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مطالعه مکانیسمشود ومیمحسوبگیاهبرايبزرگیتهدیدشوريتنشمختلف،هايتنشبیندر
شوري در گیاه مدلتحملمسیرهايازیکیدر. استگیاه حائز اهمیتدرشوريتحمل

که یک حسگر یونهاي کلسیم و Salt Overly Sensitive3 (SOS3)پروتئین آرابیدوپسیس،
موجب فعال سازي فرایندهاي SOS3-SOS2آغازگر مسیر تحمل شوري است با تشکیل کمپلکس 

هاي ي سوپراکسید که در تنشهااز سوي دیگر، رادیکال. شودمختلف به منظور تحمل شوري می
چگونگی . شود براي سلول مضر بوده و بایستی از بین بروندمختلف ازجمله تنش شوري تولید می

هاي اکسیداتیو در گیاهان مقاوم به حذف این رادیکالهاي سوپراکسید و حفظ سلول از آسیب
Yeast Two Hybrid Systemروشکارگیريدر این تحقیق، با. شوري مشخص نیست

(Y2HS) و دوبل تراریزش مخمرSaccharomyces cerevisiaeسویهAH109هاي با ناقل
pGBT9-SOS3 وpGADT10-AtcDNAهاي پروتئینی میانکنشSOS3 در میان کتابخانه

cDNAاز چهار کلنی بدست آمده در روي محیط کشت انتخابی . آرابیدوپسیس جستجو گردید
SD-AHWL استخراجDNA ناقلپس از تکثیر انجام وpGADT10-AtcDNA آنها درE. coli

یکی از مهمترین . شدBLASTیابی صورت گرفت و در بانک اطلاعات آرابیدوپسیس توالی
Manganese Superoxide Dismutaseهاي یافت شده مربوط به پروتئین میانکنش 1 (MSD1)

هاي فاظت گیاه از آسیبهاي سوپراکسید براي حواکنش خنثی سازي رادیکالMSD1. بود
در SOS3توسط MSD1میانکنش و  بکارگیري . ها را به عهده دارداکسیداتیو ناشی از استرس

در ادامه، میانکنش . شودهاي اکسیداتیو میمسیر مقاومت به شوري موجب نجات گیاه از آسیب
SOS3-MSD1 با جداسازي و همسانه سازيcDNA کاملMSD1برید مخمر هاي دوبل هیدر ناقل

تولید SOS3نشان داده شد که پروتئین GST-Pull Downهمچنین به کمک تکنیک . تایید شد
تولید شده از روي MSD1و پروتئین نشاندار pGEX2TK-SOS3شده در باکتري از روي 

pGBKT7-MSD1این اولین گزارش از برهمکنش مسیر . بصورت مستقیم باهم میانکنش دارند
باشد که مکانیسم می(MSD1)با مسیر حذف یونهاي مضر سوپراکسید (SOS3)تحمل به شوري 

.سازدمولکولی این دو مسیر را بهم مرتبط می

هاي کلیديواژه
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مقدمه

براي این که یک سلول به طور کاملا هماهنگ رفتار کند، باید کلیه
از این رو، تنوع . عملکردهاي آن به نوعی به هم مرتبط شوند

هاي میانکنشهاي بیولوژیکی نتیجهعملکرد و پیچیدگی در سیستم
-به عنوان فراوانها پروتئین.بیولوژیکی استموجود مابین اجزاء 

هاي هاي زیستی، اساس بیشتر فرایندین اجزاء سیستمتر
آنها بین میانکنشمطالعهند و دهبیولوژیکی مهم را تشکیل می

تواند کمک قابل توجهی در توضیح بخشی از یک مسیر می
این امر بر این فرض استوار است که عملکرد . عملکردي ارائه کند

گر آن است یک پروتئین، مرتبط با عملکرد شریک میانکنش
)Pawson, ، GST Pull-downهمانند هاي مختلفی روش). 2003

Tandem Affinity Purification (TAP-tag) ،Co-

Immunoprecipitation (Co-IP)،Bimolecular Fluorescence

Complementation (BiFC) وFluorescence Lifetime

Imaging Microscopy (FLIM)هاي میانکنشبراي مطالعه
هاي کلاسیک جهت مطالعه از روشیکی. پروتئینی وجود دارد

Yeast two hybridها، سیستم دوبل هیبرید مخمر یا این میانکنش

system (Y2HS)هاي پروتئین ویژگیاست که بر پایهGAL4

DNA(DNA Bindingمخمر که شامل دو بخش اتصال به 

Domain: BD)سازي رونویسیو فعال(Transcription

Activating Domain: AD)ریزي شده است ، پایهباشدمی
)Chien et al. 90این سیستم که در اوایل دهه ). 1شکل ) (1991

Saccharomyces cerevisiaeدر مخمر Songو Fildesتوسط 

ارائه شد، انقلابی را در آنالیز میانکنش پروتئینی ایجاد کرد و به 
- ویژهتدریج به علت سادگی نسبی، تنوع و کارایی بالا، از جایگاه

