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هاي زخمي گياهي از طريق پس از تماس با سلول Agrobacterium tumefaciensدر طبيعت 
- و تعدادي پروتئين بيماري ،T-DNA، بخشي از پلاسميد مولد تومور خود IVسيستم ترشحي نوع 

 كه بصورت كووالان به انتهاي VirD2زايي پروتئين بيماري. زايي را بدرون سلول گياه مي فرستد
چسبد در انتقال و ورود اين ملكول بدرون هسته و ژنوم گياهان ميزبان مي T-DNAملكول  5´

وجود پروتئين . باشدقادر به تراريخت موجودات غيرگياهي نيز مي A.tumefaciens. نقش دارد
VirD2 در اين . ستاهاي گياهي و غيرگياهي ضروري فعال براي تراريخت اگروباكتريومي سلول

در  VirD2جايگاه درون سلولي پروتئين , )yGFP(استفاده از پروتئين فلورسنت سبز  پژوهش با
بدين . مورد بررسي قرار گرفت Saccharomyces cerevisiaeهاي قارچ مدل ژنتيكي سلول

كلون  pGBDKc1اي پليمراز تكثير و در پلاسميد توسط واكنش زنجيره virD2منظور، ابتدا ژن 
كه  pUG36و  pUG34, pUG35هاي كلونينگ وكتورهاي ن جايگاهسپس ژن مذكور بدرو. شد

هاي انتقال ژن به استرين. مي باشند كلون شد MET25تحت كنترل پروموتر  yGFPحامل ژن 
نتايج مطالعات فلورسنس . بروش شيميايي استات ليتيوم انجام شد S. cerevisiaeاكسوترف 

ي كربوكسيلي ش به پايانهي آمينويييانهمتصل شده از پا VirD2ميكروسكوپي نشان داد كه 
ي سلول ميزبان ، درون هستهpUG36و  pUG34پروتئين فلورسنت سبز، بيان شده از پلاسميدهاي 

S.cerevisiae اين يافته، اهميت توالي هسته ياب . گيردجاي مي)NLS (ي كربوكسيلي ايانهپ
  .رساندر سلول غيرگياهي مخمر را مياي اين پروتئين ددر جايگيري درون هسته VirD2پروتئين 

  
  مقدمه

زاي گياهي ست كه در عامل بيماريدر طبيعت  Agrobacterium tumefaciensباكتري خاكزي 
خارج  DNAهاي زخمي گياه با انتقال بخشي از مجاورت مواد شيميايي مترشحه از سلول

لول گياه را وادار به كروموزومي خودش به سلول گياه باعث تراريخت ژنتيكي آن شده و س
-ها در ريزوسفر بهكند كه منحصراً توسط خود اين باكتريترشح مواد غذايي اي بنام اوپين مي

 .Aدر باكتري) Ti-Plasmid(اين قابليت بدليل وجود پلاسميد مولد تومور . رسندمصرف مي

tumefaciens است . 

 هاي كليدي واژه
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كند كه با زايي را رمزدهي ميتعدادي پروتئين بيماري Tiپلاسميد 
و انتقال تك  T-regionبرش بخشي از خود اين پلاسميد بنام 

به سلول گياهي و ادغام آن در ) T-strandبنام ( T-DNAي رشته
-Citovsky et al. 2006 .(T(كنند ژنوم ميزبان ايفاي نقش مي

DNA پس از ورود بدرون ژنوم گياه به هايي ست كه حامل ژن
پردازند كه با ايجاد تغيير در متابوليسم هايي ميتوليد پروتئين

هاي گياهي و موادي بنام اوپين سلول ميزبان باعث توليد هورمون
با تحريك شدن سيستم تنظيمي ). Zhu et al. 2000(شوند مي

virA-virG يهاي زخمتوسط مواد فنلي گياهي مترشحه از سلول، 
- هاي بيماريپروتئين ،زايي پلاسميد مولد توموررگولون بيماري

