
  

  

گوجه  L3 يعملكرد پروتئين ريبوزوم يدار و بررس زايي هدف جهش

  نيوالنول ياكس يايجاد تحمل به د يدر مخمر در راستا يفرنگ

������� �	�
����� �
�� ���*�� ���� �� ���
� ����  

  

�	�� �� ������	
� �
���� ����� ���� � ������� ����!  

"# $������% � ���&��% ���'�# �( ������$�)�� $��– � 
*���+,��% 

*��
�	���!� "#� �$��%��� &�'#� ()�#��� :m-amir@nigeb.ac.ir 

)"
���+ ,���%:             � -��.� ,���%:             (  

  

  

  

بلايت  ياست كه بطور معمول توسط قارچ عامل بيمار يميكوتوكسين) DON(نيوالنول  يداكس

اين توكسين همچنين از عوامل تشديد . شود يايجاد م سنبله در غلات دانه ريز يفوزاريوم

در زمان آلوده كردن گياه ميزبان از طريق ممانعت از سنتز  F. graminearumبيماريزايي قارچ 

، تغيير در جايگاه اثر آن در DONايجاد تحمل به  هاي از روش ييك. رود شمار مي هها ب پروتئين

 يجهش يافته و طبيع يها rpl3در اين مطالعه . است L3 )(RPL3 يپروتئين ريبوزوم يسلول يعن

نتايج بيانگر اين . بعنوان سلول مدل، منتقل گرديدند DONبه مخمر حساس به  ياز گوجه فرنگ

 يها تواند در مخمر بيان يافته و مورد استفاده قرار گيرد وجهش ييافته گياه م رتغيي rpl3بود كه 

W258R  وH259Y و توام باعث افزايش قدرت رشد سلول در محيط واجد  يبه صورت انفراد

  .شوند يم DONتوكسين 
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  ژنتيك نوين

  1388 تابستان، 2، شمارهدوره چهارم
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	�� ��	��� ��	� ��� �� �	�� �� ���� )�� 

!" (� #$% &�� �	���� �' *	
	�+ ,� ���� )�(� %���� 	
 

*	-� .'/' ��/ �
 �' ���	0� 	� ���% �	
 ��1�� .�22
 ���������� 

���% ,�	
 3/ ��	� �
 ��	� ,�	�/�� ��1�� ��/ '/�� ��'�� 

,�/���	��� ���
� �' �4��� *	-� �� �2
' )!5 .(��/ 7��% �� 

��� 8�9% ��� &/�:/ ,;�% �2�	� <=�	�� 3/ ��2% ���>���? ��:	� 

�� ��2% DNA � RNA� <=�	�� 3/ <�1	=� ��2
������ ��:	� ��� 

	
	-@ � A��0� 1�9%� � ��3��?�?B(Apoptosis)  ���/' )!" .(

��������� 	
 	� 8	C�/ �� .	D�	� E���F? 3/�G��/�� H�	� ��2% 

��>���? �� ���� &	-�	�3B *	-� .'/' ��/ �
 .	D�	� 8	C�/ 

�����'����� ��� 3/ ��������� 	
 �' 8�9% ���I� ��3 �J/� 

K��� 7�3�$�� (S60) <%/ )L (� *M N�� ���	� 8�>�� <��	0� 

�� *Btcm1  �� ��	� )!L (�
 ��>���? ��3�$��� L3 (RPL3) /� 

�
 �� �2
 )O (P�� N�� �' ��/ *M ��� ,�	%	%	2� .�� <%/ � 

QI-� .�� �
 N�� �R0� �/ *	���F��� �� ��>���% �' ��%/ 

�2��B .�	�� S55 (W255C) 8�>�� '	T�/ <��	0� �� 

��������� <%	
 )S5 .(8'	=� ��/ N�� �' rpl3 U��� � ���+ 

D���� '	T�/ .�� *	�� ��>���? ���V� ���	� � ��2W�
 '	T�/ 

<��	0� �� ��������� 	
 �' .	�+ <I��/�� �� &	$:/ .��%� <%/ 

)!��!X .(3/ Y�Z �D�' 	� �=1	R� �� ��� 	
��I�� N�� ���	� 

7�	0� �� ��������� 	
 N�� 	
� �D�'� 3/ �9�� ���V� *	���F��� 

�� ��2�M�B �' ��%/ �2��B .�	�� S55 (W255R) � ���V� �������
 

�� ��3���� �' ��%/ �2��B .�	�� S5" (H256Y) �' ��/ *M ��=�� 

.�� ��/ )!� .(8'	=� ��/ N�� 	
 ��>���?�' RPL3 ���+ D���� 

(LeRPL3) N�� 	
� W258R � H259Y �2��
.  