Bruckner(اي برخوردار شد  et al. لازم به یادآوري است ).2009
لازم است به کمک سایر روشها مورد روشکه یافته هاي این 

.تایید قرار گیرد

براي بقا و رشدونمو، باید به طور ثابت، تغییرات موجودات زنده
محیط خود را درك کنند و به طور صحیح از طریق تنوعی از 

,Silva(ي مولکولی به آن پاسخ دهند هامکانیسم هاي تنش). 2009
مختلف محیطی منجر به تغییرات مورفولوژیکی، فیزیولوژیکی، 

شوند که به طرز نامطلوبی رشد بیوشیمیایی و مولکولی بسیاري می
دهند و مانع بروز پتانسیل و باردهی گیاه را تحت تاثیر قرار می

Rodriguez(شوند ژنتیکی کامل گیاه می et al. جملهاز). 2005
واسطهبهکهکرداشارهشوريتنشبهتوانمیمهمهايتنش

,Zhu(کندمیمهارراگیاهرشد،نمکتجمع 2007.(
Arabidopsisدر یکی از فرایندهاي تحمل شوري در گیاه مدل 

thaliana به نام مسیرSalt Overly Sensitive (SOS) پروتئین ،
SOS3 موتیف با، یک پروتئینEF-hand است که قادر به درك

به SOS3. باشدمیسیتوزولی ناشی از تنش شوري +Ca2سیگنال 
غشايدرSOS2تجمعباعث، +Ca2محض درك سیگنال 

در ادامهوشدهSOS3-SOS2کمپلکس تشکیلوسیتوپلاسمی
موجب فعال سازي فرایندهاي مختلف به منظور تحمل شوري 

Sanchez-Barrena(شود می et al. تاکنون مطالعات زیادي ). 2004
بررسی تاثیر بیان : ست، از جملهصورت گرفته اSOS3در مورد 

در افزایش تحمل گیاه ) SOS)SOS1-3هاي مسیر همزمان ژن
Yanga(نسبت به شوري  et al. ، بیان، خالص سازي و )2009

SOS3)Sanchez-Barrenaکریستالیزاسیون  et al. ، تعیین )2004
و همچنین حالت اتصال +Ca2در حالت اتصال به SOS3ختار سا
Sanchez-Barrena(و یون منگنز +Ca2به  et al. در ادامه). 2005

مسیردرك بهتراین تحقیقات، در پژوهش حاضر، به منظور 
هاي و با توجه به نبود اطلاعات در زمینه میانکنشمذکور

دوبل و Y2HSروشبکارگیريبامولکولی این پروتئین، 
.Sمخمرریزشترا cerevisiae حاوي بانک ناقلباAtcDNA و

با دیگر پروتئینها SOS3کنش پروتئین میانSOS3حاوي ژن ناقل
.تایید گردیدGST Pull-Dwonروشو یافته ها با بررسی شد
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Figure 1. The schematic mechanism of Yeast two hybrid test.

در AD-Yو BD-Xپروتئین هاي شیمر . می شودتراریزشبصورت همزمان ناقلمخمر با دو .  سازوکار مولکولی تست دوبل هیبرید مخمر-1شکل
به ناحیه BD-Xبراي اتصال BDو ADمیانکنش وجود داشته باشد موجب کنار هم قرار گرفتن Yو Xاگر بین دو پروتئین . شودمخمر تولید می

هاي شود تا رونویسی ژن گزارشگر صورت گیرد و پروتئینمیAD-Yتوسط RNA pol IIختصاصی روي پروموتور و همچنین فعال سازي آنزیم ا
Activation)پلیمراز RNAناحیه فعال سازي آنزیم : AD. خواهد شدHو Aمربوطه تولید شود که در نتیجه موجب رشد مخمر در محیط کشت فاقد 

Domain) ،BD : ناحیه اتصال شونده به پروموتور(DNA Binding Domain) ،X وY ،نام فرضی دو ژنGAT TATA : پروموتور ژنGAL4 ،GAL

UAS : توالی بالادست پروموتور ژنGAL4 ،L : حاوي ناقللوسین که از رويADشود، تولید میW : حاوي ناقلتریپتوفان که از رويBDتولید می -
.ژن گزارشگر هیستیدین:Hدنین،ژن گزارشگر آ: Aشود، 

 .

هاروشومواد

به این منظور پس از تکثیر مخمر :تراریزش مخمر
Saccharomyces cerevisiaeسویهAH109 در محیط غنی

Yeast Extract Peptone Dextrose (YPD) ،اول مخمر تراریزش
با GAL4-BDمتصل به ناحیه SOS3حاوي ژن pGBT9ناقلبا 

انجام شد Clontechشرکت شوك حرارتی روش 
)Pazhouhandeh et al. کار پس از تهیه سلولهاي براي این).2006

OD600=0.5و حصول YPDشایسته مخمر با کشت مایع در 

دور در دقیقه در دماي اتاق انجام و 5000دقیقه با 15سانتریفیوژ 
و بار با آب لیتر استریل، دسلولهاي مخمر در میکروتیوب دو میلی

