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 سيدوپسيآراب اهيدر گ FLCژن  انيب يكيژنتيدر كنترل اپ يمولكول انكنشيم كي شناسايي
  مخمر ديبريه دوبل كيتكناستفاده از با 

  1ي كرديفاطمه محمود و* 2پژوهنده مقصود ،1پور نيحس ميمر
  زيست شناسي گروه، هيدانشكده علوم پا جان،يآذرباشهيد مدني دانشگاه  ،تبريز 1
 بيوتكنولوژي گروهكشاورزي، دانشكده  جان،يآذرباشهيد مدني اه دانشگ ،تبريز 2

  3/4/94 :تاريخ پذيرش  12/12/93 :تاريخ دريافت
  دهيچك

كامل  به طورمولكولي آن هنوز سازوكار هاي تكاملي گياهان است كه فرآيندين مهم تريكي از  يشيزا به يشيگذر از مرحله رو
ياپ عوامل ، دوره سرما، هورمونها ويدوره نورطول  از قبيل يلفمخت عواملتوسط  اهانيدر گ يآغاز گلده .شناخته نشده است

. مي گردد يمهار گلده موجب آن انيكه ب است  FLCژن  يكيژنتيكنترل اپ ،فرآيند نيمهم در ا ريمس كي .شوديم كنترل كيژنت
آغاز  يگلده بنابراين، شده و FLC انيب توقفباعث  MSI4 توسط پروتئين FLCهيستونهاي ژن حذف گروههاي استيل از روي 

مولكولي  ميانكنشگونه هر  بررسي بنابراين،. با اين حال، مكانيسم عمل اين پروتئين هنوز تا حدود زيادي ناشناخته است. شوديم
م انجادر  MSI4يافتن شريك مولكولي پروتئين براي اين تحقيق،  در. دارداهميت در شناخت مكانيسم عمل آن  اين پروتئينبا 

، استفاده باشدميهاي مولكولي انكنشيمروشهاي رديابي ين مهم تركه يكي از  سيستم دوبل هيبريد مخمر، از داستيلاسيون فرآيند
در  براي غربالبه عنوان طعمه  MSI4 ،سپس .شد سازيهمسانه مخمر ديبريدوبل ه ناقلدر  MSI4ابتدا ژن  اين كار، يبرا. شد

 PKT3، به دام افتادبا اين روش كه  ينيپروتئ. استفاده شد مخمر ديبريش دوبل هبه رو سيدوپسيآراب اهيگ cDNA كتابخانه
)Peroxisomal 3-Ketoacyl-CoA Thiolase 3( آزاد كردن و  نيپروتئ نيا فهيوظ .ترانسفراز است ليكوآس لياست كيكه  بود

 لهيكنش به وسانيم نيا. نقش دارد سلول ياتيح يهافرآينداز  ياريرو در بس نياز ا و به مولكولها است لياست يهاانيانتقال بن
 انكنشيمگزارش . شد تأييدمستقل  به طور PKT4هومولوگ آن  نيهمچن و PKT3 پروتئين كامل cDNA همسانه سازي
MSI4-PKT3 عمل  سميدر مورد مكان شتريمطالعات ب يرا برا يروشن يافقها تواندميMSI4 دهدپژوهشگران قرار  يرو شيپ .

 استفاده يباغ و يمحصولات زراع ديدر تول يزمان گلده ميتنظ يتوان برايم PKT4با تغيير بيان ژن  مثلاً تاورددس نياز ا
  . كرد كاربردي

  يمولكول كنشانيماپي ژنتيك، ، MSI4مخمر،  ديبريدوبل ه ،يگلده :يديكل واژه هاي

 h@azaruniv.edupazhouhande: يكيپست الكترون ،   09144084074 :، تلفنمسئول سندهينو* 

  مقدمه
 يفرآيند ،گلدهيآغاز و  يشيزا به يشيگذر از مرحله رو

 زمان در يستيبا كه است اهانيدر گ ياتيمهم و ح اريبس
 صورت يطيمح طيشرا و اهيگ يولوژيزيف نظر از مناسب

  (Arabidopsis thaliana)در گياه آرابيدوپسيس. رديگ
 ،(Vernalization) چندين مسير مجزا شامل بهاره كردن

 اهيگ كيژنت ياپ تي، وضع(Photoperiod) يطول دوره نور

براي پيشبرد فرآيند  ،جيبرلين يي از قبيلنهاوهورم زانيو م
گياه  مراحل رشد ).4و  2( شده اند شناساييآغاز گلدهي 

كنترل  متشكل از ژنهاي مختلف منظمي شبكهتوسط 
مانند  يطيمحپاسخ گياه به پيامهاي  شود كه بيان آنها در مي

تا تغييرات شود تنظيم مي رهيغ طول روز، كيفيت نور، دما و
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د گردرشد اعمال  مراحلدر  نسبت به شرايط محيطي لازم
)4.( 

 ني، پروتئگلدهيآغاز  كننده تنظيمژني در مركز شبكه 
(FLC) Flowering Locus C  عاملكه يك قرار دارد 

عوامل مهار  با و بوده MADs box از خانواده رونويسي
و  8(كند  مي از شروع گلدهي ممانعت ،يگلده محرك

شناسايي شده اند كه ژن  505 ،در آرابيدوپسيس ).20
 CArG-box) توالي( FLCي متصل شونده به تواليهاحاوي 

. مختلف نقش دارند يهافرآيندو در  بودهدر راه انداز خود 
FLC از جوانه  اهيدر تمام مراحل نمو گ يعلاوه بر گلده

 غالباًاين عمل را  شته ودخالت دا وهيم ليتا تشك بذر يزن
 انيب شيافزادر برخي موارد، با ژنها و  انيمهار ب از طريق

عوامل توسط نيز  FLC بيان ژن). 8( دهدنها انجام ميآ
به  توانيعوامل م نيازجمله ا. شودكنترل مي يمتعدد

بهاره كردن، عوامل مهاركننده  ريمس يسيرونو يفاكتورها
عوامل مهار كننده مستقل  نيو همچن polycombمپلكس ك