��� 3/ ������� ��������� 	
 �
 ��R� .��4 /� &[@ /� .'�1B 

�� �2
 Deoxynivalenol (DON) <%/ .'��� DON �' ���� 	
� 

&[@ */�2=� �D�	-� +'�1B� �� �/3��� ���
�� 	
 �	�� �� '�� 

)!\(  

�' ��/ ��=1	R� 	� .'	G�%/ 3/ ��I� Saccharomyces cerevisiae 

*/�2=� *	���� �8�� ,�	�/�� N�� ���	� �	
 W258R�H259Y  � 

N�� ���	� ��	+�' W258R/H259Y (DM) 3/ ��>���? RPL3 

���+ D���� (LeRPL3) �' '	T�/ <��	0� �� DON '��� %���� 

�/�� ����+ <%/   

  

  

��� ���� �	
 ���:  

]/�� '	T�/ &/��V�  W258R� H259Y � ��� N�� ��	+�' 

W258R/H259Y �' ,1/�� cDNA *M rpl3 ���+ �,D��� 3/ 

^�� N�� ,�/3 �R0� /�  	� .	D�	� QI-� (SDM) _�	R� 

EJ/�� `�� .'/' .�� a%�� ,Gb ��? �	-�/ � */�	c�
 )SL (

.'	G�%/ �� E�4 ��B.  


���� ���� ���� �� ����:  

���% ��I�� d	�J �� DON � ���%[? pTK2 .'	G�%/ .�� �' 

��/ �=1	R� a%�� ������? Adam 3/ .	D-�/' 7�94 3��	-
� � 

H�	2� =�$Z� ��� ���	� ��'�+ )!� .(�I�� �	
 P�� ,-J� � 

N�� �/' rpl3 ���+ D���� a%�� ^�� ����B� 	� BamHI � 

XhoI 3/ ���%[? pBluescript KS+  �� ���%[? pTK2 E0�2� 

���� .��/ ���%[? /�/'� *M 	
� β-Lactamase � Leu2 */�2=� 

	
�D�	-�� �	I��/� <%/ � �=R� ,��	e <f� 8��2
 ������? 

ADH1 � E$� 3/ 1/��� ���	e .�2
' ��/ *M '�/� �� .�I��/��� 

��I� 	� .3	% 	
� <%�� .��B a%�� ^�� g�� ��/�J� � 

&	�%/ A���1 7	T�/ �� )!! .(	
��I�� <I��/�� /���/ �' a�f� 

SD-Leu (18) 	� H$2� ���
 3��
h	+ )<�� 3/ <%' *'/' RPL3 

P�� -J�� (i	I��/ ���� � jF% �� a�f� SD-Leu 	� H$2� 

���
 �
�9+ E0�2� ����'�+ .3/ *��3B <�9? �	
 �2�	�
 (Replica 

Plates) �' a�f� <-
 	
� SD-Leu � SD-Ura /��� *	2��Z/ 3/ 

.'	G�%/ ��I� 3/ rpl3 ��	e� .'	G�%/ �� .3/ 29
� ,�	
 �
 �' 

a�f� SD-Leu ��� .'�
 ��'�� ,1� �'	� �� ��� �' a�f� SD-

Ura ��'�$� �� <�9? �	J� mg/ml 34   

5- fluoroorotic acid (FOA) �
 /��� 	
��I�� /�/'� �D�	-� 

Ura .�2-
 �<%/ .'�� �� � ��� 	��B �' ��/ a�f� ��� %���� 

��'�+ .,�	
��I� �
 �' ��/ a�f� �� �2���/�� ��� �22
 /��� 

7	T�/ &	-�	�3B �=�� i	I��/ ����.   
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<-
 ��	$� 3/ 29
� �	
 �	I��/� �' a�f� <-
 H�	� SD-Leu 

)	� H$2� ���
 �
�9+ (7	T�/ <��+ � jF% 	� S/\="\\ OD�' 

a�f� <-
 YPD (24)  _��� ���� � /��� �% <4	% ��� .'/' 