LiAcTEمقطر استریل و یک بار با بافر  (X1) ،(10mM Tris pH

7.5, 1mM EDTA, 0.1M LiAc)آنگاه در همین . شستشو شدند
ها مورد استفاده قرار ناقلبافر معلق شده و براي تراریزش با 

LiAcTEمیکرولیتر بافر 30. گرفتند (X1) ،5 میکرولیترssDNA با
با غلظت ناقلمیکرولیتر 2میکرولیتر، میکروگرم بر10غلظت 

PEGمیکرولیتر بافر 250یک میکروگرم بر میکرولیتر،  50%

میکرولیتر سلول مخمر در مخلوط هر 50استریل شده با فیلتر و 
دقیقه 20درجه و سپس 30نیم ساعت در . تراریزش استفاده شد

درجه سانتیگراد نگهداري و پس از شستشوي سلولها با 42در 
بر ژنهاي ترازینش کلنیگ. آب روي محیط انتخابی پخش شدند

ناقلمارکر انتخابی (فاقد تریپتوفان روي محیط استاندارد پایه
pGBT9) (SD-W ( روي کردن بر تراریزشیا در صورت دوبل
) pGADT10ناقللوسین، مارکر انتخابی : SD-WL)Lمحیط 

.انجام پذیرفت

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

58
85

07
3.

13
94

.4
.2

.1
.1

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

26
-0

2-
19

 ]
 

                             3 / 12

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.25885073.1394.4.2.1.1
https://gebsj.ir/article-1-69-en.html


و همکارانخواجه دهی...MSD1دخالت متالوپروتئین 

1394پاییز و زمستان / 2شماره / 4دوره / و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی  82

ه منظور اطمینان از عدم توانایی این تست ب:تست اتواکتیواسیون
سازي رونویسی بدون حضور شریک در فعالSOS3پروتئین 
تنها بازکشت گر آن و پس از انجام تراریزش اول مخمر،میانکنش

SD-AHWو SD-HWبر روي محیط انتخابی کلنی هاي تراژن 

)AH :صورت ) ژنهاي گزارشگر هیستیدین و آدنین در مخمر
.ل به عنوان تکرار بازکشت شدسه کلنی مستق.گرفت

حاصل از (مخمر تراریخته یک کلنی:مخمرDNAاستخراج 
مایع تلقیح و کشت SD-WLلیتر محیط میلی10در ) غربالگري

دور در 160با سرعت شیکر رويداده شد و به مدت سه روز 
سپس براي . سانتیگراد نگهداري شددرجه30-28دقیقه و دماي 

دور4000سرعتباسانتریفیوژدقیقه5مخمر از DNAاستخراج 
250درسلولها.محیط کشت دور ریخته شدوانجام دقیقهدر

DNA)10mM Tris-HCl pHاستخراجبافرمیکرولیتر 8،EDTA

1mM،NaCl 100mM،SDS معلق شده ) Triton×100% 2و1%
ذرات میکرولیتر250. لیتري انتقال یافتندمیلی5/1هاي و به تیوب

به هر میکروتیوب کلروفرم/فنلمیکرولیتر250بسیار ریز شیشه و
دقیقه5سپس . ورتکس کامل انجام شددقیقه3مدتاضافه و به 
و محلول رویی انجامدقیقهدردور12000سرعتباسانتریفیوژ

3استفاده ازباDNAدهیرسوب.انتقال یافتجدیدهايتیوببه
صورت مولار4آمونیوماستاتحجم1/0و%100اتانلحجم
دردور14000سرعتباوژیسانتریفدقیقه15بعد از . گرفت
و خشک کردن %  70اتانلباب حاصلي رسوشستشوو دقیقه

میکرولیتر آب مقطر استریل حل شد  40در DNAرسوب، 
)Pazhouhandeh et al. 2006.(

خمر دوبل هاي ماستخراجی از کلنیDNA: تراریزش باکتري
کیلوولت 5/2با با استفاده از روش الکتروپوراسیون شدهتراریزش
به (Eppendorf)میلی ثانیه در دستگاه مولتی پوراتور 5به مدت 

انتقال pGADT10ناقل، جهت تکثیر Top10سویهE.coliباکتري
100حاويLuria-Bertani (LB)جامدداده شد و روي محیط
ناقلمارکر انتخابی (سیلین آمپییترمیکروگرم بر میلی ل

pGADT10 (گزینش شد .