  Multicopy  Suppressor of (MSI4) نيپروتئ از قبيل

Ira4 ونيلاسيژنها، مت انيب يكيژنتياپ ميدر تنظ. اشاره كرد 
DNA  ها نقش ستونيه ونيلاسياست همچنين و ستونيه ايو

شدن ژنها  و روشن خاموش موجب بيدارند كه به ترت
كمپلكس  در ترانسفرازهاي متعددي متيل .شونديم

polycomb  بيانFLC عيمهار كرده و گلدهي را تسر را 
هم  FVEكه ( MSI4همچنين، پروتئين ). 24و23(كنند يم

 يرو از لياست يهاانيبن از طريق حذف ،)شودناميده مي
 مي شودژن  موجب خاموشي اين،  FLCژن يهاستونيه
 ازآن  ينندگك ممانعتاثر  FLCبا مهار ). 3(

 Suppressor of Overexpression of Constant 1يرو

(SOC1)   و شده برداشته است يگلده شبرندهيكه عامل پ 
 14، 13( شودمي يشيزا مرحله وارد يشيرو مرحله از اهيگ
   ).16 و

دهد كه ينشان م) 3(حاصل از مطالعات گذشته  نتايج
MSI4  يگريد ياهنياز پروتئ رده بلكهكعمل ن تنهاييبه 

و  ستيمشخص نهنوز اما روش عمل آن  ،رديگ يكمك م
در كنترل  MSI4در دو تحقيق به مولتي كمپلكس بودن 

FLC هاي با پروتئيناند كه از طريق تعامل اشاره كرده
 نقش روي كروماتين عمل كرده و HDAC مثلاً مختلف

بنابراين،  ).15و  12(دهد داستيلاسيون خود را انجام مي
در شناخت  MSI4با  يمولكول ميانكنشگونه ر ه شناخت

  .ثر خواهد بودؤعمل آن مهم و م سميمكان

نوكلئوتيد در روي كروموزوم شماره دو  1524با  MSI4ژن 
 را اسيدآمينه 507آرابيدوپسيس قرار دارد و يك پروتئين با 

اي اتصال به بر WD40كند كه داراي يك ناحيه كد مي
صيت اتصال به يونهاي فلزي و خصو بودههاي ديگر پروتئين

گيري تشكيل كمپلكسهاي مختلف دخيل در شكلو 
كوئيتيناسيون، فاكتورهاي رونويسي و تعمير كروماتين، يوبي

DNA 18و 17، 3( براي آن گزارش شده است.(  

مولكولي وجود  هايميانكنشبراي مطالعه  روشهاي زيادي
اي روشه شاملبر اساس هدف مورد مطالعه  ، كه)5(دارند 

ي، روشهاي تصويرسازي مستقيم ميانكنشها به يبيوشيميا
روشهاي كمي، روشهاي ساختاري و ، In vivoصورت 

از  ).6( هستندسازي مولكولي و روشهاي ژنتيكي مدل
 Affinityتوان به روش تكنيكها ميانواع اين ترين رايج

Purification سنجي جرميو به دنبال آن طيف (Mass 

Spectrometry) شاره كرد كه در استخراج پروتئينها به ا
صورت كمپلكس و نزديك به شرايط فيزيولوژيك سلول به 

 Pullتوان مي مهم يياز ديگر روشهاي بيوشيميا. رودكار مي

down  و Co-Immunoprecipitation روش در . را نام برد
امكان  ،in vivoميانكنشها به شكل  تصويرسازي مستقيم
 فراهمكنش بر اساس فلورسنت مشاهده مستقيم ميان

كه ميانكنش دو پروتئين باعث كامل  به طوري ،شود مي
شدن پروتئين گزارشگر و بروز نور خاص فلورسنس 

: ي از اين روشها عبارتند ازيهانمونه. خواهد شد
Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET)  ،

Bioluminescence Resonance Energy Transfer 

(BRET) ،Bimolecular fluorescence complementation 
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(BiFC)   in situ hybridization و 
Immunohistochemistry )6.(  روشهاي ژنتيكيجمله از، 

پروتئينها و مولكولهاي  هايمبتني بر ريزآرايهتكنيكهاي 
 Yeast Two(كوچك و تكنيك دوبل هيبريد مخمر 

Hybrid System :Y2HS (در دوبل هيبريد  روش. باشندمي
پروتئين در - براي مطالعه ميانكنشهاي پروتئين 1989 سال

نقطه  ابداع شد كه Saccharomyces cerevisiaeمخمر 
 in در شرايطميانكنش پروتئينها  تجزيه و تحليل در عطفي

vivo 19و10( به وجود آورد .(  

يك روش كلاسيك  Y2HSسيستم دوبل هيبريد مخمر 
 بر پايهبين دو پروتئين است كه  براي نشان دادن تعامل

مخمر كه شامل دو بخش اتصال  GAL4 نيپروتئ هايژگيوي
 سازيو فعال) DNA (DNA Binding Domain: BDبه 
) Transcription Activating Domain: AD( يسيرونو

 به صورتمخمر با دو وكتور . شده است يزريهياست، پا
و   BD-Xمر ي شيپروتئينها. شود يهمزمان ترانسفورم م

AD-Y نيدو پروتئ نياگر ب. شوديم ديدر مخمر تول X   و
Y  وجود داشته باشد موجب كنار هم قرار گرفتن  انكنشيم

AD  وBD اتصال  يبراBD-X  به ناحيه اختصاصي روي
توسط  RNA pol II ميآنز يفعال ساز نيپروموتور و همچن

AD-Y هيستيدين  تا رونويسي ژن گزارشگر شوديم(H) و 
شود  ديمربوطه تول يهانيو پروتئ رديصورت گ (A)آدنين 

و  Aكشت فاقد  طيموجب رشد مخمر در مح هجينتدر كه 
H هر كدام از پروتئينهاي  ).5( خواهد شدX  وY  ابتدا

بررسي شوند  ADيا  BDبايستي از لحاظ نداشتن فعاليت 
به تنهايي قادر به فعال كردن رونويسي ژن نبايد كه 

اين بررسي تست اتواكتيواسيون نام دارد  .ندباشگزارشكر 
كه پروتئينهاي مورد آزمايش به اصطلاح نبايد اتواكتيو 