كند كه در فرآيند ايجاد تومور مختلفي را توليد مي) Vir(زايي 
پروتئين  ،در اين بين. كنندهاي متفاوتي ايفا مينقش) گال(

در  VirC1و  VirD1هاي مراه پروتئينهبه VirD2اندونوكلئاز 
كه  VirD2پروتئين . ش داردنق T-DNAي تشكيل تك رشته

ي رشته 5´ي پايانه ي بصورت كووالان به گروه فسفات آزاد شده
T-DNA ي شود بصورت يك پروتئين راهبر انتقال رشتهمتصل مي
T-DNA  از طريق سيستم ترشحي نوعIV  اگروباكتريوم را هدايت

-VirB1هاي اين سيستم ترشحي توسط پروتئين. كندمي

11/VirD4 پروتئين  ،درون سلول ميزبان. آيدپديد مي
و ايجاد  T-DNAي با پوشاندن رشته VirE2اگروباكتريومي 

. سازدرا از دسترس نوكلئازهاي سلولي خارج ميآن ،Tكمپلكس 
) NLS(هاي هسته ياب داراي توالي VirE2و هم  VirD2هم 

ي سلول گياه را بدرون هسته Tورود كمپلكس  هستند كه احتمالاً
ها با مشخص شده كه هر دوي اين پروتئين. كننديتسهيل م
هاي ايمپورتين برهمكنش دارند كه بيانگر نقش عوامل پروتئين
ي سلول بدرون هسته Tهاي ميزبان در ورود كمپلكس سلول

 ;Ballas and citovsky, 1997; Tzfira et al. 2001(ميزبان است 

Li et al. 2005 .(پروتئين  ،همچنينVirD2 ادي سايكلوفيلين با تعد
ي و پروتئين متصل شونده به ناحيه Cak2Mپروتئين  ،گياهي

TATA )TBP ( برهمكنش دارد)Bako et al. 2003 .( درون
-Tممكن است در ادغام  VirD2پروتئين , ي سلول ميزبانهسته

DNA هرچند اين فرآيند  ،بدرون ژنوم ميزبان نقش داشته باشد
 van(شود ميزبان انجام ميهاي سلول توسط پروتئين عمدتاً

Attikum et al. 2001; 2003; Soltani, 2009; Soltani et al. 
  ).1شكل ) (2009

  
در مجاورت . شماي كلي فرآيندهاي مهم در تراريخت اگروباكتريومي -1شكل 

توسط سيستم تنظيمي ) 1(ها اگروباكتريوم با احساس آن ،مواد شيميايي محرك
VirA-VirG )3( چسبدمي ميزبان سلول به )بيان به منجر پروسه اين) 2 

 و) 5( VirD5 به متصل T يرشته توليد و) Vir) (4( زاييبيماري هايپروتئين
 از ميزبان سلول سمت به زاييبيماري پروتئين چند مراههبه رشته اين حركت
 سلول سيتوپلاسم درون). 6( شودمي) T4SS( چهار نوع ترشحي سيستم طريق
 و سلولي موتورهاي از استفاده با و) 7( گيردمي شكل T پلكسكم ميزبان

 رابط چندين VirE2 و VirD2). 8( رودمي هسته بدرون ميزبان هايپروتئين
 يتجزيه در VirF). 9( كنندمي وساطت را پروسه چندين كه دارند پروتئيني
 بايد) 13( ژنوم بدرون T-DNA ورود از قبل). 10( دارد نقش پروتئين

 درآيد ايدورشته فرم به رشته تك و) 11( شده زدوده آن روي از هاتئينپرو
  .گيرندمي صورت ميزبان هايسيستم توسط زياد احتمال به كه) 12(
  

-Tتحريك شده  Agrobacterium ،تحت شرايط آزمايشگاهي

DNA هاي جلبكهاهاي گياهي بلكه به سلولرا نه تنها به سلول، 
توتياي دريايي و انساني  ،ايرچهاي رشتهقا ،هاائومايست ،مخمرها