-pGADT10هاي بدست آمده ناقلبررسی و تعیین هویت 

AtcDNA :PCRهاي استخراجی از کلنیبراي بررسی پلاسمید -

هاي باکتریایی تراریخت با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی 
pGADT10) آغازگر رو به جلوF:

TACCACTACAATGGATG آغازگر برگشتیوR:

GTTGAAGTGAACTTGCGGGGT (این دو . صورت گرفت
-به دو طرف محل ورود اینزت متصل میناقلآغازگر به روي 

جفت باز تولید 250خالی باندي به طول حدود ناقلشوند و در 
روي ژل بدست آمده از کلونها cDNAتنوع قطعات . کنندمی

یابی به مرکز توالیآگارز الکتروفورز بررسی و تعدادي از آنها
استراسبورگشهر(IBMP)گیاهیمولکولیبیولوژيانستیتو
و APEنتایج حاصل با استفاده از نرم افزار . ارسال شدفرانسه

)TAIR)http://www.arabidopsis.org/blastپایگاه اطلاعاتی 
.مورد بررسی قرار گرفت

از MSD1کامل ژن cDNAجداسازي و همسانه سازي 
SOS3براي بررسی بیشتر و تایید برهمکنش بین :آرابیدوپسیس

سنتز و به cDNA،گیاه آرابیدوپسیسRNAاز روي MSD1با 
:Fکمک آغازگرهاي اختصاصی  

ACCCGGGAATGGCGATTCGTTGTGTAGC حاوي
:Rو SmaIسایت برشی 

AAGAATTCTCAGTTGTTTTCCTTCTCATAAAC

براي همسانه سازي در PCRواکنش EcoRIحاوي سایت برشی 
:Fو به کمک آغازگرهاي اختصاصی  pGEX-2TKناقل

AAGAATTCATGGCGATTCGTTGTGTAGC حاوي
:Rو EcoRIسایت برشی 

AACCCGGGTCAGTTGTTTTCCTTCTCATAAAC

براي همسانه سازي در PCRواکنش SmaIحاوي سایت برشی 
ربوطه هاي برشی منجام شد و با استفاده از آنزیماpGBKT7ناقل

ها  صورت گرفت و صحت توالی ناحیه کد کننده سازيهمسانه
هاي ناقلجفت باز در 696به طول MSD1(At3G10920)ژن 

.گردیدیابی تایید نوترکیب حاصل با توالی

:GST-Pull Downبا SOS3-MSD1ي هابررسی تعامل پروتئین
از روش ،Y2HSنکنش هاي یافت شده از تکنیک براي تایید میا

Pull-Downنوترکیب ناقل. استفاده شدpGEX2TK-MSD1 که
-Glutathione Sبصورت فیوژن با پروتئین MSD1از آن پروتئین 

Transferasesشود به باکتري تولید میE. coli سویهRoseta
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10به مدت LBساعت کشت مایع در 8منتقل و باکتري پس از 
مولار القاء شد و پروتئین آن با میلی1با غلظت IPTGساعت با 

50mM Tris-HClسونیفیکاسیون و سانتریفیوژ در بافر حاوي  pH

7.5, 10mM MgCl2, 100mM NaCl, 0.2% Triton X100) طبق
Pazhouhandehپروتکل ذکر شده در  et al., استخراج و ) 2006

نیز از روي SOS3تئین پرو. بر روي ذرات سفارز تثبیت گردید
باشد با میT7که تحت کنترل پروموتور pGBKT7-SOS3ناقل

و با کاربرد (Promega, USA)کیت رونویسی و ترجمه همزمان 
پروتئین . مطابق پروتکل کیت تولید شد35Sمتیونین رادیواکتیو 

SOS3 به تیوبهاي حاوي سفارز کهGST یا خالیGST-MSD1

گراد تثبیت شده بود درجه سانتی4شب در روي آنها به مدت یک
اضافه گردید و یک شب دیگر در همان شرایط روي چرخ غلطان 

100mMحاوي PBSروز بعد شستشو سه بار با بافر. گذاشته شد

NaCl درجه سانتیگراد 95انجام و سفارزها پس از گرم شدن در
% 12با غلظت SDS-PAGEدقیقه به چاهک هاي ژل 5به مدت 

ژل پس از رنگ آمیزي با کماسی بلو اسکن و تصویر . ته شدریخ
برداري شد و به منظور اتورادیوگرافی به روي آن فیلم خام 

. گذاشته شد و پس از ده روز فیلم ظاهر گردید

چون هدف از این : SOS3آزمایش اتواکتیواسیون پروتئین 
در تست SOS3تحقیق پیدا کردن یک شریک مولکولی براي 

رید مخمر بود بنابراین ابتدا بایستی مطمئن شویم که خود دوبل هیب
SOS3براي . خاصیت فعال کردن رونویسی ژن گزارشگر را ندارد
و pGBT9-SOS3ناقلپس از تهیه کلون هاي مخمر حاوي اینکار 

، اطمینان از )2شکل (SD-AHWکشت آنها روي محیط انتخابی 
نشانگر W(بدست آمد SOS3عدم اتواکتیو بودن پروتئین

Aنشانگر هیستیدین و pGBT9 ،Hتریپتوفان مارکر انتخابی 

دهد که سه کلنی مخمر حاوي این شکل نشان می). نشانگر آدنین
pGBT9-SOS3 در محیط کشت کنترلSD-W رشد کرده ولی

قادر به SD-AHWحتی پس از دو هفته در محیط کشت انتخابی 
نیازمند یک شریک رشد نبودند و براي رشد در این محیط کشت

بنابراین امکان غربالگري میانکنش این پروتئین . مولکولی هستند
SD-AHWL)Lآرابیدوپسیس بر روي محیط cDNAدر بانک 