قدرتمند به يك ابزار  Y2HS روش در حال حاضر .باشند
در آزمايشگاههاي پروتئيني  هايميانكنش شناختبراي 

 نيا در ).19و 9(بيولوژي مولكولي دنيا تبديل شده است 
در  MSI4 نيپروتئ يكولمول كيشر افتنيبراي ، قيتحق

، از سيستم كارآمد دوبل ونيلاسيداست ستونيه فرآيندانجام 

 cDNA ، ابتدامنظور نيا يبرا. هيبريد مخمر استفاده شد
 :NCBIو يا  TAIRكد دسترسي در با ( MSI4ژن  

At2g19520( در و ريتكث ،يجداساز سيدوپسيآراب اهياز گ 
. ديگرد مسانه سازيه ديبريه دوبل ستميس طعمه ناقل

 كتابخانه يحاو ناقلو  MSI4 يحاو ناقلبا  مخمرسپس 
cDNA در ادامه. شد يزشتراردوبل  سيدوپسيآراب 
به عنوان طعمه انجام و  MSI4با قرار دادن  يغربالگر

 در مخمر داشتند يمولكول ميانكنش MSI4كه با  ييژنها
  .ندشد ييشناسا

  مواد و روشها
از  كل RNAاستخراج  :cDNAساخت و  RNAاستخراج 

 )Colombiaاكوتيپ ( گياهان آرابيدوپسيسمختلف  يبافتها
 ،Trizol(يزول اتربا روش  مراحل مختلف رشددر 

 ياهيگرم بافت گ 2/0 ابتدا. )22و 7( انجام شد) كروژنيم
مخلوط  زولياتر تريل يليم كي باو  پودر عيما نيتروژندر 
ه شده و پس از اضافكلروفورم  تريكروليم 200سپس، . شد

  rpm 15000 سرعت با قهيدق 15به مدت شدن، مخلوط 
پس از . دگردي وژيفيسانتردرجه سانتي گراد  4 دماي در

 ه روشبكل  RNAبه لوله جديد  انتقال فاز رويي
با اتانول پس از شستشو  و رسوب داده شد زوپروپانوليا

. دگردي حل لياستر مقطر آب تريكروليم 50در  ،درصد 70
ژل در با الكتروفورز به ترتيب ها نمونه و كميت تيفيك

چهار  .شد تعييناسپكتروفوتومتر  با و )درصد 1(آگارز 
  cDNAبراي سنتز گلها  استخراج شده از RNAميكروگرم 

 آغازگر معكوس و dT اليگو آغازگربا استفاده از 
)Reverse( براي ژن  اختصاصيMSI4 بر اساس روش  و

شركت ( RT Superscript III كيت  درذكر شده 
Invitrogen شد استفاده) آمريكا.  

 :pGBKT7 ناقلدر  AtMSI4 ژن cDNA همسانه سازي
 cDNA، ابتدا )MSI4 )At2g19520 ژن سازيهمسانهبراي 

به  )PCR( اي پليمرازاين ژن با استفاده از واكنش زنجيره
 R-BamHI: ATG( ياختصاص آغازگريك جفت كمك 
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GAT CCT TAA GGC TTG GAG GCA CAA GT  و
F-NdeI: ATC ATA TGG AGA GCG ACG AAG 

CAG CA (از  قطعه حاصل با استفاده پسس .گرديد ريتكث
ها آغازگركه در ساختار  NdeIو  BamHI هاي برشيآنزيم

 pGBKT7ناقل در  بريده شده و طراحي شده بودند،
حاصل به  ناقل. قرار داده شد) آمريكا Clontechشركت (

هزارم  5كيلو ولت به مدت  5/2( نيشروپورروش الكت
 منتقلجهت تكثير ) Top10سويه ( E. coli يباكتربه  )ثانيه
 كيوتيب يآنت µg/l 50 يحاو LBكشت  طيمح يو رو
با ها ناقلدر  MSI4ي ژن التو. شدند نشيگز نيسيكاناما
و  بررسي شده رشد كرده ياههمسانه يرو PCR روش
پس از  هاي مثبتمسانههاي استخراج شده از هديپلاسم

 IBMP )Institut يابيتوالي در مركز  RNaseتيمار با آنزيم 

de Biologie Moleculaire des Plantes ( دانشگاه
  .ندديگرد يابييتوالاستراسبورگ فرانسه 

 AH109 هيسو S. cerevisiaeمخمر ابتدا  :مخمر زشيرترا
 راددرجه سانتي گ 30 يدر دما) آمريكا Clontechشركت (

 g/l20 عصاره مخمر،  YPD )g/l 10كشت  طيمح يرو
همسانه  كيو كشت شده جامد ) گلوكز g/l 20و  پپتون

. شد تلقيح عيما كشت طيمح تريل يليم 20 تازه از آن در
ده ، درجه سانتي گراد 30پس از يك شب كشت در دماي 

 محيط تريل يليم 50 به حيتلق هيما عنوان به آن از تريل يليم
YPD 6/0 و تا يع اضافه شدهماOD600= ديكشت گرد .
با ) آمريكا( Clontech دستورالعملمخمر طبق  يسلولها

و پس جمع آوري  rpm 4000 كردن در سرعت  سانتريفيوژ
 350در  ،ليشو با آب مقطر استرواز دوبار شست

-Lithium Acetate/Tris غلظت بافر يك برابر تريكروليم

EDTA )LiAc/TE×1 (50 ،ريزشهر ترا يبرا. شدند حل 
 5، ناقل كروگرميبا دو م مخمر سلولبافر حاوي  تريكروليم
 بافر تريكروليم 40سالمون،  ياسپرم ماه ssDNA كروگرميم

LiAc/TE×1  تريكروليم 250و PEG50% پس و  ،مخلوط
 ،درجه سانتي گراد 30 دماي درنگهداري  قهيدق 30از 

شوك جه در 42 دماي در قهيدق 20به مدت بلافاصله 

سلولها پس از  سپس. دگردي يو نگهدارشده داده  يحرارت
آب مقطر  تريكروليم 700در مدت كوتاه  وژيفيسانتر كي

 SD )g/l 7/5 يكشت انتخاب طيشده و در مح حل لياستر
YNB ، g/l5 و  سولفات آمونيومg/l 20 به همراه  ) گلوكز