���� .�' /���/ ���	0� <4�% ��� <I��/�� 	
� m9�I� ��I� 

&��b �<��+ jF% 3/ <-
 H�	� ��I� �%� <�� ���� ��'�+ 

� �' <�9? YPD /�/'� ��'	0� m9�I� DON )ppm 50� 30� 

20�0  (��1 �/n+� ���� .<�9? 	
 �� &�� XoL 3�� �' Cº30 

��	I��+ �/n+� ���� .jF% �D1/� ��� ,29p 	
 �' <q9@ 	
� 

m9�I� DON � ,Z E�/�J �% �/�c� '��� %���� � ���	0� 

�/�� <��+.  

  

  

G�'��
� 1/��� ��%/�2��/ /� LeRPL3 P�� -J�� 	� 1/��� '���� 

�' r�	� *M <fb 1/��� <%�� .��B /� ���	� �.'�
 ��2W�
 	� 

���	0� 1/��� P/��/ N�� ���	� 	� ��/ 1/��� QI-� .�� '�� �
 

��/ 1/��� 	
 �T� N�� '��� �q� ��	� �
 N�� ��@ i�9R� 

�� �2�	�.  

3/ ��I� �� &	=�' �' &	-�	�3B <��3 T2%� /��� �	�3�/� 

��1�� ���
������ .'	G�%/ .�� <%/ )!O�! .(���% ��I� '��� 

.'	G�%/ �' ��/ _�0f� ���% /� <%/ �
 e��� 3/ *M �	
 *B 

<�� '	T�/ <�9�	� N2��+ �' a�f� �	I��/� � ��� *M �	
 E�e' 

�' <��	0� �� DON 3/ �9�� rpl3  � pdr5 �' *B #��I� .�� ��/ 

)Adam� �	-��/ ���	�� .(3/ 	T�B �
 rpl3 s� *M ���t� /��� 

	0�� 8�9% �<%/ P�� -J�� ��/ *M a%�� .3	% /� 	� �D�	-� 

�	I��/� Ura3 � <f� �������? GAL1/GAL10 �' �	��e/ ��I� 

�/�� .'/' .�� <%/ .E�1�� '��� ������	% Z��� 

(Conditional)� ��I� ��/ .3	% /� �' a�f� /�/'� 3��
h	+ 3/ 

<%' �� �
' )X(� �
 �' ��/ <1	J ��I� �'	� �� ��� �' a�f� 

��	� E�%/��/ �
/�I� '�� .U�	�� �9b	J 3/ *��3B <�9? 	
� 

�2�	�
 *	-� ��'/' �
 �	���� 3/ 	
��I�� <I��/�� �=� 3/ ��� 

�' a�f� 3��
h	+ ��/' ��/ .3	% /� 3/ <%' .'/' ��/ � 3/ Lerpl3 

.'	G�%/ �� �22
 )E�� ! .(  

  

  
 هاي پليت طريق از دار جهش RPL3 يحاو هاي يكلن يغربالگر -1شكل

 سمت( اوراسيل فاقد و) چپ سمت( لوسين فاقد SD محيط در همانند

 يدارا سازه وجود نمايانگر لوسين فاقد SD محيط در ها يكلن رشد). راست

LeRPL3 دست از نمايانگر اوراسيل فاقد محيط در آنها رشد عدم و است 

  .است يمخمر RPL3 يدارا سازه دادن

  

��2W�
 �W�	2u ��I� ��/� �D�	-� Ura3 ���	� �'	� �� ��� �' 

a�f� /�/'� FOA �
/�I� '�� )5 .('/�=� 	
��I�� �I��/��� �
 

�'	� �� ��� �' ��/ a�f� <-
 ���'�� ���
 3/ �	
��I�� '�� 

�
 3/ *��3B <�9? 	
� �2�	�
 <%�� .��B '�� .	� ���� �� 

<�b	e �%� FOA /��� 8�9% ��/ P�t�� E�	� v�t�� <%/.  