که فاقد سه اسید ) pGADT10نشانگر ژن لوسین، مارکر انتخابی 

آمینه لوسین، تریپتوفان و هیستیدین و همچنین آدنین است وجود 
.دارد

cDNAدر بانک SOS3الگري شریک مولکولی پروتئین غرب

ناقلبا pGBT9-SOS3یک کلنی مخمر حاوي :آرابیدوپسیس
pGADT10 حاوي قطعات مختلف بانکcDNA گیاه مدل

SD-AHWLها بر روي محیط آرابیدوپسیس تراریزش شد و کلنی

توانند در این محیط تنها کلنی هاي مخمري می. گزینش شدند
ند که هم حاوي دو پلاسمید باشند و هم بین کشت رشد کن

. هاي بیان شونده از این پلاسمیدها تعامل برقرار شودپروتئین
تعامل باعث بیان ژنهاي گزارشگر و تولید هستیدین و آدنین در 
مخمر شده و بنابراین کلنی توانست در عدم حضور این دو ماده 

حیط کشت چهار کلنی در روي این م. در محیط کشت رشد نماید
.Eها استخراج شده و در باکترياین کلنیDNAبدست آمد و 

coli ،هاي ناقلpGADT10براي بررسی . تکثیر و جداسازي شدند
به کمک دو آغازگر که PCRها واکنش ناقلژنهاي موجود در این 

چسبند انجام میpGADT10ناقلطرف محل ورود ژن در به دو
. تروفورز مشاهده شدالک% 1و نتیجه بر روي ژل آگارز 

نشان داد که چهار ژن متفاوت در این PCRالکتروفورز محصول 
pGADT10ناقلهر چهار ).3شکل (چهار کلون غربال شده اند 

جهت تعیین هویت در RNaseحاصل از غربالگري پس از تیمار 
-توالی. یابی شدندتوالیناقلدو جهت با آغازگرهاي اختصاصی 

اي صحیح ی و اطمینان از فاز ترجمهاز بررسهاي حاصل پس
بلاست شده http://www.arabidopsis.org/blastآنها، در سایت 

با توالی مربوط به ژن ) 3شکل 4شماره (هاکلونیکی از و توالی 
MSD1(Manganese SuperOxide Dismutase 1: At3g10920)

نیز SOD1و MnSOD1این ژن به نامهاي ). 4شکل (کرد مطابقت
جفت باز بوده و 969شود و ناحیه کد شونده آن داراي نامیده می

مشاهده 4همانطور که در شکل . شش اگزون و پنج انترون دارد
129شود کلون بدست آمده از غربالگري ناقص بوده و می

تا انتها 130تید نوکلوتید از ابتداي ژن را ندارد ولی از نوکلو
کاملا منطبق به توالی ثبت 659بجز در نوکلوتید ) 696نوکلوتید (

نتایج
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نشانگر عدم SD-AHWبر روي محیط BD-SOS3حاوي ناقلعدم رشد سلول هاي مخمري تراریخته با . تست اتواکتیواسیون-2شکل 
کلنی هاي مخمر پس از دو . مراز استن حضور ناحیه فعال سازي پلیر بدودر فعال سازي رونویسی ژنهاي گزارشگSOS3توانایی پروتئین 

. که خاصیت اتواکتیواسیون دارد توانستند در این محیط رشد نماید)ردیف سوم(روز از بین رفته و خشک شدند در حالیکه کلنی هاي کنترل 
قابلقطرهسه.ه تصویر برداري شده استپس از دوهفتSD-AHWپس از پنج روز و محیط SD-HWپس از سه روز، محیط SD-Wمحیط 
آبمیکرولیتر100داخلبهپتريجامدمحیطازشدهتلقیحمستقلکلنییکسوسپانسونازمیکرولیتر10کشتنتیجهکدامهرمشاهده

.تکرارعنوانبهمستقلکلنیسهیعنیقطرهسه. باشدمیمقطر
Figure 2. The Autoactivation test.

یابی در کلون توالی659نوکلوتید . باشدمیNCBIاین ژن در شده 
.باشدمیAنوکلوتید NCBIو در Gشده 

دییتايبرا:Y2HSوسیلهبMSD1با SOS3کنش میان تایید میان
استفاده با ) بازMSD1)696کامل ژن cDNA،بدست آمدههیجنت

RNAسنتز شده از cDNAآن از روي یاختصاصيهاآغازگراز 

pGBKT7بار در ناقل نیو اریتکثکلی گیاه آرابیدوپسیس

شده ثبتینشان داد که توالیابییتوال. دیگردسازيهمسانه
،گریدطرفاز. استشدهسازي همسانهگونه جهشچیبدون ه
SOS3 روشناقل موجود باياز رونیزPCRو در ناقل ریتکث

pGADT7ازنانیاطمپس از .شدیابی و توالیسازيهمسانه
نیبا پروتئMSD1کامل يهانیمیانکنش پروتئها،یتوالیدرست

SOS3از ناقلpGADT7ناقلهاعوض نمودن جهت .شدیبررس
به همراه )DNA Binding Domain(ناحیه چسبندهبارنیایعنی