 ناقل يكد شونده از رو نهيدآميجز اسه ها ب نهيدآميتمام اس
به درجه سانتي گراد  30در ) pGBKT7 ناقلدر  پتوفانيتر(

كشت تنها  طيمح نيا يرو. روز كشت شدند 3مدت 
  .)21( كنند يرشد م ناقل حاوي تراريخت يمخمرها

اين تست به منظور اطمينان از عدم  :تست اتواكتيواسيون
سازي رونويسي بدون در فعال MSI4توانايي پروتئين 

اول  زشگر آن و پس از انجام ترارينشحضور شريك ميانك
بر روي  براي اينكار سه تكرار كلني . صورت گرفت مخمر
ژنهاي ( SD- AHWو  SD-HWانتخابي  كشت محيط

  .كشت شدند) در مخمر A و آدنين H گزارشگر هيستيدين

غربالگري دوبل هيبريد  :مخمر ديبريدوبل ه يغربالگر
آمريكا  Clontechشركت  دستورالعمل بر اساسمخمر 

 ناقل حاوي مخمرسلولهاي ابتدا خلاصه،  به طور. انجام شد
pGBKT7-MSI4 كتابخانه با cDNA  آرابيدوپسيس تهيه

در  BglIIبه كمك سايت برشي ( pGADT7 ناقلدر  شده
شده  ريختترابه روش شوك حرارتي ، )دو طرف قطعات

سه به جز  هانهيآمديتمام اس حاوي SDكشت  طيمح يرو و
 شدند نشيگز نيديستيه و پتوفانيتر ن،يلوس نهيدآمياس
)21(.  

 شناسايي يبرا: به تله افتاده يژنها يياستخراج و شناسا
 DNAاستخراج ابتدا ، MSI4با  ميانكنشداراي  يهاپروتئين

رشد كرده در محيط ( شده گزينشمخمر  يهاهمسانهاز 
SD-LWH( دستورالعمل، طبق Clontech  انجام آمريكا

 نيابا استفاده از   E. coliباكتري  تراريزش سپس. گرفت
DNA يتنها براها همسانهو  انجام شدهها pGADT7   بر

 100( نيليسيآمپ كيوتيب يآنت يحاو LB طيمح يرو

µg/l( هاي رشد كرده استخراج همسانهاز . شدند نشيگز
 IBMPمركز به  يابييتوال يو برا پلاسميد انجام شده
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 ناقل يهاآغازگردر دو جهت با  يابي يتوال. شدندارسال 
pGADT7 شامل )F: TAC CAC TAC AAT GGA TG  

انجام ) R: GTT GAA GTG AAC TTG CGG GGTو 
 شناختبراي شناسايي و دست آمده ه ب يهايشد و توال

 تيدر وب سا ابتداژنهاي مرتبط 
http://multalin.toulouse.inra.fr  تيسامقايسه و بعد در 

 سيعاتي آرابيدوپسمنبع اطلاي نترنتيا

(www.arabidopsis.org, TAIR)   با استفاده از ابزار
  .شدند تجزيه و تحليل) Blast(بلاست 

و  PKT3كامل  cDNA جداسازي و همسانه سازي
PKT4  :آمده به دست يمولكول هايميانكنش تأييد يبرا، 

 ،PKT3كامل ژن  يتوال سيدوپسيآراب cDNA يابتدا از رو
 F-NdeI: AAC( ياختصاص آغازگرجفت  استفاده از يكبا 

ATA TGG AGA AAG CGA TCG AGA GAC AA  
 R-BamHI: AAG GAT CCC TAG CGA GCG TCCو 

TTG GAC AA (به كمك مكانهاي برش آنزيمي و  ريتكث
NdeI  وBamHI  ناقلدر pGADT7 ديگرد سازي ههمسان. 

 )pGADT7-PKT3( آمده به دست ناقل ،يتوال تأييدپس از 
به  يبه روش شوك حرارت pGBKT7-MSI4 ناقلراه همه ب

به  نش،يپس از گز تراريخت يشده و مخمرها منتقلمخمر 
  .بازكشت شدند نيديستيفاقد ه طيمح يرو

 از استفاده با زين PKT4 يعني PKT3 كيهومولوگ نزد
 F-NdeI: AAC ATA TGG(  ياختصاص يهاآغازگر

AAA AAG CAA CGG AGA GAC AAA GGA   وR-

BamHI: AAG GAT CCT TAG ACT TTC CGG 

ACA TCA CAG (ياز رو cDNA به طور سيدوپسيآراب 
به كمك همان آنزيمهاي برشي  pGADT7 ناقلكامل در 
   .شد يابي يو توالسازي  همسانه

 جياتن

 MSI4 نيدرك بهتر نحوه عمل پروتئ يبرا ،در اين تحقيق
 لاز قبي يژن يهامكان يبرخ يستونهايكردن ه لهيدر داست

FLC  كي ،است يبازدارنده شروع گلده عامل كيكه 

انجام  سيدوپسيآراب اهيگ cDNA كتابخانهدر  يغربالگر
استخراج و  اهيگ نيكل ا RNAابتدا  ،نكاريا يبرا. فتگر

cDNA يهاآغازگربه كمك  سپس،. گرديد هيآن ته 
 ريتكث PCR روش آن با  cDNA  كل ،MSI4ژن  ياختصاص

كه برشي  يآنزيمها از سايتهاي با استفادهو ) A1شكل (
 ديبريدوبل ه ناقلدر  طراحي شده بودند، هاآغازگرروي 
و  يابي يتوال از پس. ديگرد سازي همسانه pGBKT7مخمر 

مخمر  به ناقل ني، احاصل همسانه يتوال ياز درست نانياطم
S. cerevisiae شكل (شد  منتقلB1.( 

وجود  بررسي عدم ،ژن نيبا ا يشروع غربالگر قبل از
 MSI4 نيپروتئ ي توسطسيرونو ونيواسياتواكت تيخاص

حاصل شود كه  نانيانجام شد تا اطم ونيواسيتست اتواكت
MSI4  كيشر ازمنديو ن بودقادر به عمل ن تنهاييبه 
. باشديم گزارشگر ژن يسيرونو كردن فعال يبرا يمولكول