<4�% ��� 	
��I�� <I��/�� �' a�f� SD-Leu *	��� '�$� 

�c���R� ����-�� <4�% ��� w���� �� ��I� <I��/�� .�� 	� 

Lerpl3 � �����
 <4�% ��� w���� �� N�� ���	� W258R 

'�� .�' a�f� <-
 /�/'� DON� ��I� <I��/�� .�� 	� *M 

rpl3 /�/'� N�� ��	+�' W258R/H259Y  ����-�� <��	0� /� 

*	-� �� '/' (ppm 50) �
 j? 3/ *B �� #���� N�� ���	� ]	
 

H259Y � W258R � �' �eB LeRPL3 ��>���? P�� ,-J� �/�� 

�2��/' )E�� L.(  
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�� ���� ��	�
/ ��
������/������/��	���� ����  

 

  
 يها سويه با شده تراريخت يمخمرها رشد يبررو DON تاثير -3شكل

 با شده تراريخت مخمر مخمرها، ساير با مقايسه در. LeRPL3 مختلف

 تراريخت مخمر و تحمل بيشترين W258R/H259Y دوگانه يافته جهش

  .دهند يم نشان را تحمل كمترين يوحش نوع LeRPL3 با شده

  

3/ 	T�B �
 <��	0� �� <�[� ����/3��� ���e <f� 8��2
 

���2u *M �<%/ �=%�� ����/� ��	0�� �
 /�/'� &	Gb i�9R� 

4/�3� � <�G�
 h	� ��	� N1	u ��D�/�� <%/ )x .(�' �9�	0� 	� 

�	���� FHB �� */�� 	� .'	G�%/ 3/ ��	� N
 	
 3/ &�	�e 

�4��� �<%	
 	�/ ���
������ �	
 '���� �' &[@ �' �J ��@ 

3	T� /��� Y�C� *	��/ � 7/' �	�� �� �2�	� � H�� +'�1B� '/�� 

,�/n@ �	��� ���t� <%/ )S .(�' ��4 �8	J DON  E�	4 

��	��� ��	� �� �	�� �� '�� � �' ���
 	�%/� 	� ��+�9�� 3/ 

<e	% ��>���? �' 8�9% .3	�/ *	�� ��>���? 	
� ����/� �� 

<��	0� /� ��� �
' � 3/ */�� �9�	0� 8�9% �� �
	
 .��� <��	0� 

�� DON �' *	�3 ��/�� �3� �n� � <��	0� �� FHB �' vR% 

�4��� �R�/� ��0���� ^�/�+ .�� <%/ )Sx.(  

��� 3/ ./� �	
�	
 �9�	0� 	� &/�:/ G2�� ��������� 	
 ��1��� �' 

�	���� FHB� N
	
 E�	�� ��>���?RPL3  .	�+ �� ���
�� 	
 3/ 

_��Z '	T�/ N�� �	
 Y�
 �/' <%/ .��������� 	
 3/ �9�� 

DON �'	� �� N2��
�� 	� RPL3 N�� ���	� �2���� � ��/ y4	� 

<��0� z%	? 4	�'� �*	���� E�1�� *	�� ��>���? 	
� ����/� �� 

�<��	0� � ��� '	T�/ <b�� /��� <�1	=� ��	% E�/�4 N
	
 

.�2
' <��% ���
������ 	
 �' 8�9% �� '�� .�� */�24 �8	{� 

���
�� �	
 �	�� .��	� �' 8�9% ,� �2�/�� a%�� |�? �	
 

1�9%� (ATP binding cassette) �� *���� ��I�� �� '�� )!O.(  

���2u ���V� ��%/ �2��B /� �' RPL3 ��I� S. cerevisiae ^�/�+ 

.�� ��/ �
 |���2� E�f� �� ��������� 	
 /� �' *B y4	� 

�� ���� )!� .(�	��/�+� 3/ N�/��/ E�f� �� DON �' *	
	�+ 

<I��/�� 	� N�� ���	� W258C ��� '��� '�/' )!X� !�.(  

��>���? ��3�$��� L3 3/ �9�� ��>���? 	
� }GJ .�� �' <=�$Z 

<%/ .��J	� /� E�	� 	
��%/� �2��B SX\ 	� S"L 3/ �9�� _Z	2� 

�� &�� }GJ .�� ��/ ��>���? �� ��	� � N�� 	
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 رشد طريق از يوحش نوع LeRPL3 فاقد هاي يكلن يغربالگر -2 شكل

. mg/ml 34 5-FOA يدارا محيط در مخمر مختلف يها تراريخت

 اين در رشد به قادر Ura3 يانتخاب نشانگر با پلاسميد يدارا هاي سلول

 .شدند يگذار گرمخانه ºC30 در روز 4 مدت به ها پليت. نيستند محيط
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