MSD1ناحیه فعال کنندهو)Activating Domain( به همراه
SOS3،آنها انجام نیبيیانکنش قواز وجود منانیاطميبرا
- نیپروتئنیبمیانکنشزینجهتنیادرکهدادنشانجینتا. گرفت

.)5شکل(جود دارد وکامليها

حاصل pGADT10هاي ناقلبررسی حضور و اندازه ژنها در -3شکل 
ناقلبا آغازگرهاي اختصاصی PCRالکتروفورز نتیجه . از غربالگري

هاي ناقلروي PCRمربوط به نتایج 4تا 1هاي لاین%. 1روي ژل آگارز 
-AtcDNAاستخراجی از چهار کلنی مخمر حاصل از تست میانکنش 

SOS3باشدمی.
Figure 3. The Size of obtained genes in pGADT10.
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ناقلتوالی حاصل از توالی یابی :ردیف بالا.(At3g10920)دسموتاز ژن منگنز سوپراکسیدCDSزیرهمچینی نتیجه توالی یابی و -4شکل 
pGADT10-cDNAردیف دوم.مربوط به کلون مورد آزمایش :CDSیا ) قرمز(ردیف سوم نمایشگر توالی هاي یکسان . دسموتازمنگنز سوپراکسید

.در دو توالی مورد بررسی است) آبی(متفاوت 

Figure 4. The  Alignment of the CDS of MSD1 sequence (At3g10920) with obtained sequence.

هاي مذکور که پس از گزینش در دو ناقلسه کلنی مخمر تراریخته حاوي : با تست دوبل هیبرید مخمرMSD1با SOS3تایید برهمکنش بین -5شکل 
روز اسکن محیط 7و 5، 3اند و پس از به عنوان انتخابگر تعامل بین دو پروتئین کشت شدهSD-AHWLبه عنوان کنترل و SD-WLمحیط کشت 

هرمشاهدهقابلقطرهسه. توانستند در محیط انتخابی رشد نمایندMSD1و SOS3هاي داراي ژن ناقلهاي حاوي تنها کلنی. کشت صورت گرفته است
قطرهسه. باشدمیمقطرآبمیکرولیتر100داخلبهپتريجامدمحیطازشدهتلقیحمستقلکلنییکسوسپانسونازمیکرولیتر10کشتنتیجهکدام
.تکرارعنوانبهمستقلکلنیسهیعنی

Figure 5. The confirmation of MSD1-SOS3 interaction by Y2HT.
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MSD1سمت چپ نشان دهنده شماي آزمایش است که پروتئین : GST-Pull Downبا تکنیک MSD1با SOS3تایید میانکنش بین -6شکل 

بصورت رادیواکتیو با SOS3پروتئین . در باکتري تولید و روي ذرات سفارز تثبیت شدpGEX2TK-MSD1ناقلاز روي GSTترکیب شده با 
به اندازه تقریبی ) به عنوان کنترل منفی(خالی GSTدهد که نشان میinput. تولید و بر روي سفارز اضافه گردیدpGBKT7ناقلاز روي S35متیونین 

25 KDa وGST-MSD1 50با KDa تولید شده اند اماSOS3 فقط توانسته رويMSD1 چسبیده و باقی بماند(output) . پایین تصویر اسکن
میکرولیتر از محصول ترجمه است که مستقیما در ژل به عنوان 5سمت راست ژل، SOS3. باشدفیلم اتورادیوگرافی پس از گذاشته شدن روي ژل می

. خته شده استکنترل مثبت ری

Figure 6. The confirmation of MSD1-SOS3 interaction by GST-Pull Down.

در هر SOS3نیبا پروتئيبصورت قوMSD1نیپروتئ،نیبنابرا
-BDو BD-SOS3…MSD1-ADیعنی ناقلدو جهت 

MSD1…SOS3-AD میانکنش دارددر تست دوبل هیبرید مخمر.

GST-PullوسیلهبMSD1با SOS3کنش میان تایید نهایی میان

Down:

کامل ژن MSD1،cDNAباSOS3نهایی تعامل دییتايبرا
MSD1)696بار در نیایاختصاصيهاآغازگراستفاده از با ) باز

MSD1بیان .دیگردیابیو توالیسازيهمسانهpGEX2TKناقل 

ین و بصورت پروتئIPTGتحت پروموتور قابل القاء با ناقلاز این 
Glutathione S-Transferaseبا N-terminusترکیبی در  (GST)

در باکتري تولید، استخراج و بر GST-MSD1پروتئین . باشدمی
سفارز میل ترکیبی اختصاصی . روي میکروذرات سفارز تثبیت شد

ناقلاز روي SOS3از طرف دیگر پروتئین . داردGSTبا 
pGBKT7 که تحت پروموتورT7کمک کیت باشد بهمی

-به صورت رادیواکتیو با متیونین(Promega)رونویسی و ترجمه 

GST-MSD1تولید شد و بر روي ذرات سفارز حاوي S35هاي 

اضافه گردید و پس از یک شب، شستشو انجام و نتیجه روي ژل 
SDS-PAGE 6شکل(بررسی شد .(GSTعنوان کنترل تنها به