 يمجزا از مخمر حاو يسه كلنبراي انجام اين تست، 
pGBKT7-MSI4 يمخمر حاو( يبه همراه كنترل منف 

pGBKT7 يمخمر حاو(كنترل مثبت  نيو همچن )يخال 
pGBKT7-SUVH2 ونيواسياتواكت تيخاص يكه دارا 

-SD كشت كنترل طيبه مح )ژن گزارشگر است يسيرونو

W يكشت انتخاب طيمح نيو همچن SD-HW منتقل شدند. 
 pGBKT7-MSI4 يحاو يهايكلن ،پس از گذشت دو هفته

كه نشان دهنده عدم  نبودند يانتخاب طيرشد در محادر به ق
و اين  باشديم MSI4 يبرا ونيواسياتواكت تيوجود خاص

پروتئين به تنهايي قادر به فعال كردن رونويسي نيست و 
  ).2شكل ( خاصيت فاكتور رونويسي ندارد

كتابخانه  يحاو pGADT7دوم با ناقل  ريزشترا ،در ادامه 
cDNA يحاو يمخمرها يرو آرابيدوپسيس pGBKT7-

MSI4  يدوبل تراريخت شده رو يمخمرها. انجام گرفت 
-نهيدآمياس. انتخاب شدند نهيدآميكشت فاقد سه اس طيمح

 و pGADT7توسط  بيبه ترت پتوفانيو تر نيلوس يها
pGBKT7 گزارشگر وجود نيديستيژن ه شوند ويم ديتول ،

از  كداماز هر شونده كد نيپروتئ دو نيب يميانكنش مولكول
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كه بتواند در  يمخمر هر همسانه ،نيبنابرا .ستا ناقلها نيا
دو ناقل  يحاو رشد كند، حتماً نهيآمديسه اس نيفقدان ا

كد  نيدو پروتئ نينشانگر ميانكنش ب نيمذكور و همچن
 يدر رو رشد كرده يكلنيها. ستا ناقلها نيشونده از ا

 يكلن 83 شده و ي، شماره گذارSD-HWL يانتخاب طيمح
 يانتخاب طيمح نيو همچن  SD-HWL ديجد طيمح يرو
  ). 3شكل (بازكشت شدند  SD-AHWL تريقو

  
با استفاده از يك جفت آغازگر اختصاصي، . درصد 1ژل آگارز روي  AtMSI4ژن  cDNAحاصل از تكثير  PCRمحصول  الكتروفورز) A -1شكل 
 Gene Ruler 1KB Plus(نشانگر وزن مولكولي : Mلاين سمت راست . ين سمت چپدر لا AtMSI4ژن  cDNAحاصل از تكثير  bp 1400قطعه 

Fermentase .(B (مخمر  يكلنيهاS. cerevisiae  هيسو AH109  طيمح يرو YPD پس از سه روز كشت .C (ناقل شده با ريختمخمر ترا يكلنيها 
pGBKT7-MSI4 پتوفانيتر فاقد يانتخاب طيمح يرو (SD-W). 

  
 pGBKT7-MSI4 ،pGBKT7 يمخمر حاو يكشتها طيمح يتراريخت شده به عنوان تكرار از رو يسه كلن. MSI4ژن  ونيواسياتواكت تست -2شكل 

 طيمح يرو MSI4 نيپروتئ يسيرونو يفعال ساز تيخاص يجهت بررس )به عنوان كنترل مثبت( pGBKT7-SUVH2و   )يبه عنوان كنترل منف( يخال
 يفعال ساز ييبا داشتن تواناكه كنترل مثبت بر خلاف . كشت شدند ،SD-WH يعني ،)هيستيدين( H يسينورو يانتخاب طيو مح SD-Wشاهد 

قادر به رشد در محيط انتخابي  يخال pGBKT7و pGBKT7-MSI4 يمخمر حاو يكلنيها ،رشد كند Hفاقد  يانتخاب طيتوانست در مح H يسيرونو
 .ستين يسيرونو يسازقادر به فعال  ييبه تنها MSI4 نيبنابرا. نبودند
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رشد كردند كه  تري قو يانتخاب طياز كلنيها در مح يتعداد
 MSI4 نيپروتئ نيب يقو ارينشان دهنده وجود ميانكنش بس

شكل (د مي باش cDNAبه تله افتاده از كتابخانه  نيو پروتئ

 طيدر مح بهتريرشد  41شماره  يكلن ،انيم نياز ا). 3
  .داد نشان تريقو يانتخاب

  
رشد  يك هفته پس از ،  pGADT7-cDNA كتابخانه و pGBKT7-MSI4مخمر تراريخت شده با  افتهيرشد  يكلنيها )A. نتيجه غربالگري -3ل شك
 41تنها كلني شماره  .)C( SD-AHWLو ) B( SD-HWL طيمح يرو ،شده نشيگزي بازكشت كلنيها) CوSD-HWL .B كشت انتخابي طيمح يرو

 .باشد خوبي نشان داد كه نشان دهنده وجود ميانكنش قوي بين پروتئينهاي توليد شده از دو نوع ناقل ميرشد  SD-AHWLدر روي محيط 

  

 عيما طيدر محجداگانه  به طور يكلن 83 مرحله بعدي،در 
SD-WL  كشت شده وDNA سپس .دينها استخراج گردآ 

DNA يها به باكتر E. coli منتقل شده و  نيشبا الكتروپور
حاوي  LBروي محيط كشت اريخت شده تر يهايباكتر

يهاي رشد كلنهر كدام از . دنديگرد نشيگزآمپي سيلين 
و يافته با سه تكرار در همان محيط كشت مايع كشت شده 

از آنها  pGADT7-cDNA ديمتعاقب آن استخراج پلاسم
 pGADT7هاي موجود در پلاسميد cDNA. صورت گرفت

كه از روي توالي پلاسميد  آغازگراستفاده از يك جفت با 
pGADT7  محل دست  نييپا ودر بالادست و بلافاصله

 PCR ، طراحي شده بودند، با تكنيكcDNAقرار گرفتن 
نشان داد   PCRالكتروفورز محصول ). 4شكل(شدند تكثير 
  .اندشده ديص يغربالگر نيدر ا يمتفاوت يكه ژنها

