمله  ATG8دهنده با های واکنشپروتئین

( در ATG8)همولوگ  LC3Bو  ATG4Bمیانکنش  ةدر مطالع

دو  در LC3Bمخمر، برای اثبات میانکنش بین این دو پروتئین، 
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جهش داده شد. مشاهدات نشان داد که  L82Aو  F80Aجایگاه 

میانکنش این دو پروتئین مختل شده است که استدلالی بر این 

میانکنش  LC3Bبا  LDSدر جایگاه  ATG4Bواقعیت بود که 

توان برای تعیین . همچنین می(Rusmussen et al. 2017)دهد می

 ATG8محموله با پروتئین  ةجایگاه دقیق میانکنش پروتئین پذیرند

همچنانکه نشان داده شده است  تغییر یافته بهره برد. LDSاز 

ولوگ در پروتئین هم Wدر پاکت  YL49AAوجود جهش دوتایی 

ATG8 آن با  خوردن میانکنشهای انسانی، سبب برهمدر سلول

 محموله در شرایط تنش شبکه ةکه پروتئین پذیرند C53پروتئین 

در پاکت  R67Aو  P52Aشود. اما جهش می آندوپلاسمی است،

L  یا جهش دوتاییKK64AA  تغییری در این میانکنش ایجاد

دیگری نشان داده  ةلع. در مطا(Stephani et al. 2020)کندنمی

عمل کرده  AIM/LIRتقل از ها مسشده است که بعضی از پروتئین

متصل  ATG8به  LDSو در جایگاه دیگری غیر از جایگاه 

در  ATG8های وند. در این مطالعه یکی از ایزوفرمشمی

جهش  L51Aو  Y50A، در دو جایگاه ATG8Aآرابیدوپسیس، 

ین رفتن میانکنش میان پروتئین داده شد. اما این جهش سبب از ب

شده است. که در نهایت نشان داده ن ATG8و  RPN10پذیرنده 

دهنده اکنششد که این پذیرنده در جایگاه دیگری به نام موتیف و

 ATG8با  (UIM: ubiquitin-interacting motif)با یوبیکوئیتین 

 . (Marshal et al. 2019)میانکنش دارد 

 Marchantia polymorphaدر این تحقیق گیاه گیاه مورد مطالعه 

 ATG8سه با گیاه آرابیدوپسیس که دارای نه ایزوفرم در مقایاست. 

تواند به و ایزوفرم از این ژن میاست، گیاه مارکانتیا با داشتن د

های اتوفاژی و تر برای یافتن پذیرندهتر و سریعآسان ةمطالع

 ک شایانی کند. تر کمارجاع نتایج آن به گیاهان عالی

وی برای گیتگیت و در این تحقیق از دو فناوری گرین

. فناوری یافته استفاده شدجهش ATG8Bسازی ژن همسانه

های ورودی مورد نیاز برای بیان ژن ز سازهگیت متشکل اگرین

یک واکنش آنها همراه با ژن مورد نظر در  ةکه هم استخارجی 

شوند. ویژگی مهم د وارد میمقص ةساز به هضم و اتصال همزمان

است که دارای  IIهای هضم نوع یماین فناوری، به کارگیری آنز

. استایی جایگاه شناساز  خارجهضم نامتقارن و جایگاه برشی 

هر سازه توان برای اطمینان از کیفیت و صحت توالی هر سازه، می

های یابی کرد، که این خود مزیتی نسبت به روشتوالیجداگانه را 

به  سازی کلاسیکهای کلونسازی کلاسیک است. در روشکلون

ایجاد شده، درون  ةیابی، تغییرات ناخواستهای توالییدلیل پیچیدگ

تواند به درون گیاه نیز وارد شود. روش ماند و میسازه باقی می

وی نیز به عنوان یک روش مستقل از واکنش اتصال، فاقد گیت

گیت است. در این روش نیز در حین ینپذیری فناوری گرانعطاف

غییرات ناخواسته درون سازه وجود دارد که واکنش، امکان ایجاد ت

مقایسه با فناوری  وی درتواند وارد گیاه شود. همچنین گیتمی

بر است های کلوناز بسیار هزینهگیت، به دلیل وجود آنزیمگرین

(Lampropoulos et al. 2013). 
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Abstract 

Autophagy is one of the defensive response pathways under stress and non-stress 

conditions in different organisms. In autophagy, damaged compounds and organelles are 

sealed into double-membrane vesicles as an autophagosome. Autophagosome has been 

directed to the vacuole to be degraded by hydrolytic enzymes into initial substances. ATG8 

proteins are the hallmark of this pathway. These proteins are involved in autophagosome 

formation and target cargo location inside the autophagosome. In selective autophagy, 

cargo receptors play an important role in trapping the cargo inside the autophagosome. 

There is the ATG8 binding motif called AIM or LIR in Cargo receptors. This motif makes 

able the cargo receptors interact with LDS, LIR docking site in ATG8. Any modification in 

the AIM motif or LDS could abolish the interaction between ATG8 and cargo receptors. In 

this study, ATG8B mutant in LDS has been generated in Marchantia polymorpha for future 

studies to identify the possible cargo receptors. In this order, the protein sequence of 

ATG8B has been identified in the marchntia.info database. Aligning ATG8A from 

Arabidopsis with ATG8B from Marchantia leads to identifying the residues involving in 

ATG8B folding and LDS formation. Two residues, Lysin 51 and Arginine 70, have been 

replaced with Alanine residue by site-directed mutagenesis. The GreenGate has been used 

for fusing the GFP to ATG8B mutant fragments. To consider the same condition with wild-

type ATG8B lines presented in the lab, by using the Gateway adapted primers, ATG8B-

LDS mutant has been cloned in the expression vector, pMpGWB303. After transforming to 

Agrobacterium GWB303+pSOUP strain, it has been transformed to the plants. Analyzing 

the transformed plants in western blot experiments has shown that the only form of 

modification that can express and fold as a stable protein is Lysine to Alanine modification, 

however, in the proteins with the mutation of Arginine to Alanine, protein is not stable, and 

it cannot be expressed.  

Key words: AIM, Autophagy, Gateway, GreenGate, and LDS 
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