ژل، مشاهده شد که پس از رنگ آمیزي . منفی استفاده گردید
GST تنها(25 KDa) وGST-MSD1(25+25=50 KDa)به-

نگهداري فیلم خام روي ژل و ظهور . (Input)خوبی بیان شده اند 
رادیواکتیو فقط روي SOS3نشان داد که پروتئین (output)آن 

GST-MSD1 باقی مانده است و باGSTتنها میل ترکیبی ندارد .
نیک نتیجه حاصل از دوبل هیبرید مخمر بنابراین به کمک این تک

تایید نهایی شد و نشان داده شد که تعامل این دو پروتئین مستقیم 
.واسطه استو بی
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با اینکه اکسیژن جزء ضروري حیات براي موجودات هوازي 
:Reactive oxygen species(هاي اکسیژن فعال است، اما گونه

ROS ( که شامل رادیکال سوپراکسید)O2
، رادیکال هیدروکسیل )-

)OHْ ( و پراکسید هیدروژن)H2O2 (هاي است و در همه سلول
شود، یکی از هاي متابولیکی ایجاد میهوازي در طول فرایند

. فاکتورهاي مضر براي گیاهان در معرض استرس محیطی است
- شود در نتیجه استرساین پدیده که استرس اکسیداتیو نامیده می

تواند دهد و میف به ویژه شوري رخ میهاي محیطی مختل
متابولیسم معمول سلول را از طریق آسیب اکسیداتیو به لیپیدهاي 

Joseph(ها تغییر دهد ها و اسید نوکلئیکغشایی، پروتئین et al.

-ها با دسموتاسیون و حذف رادیکالدسموتازسوپراکسید). 2011

و و تبدیل هاي سوپراکسید ایجاد شده در طی استرس اکسیداتی
آنها به اکسیژن و پراکسید هیدروژن، نقش مهمی را در حفاظت 

Bowler(کند گیاهان علیه این استرس بازي می et al. 1989 .(
Manganese Superoxide Dismutaseمتالوپروتئین  1 (MSD1)

اولین بار به عنوان یک آنزیم دسموتاز است کهیک سوپراکسید
Kliebenstein)اسایی شد الکتریکی در آرابیدوپسیس شن et al.

- به صورت هوموتترامر در میتوکندري سلولاین پروتئین. (1998
Gill(شود ها یافت میزومهاي یوکاریوتی و پراکسی and Tuteja,

از کبد انسان شناسایی شد و تشابه نیز این ژن هومولوگ ). 2010
آنزیم مهم این . مخمر و باکتري داردگیاه،توالی زیادي در انسان،

-آنتی اکسیدان در سیتوپلاسم به عنوان یک پروتئین اولیه سنتز می

به ماتریکس NH2شود و بعدا در اثر حذف توالی رهبر انتهاي 
Bowler(گردد میتوکندري منتقل می et al. -سوپراکسید). 1989

در خط مقدم دفاع ) Superoxide dismutases: SOD(ها دسموتاز
اکسیدان اند و جزء سیستم دفاعی آنتیو واقععلیه استرس اکسیداتی

شوند که در همه موجودات هوازي و آنزیمی گیاهان محسوب می
هاي مستعد استرس اکسیداتیو از جمله در همه اندامک

Gill(ها حضور دارند ها و میتوکندريزومها، پراکسیکلروپلاست

and Tuteja, 2010 .(

منجر به استرس ROSد استرس شوري در گیاهان به علت تولی
تحت استرس شوري در SODافزایش فعالیت . شوداکسیداتیو می

، Viz mulberry ،Cicer arietinumگیاهان مختلف 
Lycopersicon esculentum و القاي فعالیتSOD درAnabaena

doiolumهاي شوري و مس گزارش شده استتحت استرس
)Joseph et al. ارتباط بین استرس ر چندین تحقیق دیگ). 2011

توان میاند  که از آن جمله را به اثبات رساندهشوري و اکسیداتیو 
افزایش تحمل شوري در نتیجه افزایش : به موارد زیر اشاره کرد

Martin(در گیاهان تراریخته آرابیدوپسیس MSD1بیان ژن  et al.

-هاي آنزیمی و محتواي آنتی، افزایش فعالیت آنتی اکسیدان)2013
اکسیدان گیاهان مقاوم به شوري در پاسخ به تیمار شوري، اثبات 

اکسیدان هاي آنتیرابطه بین تحمل شوري و افزایش فعالیت آنزیم
ها در ریشه و جوانه در گیاهان مختلف، افزایش فعالیت این آنزیم

و کاهش SODتحت استرس شوري و افزایش فعالیت 
اوم به شوري نسبت به پراکسیداسیون لیپیدي در ارقام برنج مق

Joseph(هاي حساس واریته et al. گوجهگیاهاندر).2011
شرایطدرMnSoDژنبیانکهاستشدهدادهنشانفرنگی

استیافتهافزایشاتانولدریافتوگیاهدرزخمایجادخشکی،
)Perl-Treves and Galun, نیزآرابیدوپسیسگیاهدر). 1991