ست شدند تا بلا و يابييتوال دهايپلاسم نيعدد از ا پنجاه
با . شود مشخص سيدوپسيآراب يژنها نيب از آنها تيهو

ها در cDNA ورودبالا دست محل ي توالي موجود در بررس
در قالب  يتوال 16مشخص شد كه تنها  ،pGADT7ناقل 

 به دست يهايتوال از يكي .قرار دارندترجمه درست براي 
ا هنسبت به بقيه شمارهكه  41شماره همسانه  يتوال(آمده 

 )C3(شكل  ،مشاهده شده بود MSI4آن با  يميانكنش قو
 Peroxisomal 3-KetoAcyl-COA Thiolase مربوط به ژن

3 (PKT3)  كد دسترسيبا AT2G33150 لياست كبود كه ي 
در  يمواد مختلف سميدر متابول است وترانسفراز  ليكوآ اس

و مسئول آزاد كردن و انتقال  اشتهد ياتيسلول نقش ح
ژن . )11(باشد  ميمولكولها برخي به  لياست يانهايبن

داراي  AT1G04710 يبا شماره ژنوم PKT4آن  يخواهر
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تست آمده در  به دست يتوال. اي مشابه استوظيفه
. بوداز هر دو ژن مذكور  مشابهي بخش غربالگري در واقع

با ژن  يتوال نيحاصل از ا نيميانكنش پروتئ تأييد يبرا

MSI4، استفاده از  با گريمخمر د دهيبريتست دوبل  كي
-PKT3 )pGADT7 يتوال يحاو pGADT7 پلاسميدهاي

PKT3 ( وpGBKT7-MSI4 فتانجام گر .  
  

  
. رشد كرده در تست غربالگري ياستخراج شده از همسانه ها pGADT7 يدهايپلاسم DNAحاصل از تكثير  PCRمحصول الكتروفورز  -4شكل 
 همسانه 83 نياز ب. ، هستندcDNAمحل قرار گرفتن پايين دست  ودر بالادست  pGADT7يي روي پلاسميد استفاده شده مكمل تواليها آغازگرجفت 

نشانگر وزن : M .بودندمتفاوت  اندازهبا  حاوي قطعاتيها  همسانهتعدادي از . ژل نشان داده شده است نيشماره ها در ا يبرخ جهيتنها نت ،حاصل
 ).باشد خالي كه باند كوچك داشته و حاوي هيچ ژني نمي pGADT7ي رو PCRمحصول (كنترل منفي : Cمولكولي، 

  
 بر خلاف مخمرهايي كه تنها حاوي يكي از دو ناقل بودند،

 نيديستيدو ناقل توانستند در فقدان ههر  يحاو مخمرهاي
 ،لهيوس نيبد. رشد كنند ،است ميانكنش وجود گزارشگر كه

. شد يسايشنا PKT3و  MSI4 نيب يكيزيوجود ارتباط ف
كامل دو ژن  cDNA ،آمده به دستنتايج  يينها تأييد يبرا

PKT3  وPKT4  ياختصاص يهاآغازگراستفاده از با 
بار در ناقل  نيو ا ريتكث ، از گياه آرابيدوپسيسمربوطه

pGBKT7 آنها نشان داد  يابييتوال. ديگرد سازيهمسانه
 سازي همسانه گونه جهش چيشده بدون ه ثبت يكه توال
ناقل موجود  ياز رونيز  MSI4 ،گريد طرف از. است شده
و  سازيهمسانه pGADT7و در ناقل  ريتكث PCR روش با

ميانكنش  ،تواليها يدرست از نانيپس از اطم .شديابي توالي
در  MSI4 نيبا پروتئ PKT4و  PKT3كامل  يهانيپروتئ

عوض نمودن جهت چنين . شد يبررس pGADT7ناقل 
 DNA Binding( ناحيه چسبنده بار نيا يعنيناقلها 

Domain(  به همراهPKT3 اي PKT4 ناحيه فعال كننده و 
)Activating Domain(  به همراهMSI4، از  نانياطم يبرا

 داد نشان جينتا. گرفتآنها انجام  نيب يوجود ميانكنش قو
جود و كامل ينهايپروتئ نيب ميانكنش زين جهت نيا در كه

به  PKT4و  PKT3هاي نيوتئپر ،نيبنابرا  ).5شكل(دارد 
در هر دو جهت ناقل  MSI4 نيبا پروتئ يقو صورت

  .ميانكنش دارند

  بحث 
يكي از  است ليدخ يگلده عيتسر دركه  MSI4 نيپروتئ

از طريق  را FLC ي ژنسيكه رونو است يكمپلكساجزاي 
هاي موجود ستونيه )داستيلاسيون(حذف گروههاي استيل 
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ژن  كي FLC. كنديمهار ماين ژن  نيكرومات در ساختار
 FLC انيمهار ببنابراين، است و  يشروع گلده بازدارنده

  ).3(شود يم يگلده فرآيندتسريع باعث ، MSI4توسط 

  

  
-pGBKT7و   pGADT7-MSI4تراريخت شده با  هايمخمر يكلنيها از طريق نحوه رشد MSI4با  PKT4 اي PKT3 نيتأييد ميانكنش ب - 5شكل 

PKT3/4 .  تنها مخمرهاي تراريخت شده با هر دو ژن قادر به رشد در درجه سانتيگراد 30در  كشت يك هفته پس از ان كه ديده مي شود، همچن ،
  .باشد مي MSI4با  PKT4 و PKT3بودند، كه تأييد كننده وجود ميانكنش قوي بين  SD-AHWLو  SD-HWLهاي گزينش  محيط

  
و تاكنون صورت نگرفته  MSI4ژن  يرو كاملي قاتيتحق
گزارش نشده  MSI4 يبرا گريد هاينيبا پروتئ يانكنشيم

و  MSI4نشان دادند كه ) 12(و همكاران  Gu اخيراً. است
 HDA6 نامه ب يلازيداست ستونيه كيبا  MSI5 نيهمچن

)Histone Deacetylase 6( و از  ميرمستقيغ به صورت
مطالعات ديگر . دارد يكمپلكس همكار كي ليتشك طريق

در كمپلكسهاي پروتئيني  MSI4كي از دخالت نيز حا
-متفاوت مي باشد كه در روي كروماتين باعث تغييراتي مي

يافته تحقيق حاضر يك ميانكنش جديد ). 17و16(شوند 
MSI4-PKT3/4 كندرا به دامنه اطلاعات موجود اضافه مي.  

. ناقلها متفاوت استدر  cDNA هايكتابخانه هينحوه ته
ي ساخته شده طوررفته در اين تحقيق به كار  cDNAبانك 
با اندازه حدود  گيتا هم شده اندكه ژنها شكسته است 
شوند لذا مشاهده اندازه  ناقلوارد  دينوكلوت 1500تا  1000

و  باشديمعمول م يامر در نتيجه غربالگري هايتوال كساني

است  ممكن. گردد يمربوط م cDNAبانك  هيبه نحوه ته
نداشته  يتيخصوص نيه شود كه چناستفاد يا cDNAبانك 

 به خاطرصورت قطعات با اندازه بزرگتر  نيباشد در ا
خود به  غربالگريدر مرحله  ن،يپروتئ دياحتمال كمتر تول

را محدود  غربالگري جيخود حذف خواهند شد و دامنه نتا
  .خواهد كرد

در يك آزمايش  MSI4بار،  نياولبراي ق، يتحق نيادر 
 آنبا  يمولكول انكنشيم تا يك غربالگري قرار گرفت

سرآغاز كشف تواند نتايج اين تحقيق مي. گزارش شود
تغيير ميزان استيلاسيون  در MSI4كامل سازوكار مولكولي 

يكي از نقاط قوت تحقيق حاضر بررسي . هيستونها باشد
با . مجدد تعامل يافته شده در هر دو جهت ناقلها است

 BDبه   MSI4يكبار  توجه به سيستم دوبل هيبريد مخمر،
شد  تأييد ADمتصل به  PKT3متصل شد و ميانكنش آن با 

  MSI4سازي مجدد و بار ديگر با تعويض جهت و همسانه



 1395، 1، شماره 29جلد                                          )                            مجله زيست شناسي ايران(اي سلولي و مولكولي مجله پژوهشه

68 

  BDمتصل به  PKT3متصل شد و ميانكنش آن با  ADبه 
تعاملهايي كه در هر دو جهت برقرار باشند . ثابت گرديد

ديگر با وارد  از سوي. تعاملات واقعي بين پروتئينها هستند
و بررسي و اثبات تعامل آن  PKT4كردن ژن خواهري يعني 

مي  احتمال تصادفي بودن تعامل يافته شده رد MSI4به 
و نشانگر آن است كه واقعا يك ناحيه حفاظت شده  گردد
ي ژنها. كندتعامل برقرار مي MSI4با   PKT4يا  PKT3در 

اند وادهخان كيهر چند از  PKT3و  PKT4 يافت شده يعني
  MSI4و تعامل  (Identities %82) باهم دارند يياما تفاوتها

 يهايكلن نكهيبا توجه به ا. متفاوت خواهد بود با آنها مطمئناً
 نيب يتريشوند هر كدام تعامل قويمخمر همزمان كشت م

. كند يزودتر رشد م يانتخاب طيها داشته باشد در محنيپروتئ
چهارم شروع  ايروز سوم  دهد كه رشد ازيتجربه نشان م

توان ميتعاملات از روز دهم هم  يدر برخ يشود ول يم
از  يعكس بردار نكهيبه ا توجهبا  .شاهد شروع رشد بود

روز خاص صورت گرفته لذا  كيدر  يپتر اتيهمه محتو
تفاوت اگر محسوس  نيا. دهنديها تفاوت رشد نشان ميكلن

  PKT3با  MSI4در تعامل  اوتتف زانيباشد نشان دهنده م
با استفاده  يكمY2HS با انجام  توانيهست كه م PKT4و 

در اين . )21(  آن را نشان داد ،مخمر Y187 نياز استر
تحقيق از روش شوك حرارتي براي انتقال ناقلها به مخمر 

- از روشهاي ديگر مثل الكتروپوراسيون نيز مي. استفاده شد

استفاده كرد كه در  توان براي انتقال ژن و ناقل به مخمرها
از اين روش استفاده شده است  Pichia pastoriesمخمر 

)1.(  

جهش  اهانيگگلدهي در كه  قبلي نشان داده اندمطالعات 
 انجام مي گيرد يوحش اهانياز گ رتريد اريبس msi4 يافته

را شناخته شده ميانكنش  توجهي كه وجود نكته جالب .)3(
 جهش يافته اهانيكه گاست  نيكند ايم تأييد وديتا حد
pkt3 به با توجه به نتايج  .)11(دارند  ينامنظم يگلده زين
 احتمالاً PKT3توان گفت كه آمده از اين تحقيق مي دست
 يرو بر MSI4به كمك  را لياست يهاانيبن رييتغ فهيوظ

 يبررس يجااين فرضيه كه  بر عهده دارد FLC يهاستونيه
  . دارد يشتريب

ها درخصوص شته و آخرين يافتهبراساس مطالعات گذ
MSI4 پروتئين  ،)22( همكاران و پژوهنده توسطMSI4  با

-يوبيوابسته به  يپروتئين كنندههيتجز ستميس كي
در ارتباط است كه  CUL4-DDB1 نامه ب ناسيونيتيكوئ

كننده پل باعث ايفاي نقش اين كمپلكس تجزيه همانند يك
 قيهاي تحقفتهبر اساس يا. شودروي هيستونها مي بر

نيز  PKT4يا هومولوگ آن  PKT3با  MSI4 حاضر،
توان يك مي تحقيقنتايج اين دو توجه به با . ميانكنش دارد

 تصور CUL4-DDB1-MSI4-PKT3 به صورتكمپلكس 
با فراهم كردن ارتباط بين  MSI4 نينمود كه در آن پروتئ

، PKT3پروتئين با  CUL4-DDB1كمپلكس تجزيه كننده 
در صورت صحت اين . شودآن ميمقدار  ميظتنموجب 

جهش  اهانيدر گ PKT3مقدار  موضوع، انتظار مي رود
 A ميكوآنز لياست ديتول در نتيجه و هيافت شيافزا msi4 يافته