بیانبرابردو(MSD1بیشینهبیانباکهاستشدهدادهنشان
ویافتافزایششوريبهگیاهتحمل) تراژنغیرگیاهبهنسبت
تحملبخوبیرانمکمولارمیلی150توانستندتراژنگیاهان

Wang(رفتندبینازوشدهزردتراژنغیرگیاهاندرحالیکهکنند

et al. ایشافزباعثMnSODبیانهمیونجهگیاهدر). 2004
Samis(استشدهآنبیوماسمیزان وگیاهپایداري et al. 2002 .(

یککردنواردتوسطMSD1ژنبیانکهآرابیدوپسیسگیاهاندر
یافتهکاهشریشهرشدمیزانبودشدهخاموشگیاهبهسنسآنتی

Morgan(بودمواجهتاخیرباهمچنینو et al. در این ).2008
دوبل هیبرید مخمر در بانک روشبا تحقیق به تبع غربالگري 

cDNA آرابیدوپسیس شریک مولکولیSOS3 بنامMSD1

کامل آن از آرابیدوپسیس همسانه cDNAشد و سپس شناسایی
دوباره در تست دوبل هیبرید SOS3سازي و میانکنش آن با 

GST-Pullبیوشیمیایی روشآنگاه به کمک . مخمر تایید شد

Downاین ترتیب به. تایید نهایی گردیداین میانکنش مستقیم

بحث
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با مکانیسم MSD1نتایج چندین مطالعه حاکی از ارتباط نزدیک 
پروتئین (SOS3شناسایی میانکنش بین پروتئین شوري بود و

پروتئین درگیر در تحمل (MSD1و ) درگیر در تحمل شوري
را بین این دو مولکولیدر این تحقیق رابطه) استرس اکسیداتیو

MSD1با SOS3شناسایی رابطه مولکولی . ساختس آشکار استر

دهد که در سلول این دو پروتئین باهم در یک کمپلکس نشان می
روند تا گیاه در معرض شوري، ضمن مقاومت یا تحمل بکار می

به شوري محیط باعث حذف یونهاي پراکسید مضري شود که در 
رامااستکنممارتباطاین.اثر شوري درگیاه ایجاد شده است

یاريوکمکاکسیداتیووشوريتنشبهمتحملگیاهانتولیددر
SOS3به عنوان مثال تلاش براي ایجاد گیاهی با بیان بیشینه .کند

باعث SOS3حائز اهمیت است زیرا بیان بیشینه MSD1و 
باعث مقاومت به MSD1مقاومت به شوري و بیان بیشینه 

از سوي دیگر . مختلف خواهد شداسترسهاي اکسیداتیو با منشا 
چنین گیاهی خاصیت داروئی ضد سرطانی نیز خواهد داشت 
چراکه همچون تمامی آنتی اکسیدانها، مطالعات قبلی نشانگر این 

در موش باعث درمان سلولهاي MSD1است که بیان بیشینه 
,Oberley)سرطانی شده است 2001).
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mong the various stresses, salinity is a great threat to plants and the study of the
mechanism of salt tolerance in plants is important. In one of the salt tolerance
pathways in the model plant Arabidopsis, Salt Overly Sensitive 3 (SOS3)
protein, which is a sensor of calcium ions and the initiator of a salt tolerance

pathway, activates various processes in order to tolerate salinity by the formation of an
SOS3-SOS2 complex. On the other hand, superoxide radicals that are produced in
response to various stresses such as salinity are harmful to the cell and must be
eliminated. How to remove superoxide radicals and protect cells from oxidative damage
in salt-tolerant plants is not clear. In this study, the SOS3 protein interactions in
Arabidopsis cDNA library were investigated using the Yeast Two Hybrid System
(Y2HS), and double transformation of Saccharomyces cerevisiae AH109 strain with
pGBT9-SOS3 and pGADT10-AtcDNA. DNA extraction was performed on four selected
yeast colonies on SD-AHWL and pGADT10-AtcDNA vectors were amplified in E. coli,
sequenced and compared to the Arabidopsis data bank. One of the most important
interactions was found on Manganese Superoxide Dismutase 1 (MSD1). MSD1
neutralizes superoxide radicals to protect plants from oxidative damage caused by
stresses. The interaction and the recruitment of MSD1 by SOS3 in the salinity resistance
pathway should save the plant from oxidative trauma. Afterward, the interaction of
SOS3-MSD1 was confirmed by isolation of complete MSD1 cDNA and cloning in yeast
two hybrid vectors. In parallel, using a GST-Pull Down assay, it was shown that the
SOS3 protein produced in bacterium from pGEX2TK-SOS3 vector directly interacted
with the radio-labeled MSD1 produced from pGBKT7-MSD1. This is the first report of
the interaction of salinity tolerance pathway (SOS3) with the elimination pathway of
harmful superoxide ions (MSD1) that shows interaction between these molecular
mechanisms.

Yeast two hybrid system, SOS3, salinity, Manganese superoxide dismutase, GST-Pull
Down
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