توسط  A ميكوآنز لياست اين عمل، افزايش انتقال .دوش اديز
و  را به دنبال خواهد داشتها ستونيه ر رويترانسفرازها ب

ميزان استيلاسيون  msi4 جهش يافته اهانيدر گ ،در نتيجه
 مطالعاتدر  پديدههيستونها بيشتر خواهد بود كه اين 

 از يكي. به اثبات رسيده استكامل  به طور) 11(گذشته 
در  .است FLC ،در مسير گلدهي  MSI4هاي هدف ژن
، PKT3عدم تنظيم در اثر  ،msi4 جهش يافته اهانيگ

 ي از آنسيرونوشده و بيشتر  FLCهيستونهاي  ونيلاسياست
 ت شدهانعمم ، از شروع گلدهيجهيدر نت .مانديم يفعال باق

 اهانيدر گ. شوند ميديرگلده  شديداً جهش يافتهو گياهان 
به  MSI4با كمك  PKT3پروتئين  هيتجز ي،وحش تيپ

در A  ميكوآنز لياست زانيو م گرفتهانجام  طبيعيصورت 
ها ژن ونيلاسياست ابراين،بن. شود معمول نگه داشته ميحد 
به موقع  FLC از قبيل هاييژن يسيرونو و شده ليتعد

و  همهار شد متيلاسيون مانندتوسط سازوكارهاي ديگري 
در ميان غلظت متعادل  .شوديبه موقع آغاز م يگلده نهايتاً
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نهاي گياهي نيز آغاز گلدهي را تعيين خواهند كرد وهورم
)2.(  

تحقيق در  ه را براي مطالعه ومطالعه ارگانيسمهاي مدل را
به همين ترتيب . كندتر باز مي مورد موجودات زنده پيچيده

آرابيدوپسيس را گياه مدل توان نتايج حاصل از مطالعه  مي
مطالعه قرابت و ميزان  .به گياهان و حتي جانوران تعميم داد

ها و حتي ها، جنسها، خانوادهحفظ شدن آن در ميان گونه
دار كند و علاوه بر تحقيق را جهت اين توانديها مسلسله

شبكه  in silicoتوان با استفاده از روشهاي اين مي
اطلاعات  به كمكتر را ميانكنشي موجودات عالي

علاوه  .بيني و تجزيه و تحليل كردتر پيشموجودات ابتدايي
 شيپ ،ياتيح يهادهيپد يمولكول سميشناخت مكانبر آن، 

 درختان و يزراع اهانيگ يكياصلاح ژنت يهابرنامه ازين
 بدون اهانيگ در يكيژنت راتييباشد و انجام تغيم وهيم

منجر تواند ميها سميمكان از يكاف يمولكول اطلاعات داشتن
با همچنين، . گردد ستيز طيدر مح ينامطلوب راتييبه تغ

گيري در ، تصميمهاسمياز مكان ياطلاعات مولكول شتندا
. تر خواهد بود برنامه اصلاحي آسانمورد نحوه اجراي 
از طريق اطلاعات موجود  ،يگلده براي مثال، در مورد

 از قبيل اه،يژن در گ كيتنها با خاموش كردن  توان مي
MSI4 با ياهيگ جادياخير در گلدهي و در نتيجه، أت، باعث 

 برگ و شاخ زانيتر و ميطولان يشيطول عمر و دوره رو
اي و گياهاني كه هان علوفهكه در خصوص گيا شد شتريب

گيرد حائز  قسمتهاي رويشي آنها مورد مصرف قرار مي
  .  اهميت است

تواند يمختلف م يها به روشهاانكنشياز آنجا كه مطالعه م
 يتوان برا يم نيبنابرا ببرد بالا را اين تحقيق جهياعتبار نت

 ياز روشهادر اين تحقيق،  شده هشناخت انكنشيم تأييد
و  Pull-Downيي مثل ايميوشيب يروشها قبيلاز  يگريد

Co-IP شناخت شده  انكنشيم تأييددر همچنين،  .برد بهره
- جهش اهانيتوان از گيمو پي بردن به ميزان اهميت آن، 

و  هاستفاده كرد pkt3و  msi4 ياز ژنها كدامهر  براي افتهي
تهيه و تغييرات فنوتيپي دوبل موتانت  اهانيگ آنها، يتلاقبا 
  .ج را مورد مطالعه قرار دادنتا
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FLC expression in Arabidopsis using yeast two hybrid system 
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Abstract  

Transition of plant from the vegetative to the reproductive stage is one of the most 
important developmental processes whose molecular mechanism is not fully 
understood. Initiation of flowering in plants is controlled by various factors such as 
photoperiod, cold, hormones and epigenetic effects. A major pathway in this process is 
the epigenetic control of FLC gene, whose expression inhibits the flowering initiation. 
Removing acetyl groups from FLC gene histons, by MSI4 protein represses FLC 
expression, and thus, flowering is initiated. However, the molecular mechanism of this 
protein is largely unknown. Therefore, studing any molecular interaction with this 
protein can be helpful to better understand its mode of action. In this research, we used 
the Yeast Two Hybrid System (Y2HS) to study protein-protein interactions, to find 
proteins interacting with MSI4. Therefore, first, we cloned the MSI4 gene in proper 
Y2HS vector. Then, cDNA bank of Arabidopsis thaliana was screened by MSI4 as bait 
to prey the interactors of MSI4. The protein trapped by this method was PKT3 
(Peroxisomal 3-Ketoacyl-CoA Thiolase 3), which is an acetylcoacyl transferase. The 
function of this protein is to release acetyl groups and deliver them to other molecules, 
and therefore, it has significant role in many crucial cell processes. This interaction was 
confirmed by cloning the complete cDNA of PKT3 as well as its homologue, PKT4. 
The interaction of MSI4-PKT3 is reported here for the first time and opens new 
horizons for more studies on MSI4 functional mechanism. This finding can be useful in 
regulation of flowering time in fruits and crops through genetic engineering of this 
pathway for example by alteration of PKT4 regulation.  

Key words: Flowering, Yeast Two-Hybrid System, MSI4, Epigenetics, Molecular 
Interaction  

 

  