جهت بررسي عوامل ). Soltani et al. 2008(كند نيز منتقل مي
پروتئيني درگير در فرآيند تراريخت اگروباكتريومي دو موجود 

 Saccharomycesو Arabidopsis thalianaمدل ژنتيكي 

cerevisiae  مورد استفاده هستند)Bundock 1999; Van 

Attikum 2003; Soltani 2009 .( از آنجا كه پروتئينVirD2 
هاي ميزبان گياهي ست و با توجه هاي مهمي در سلولداراي نقش

 ،ي ميزباني بسيار وسيع سيستم انتقال ژن اگروباكتريوميبه دامنه
- در سلول VirD2در پژوهش حاضر جايگاه درون سلولي پروتئين 

از پروتئين فلورسنت  با استفاده S.cerevisiaeهاي ميزبان مخمري 
يابي هاي هسته ياب اين پروتئين در راهو نقش توالي) yGFP(سبز 

T-DNA بدرون هسته ميزبان مورد بررسي قرار گرفت.  
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  هاي كشتها و محيطنژاد
سازي مورد براي تمام موارد كلون E. coli XL1-Blueاسترين 

در محيط كشت  C°37در دماي  E. coli. استفاده قرار گرفت
و در صورت حمل وكتورهاي كلون  TBيا ) LB(برتاني - لوريا

آمپي سيلين يا  µg/ml 100هاي كشت حاوي سازي ژن در محيط
60 µg/ml براي مطالعات مكانيابي . كانامايسين رشد داده شد

استرين  S.cerevisiaeمخمر ) GFP(پروتئين فلورسنت سبز 
CEN.pk113-3B )MATα his3∆1 ura3-52(  مورد استفاده قرار

حاوي  MYيا  YPDدر  C°30 هاي مخمر در دماياسترين. گرفت
 µg/ml 20 ،هيستيدين µg/ml 30 ،آدنين µg/ml 20مواد لازم مثل 

تريپتوفان رشد داده شدند  µg/ml 20لايزين و  µg/ml 30, لئوسين
)Sherman 1991; Zonneveld 1986 .(  

اس پروتكلهاي استاندارد انجام دستورزي اسيدهاي نوكلئيك بر اس
از  DNAجداسازي پلاسميد ). Sambrook et al. 1989(شد 

E.coli  با استفاده از كيت شركت كياژن)QIAprep mini spin 

kit (هاي مخمر با براي جداسازي پلاسميد از سلول. انجام شد
. افزوده شد P1ليتيكاز به بافر  mg/ml 1 ،استفاده از كيت مذكور

 E. coli XL1-blueدهاي جداشده از مخمر در استرين پلاسمي
  .تكثير شدند

  ساخت پلاسميد
 pGBDKc1 )vanدر پلاسميد virD2 كردن ژن براي كلون

Hemert et al, 2003(، ژن  3´ي قسمت پايانهvirD2  379كه فاقد 
 ,pVD43 )Rossi et alست از روي پلاسميد باز ابتداييجفت

شركت ( Ventپليمراز   DNA. شدتكثير  PCRروش ه ب) 1993
NEB ( ياDNA  پليمرازGold )The Applied Biosystems ( در
بعد از برش . كار گرفته شدنده اي پليمراز بهاي زنجيرهواكنش

محصول  ،BglIIو   SalIي مذكور با اندوكلئازهايآنزيمي فرآورده
كه توسط همان اندونوكلئازها  pGBDKc1نهايي بدرون پلاسميد 

 virD2 )379ژن  5´ي قسمت پايانه. خورده بود كلون شد برش
به . بدست آمد pVD43برروي پلاسميد  PCRبا انجام ) باز جفت

-´VirD2SalIp2 )5 آغازگراين منظور از 

ACGCGTCGACGTCATGCCCCGATCGCGCTCAAG-3´(  كه
در بالادست رمز شروع رونويسي  SalIيك جايگاه برش آنزيمي 

َ)ATG (آغازگرو  آوردپديد مي VirD2p2 )5´-

TATTCGGTCCTTCCTGTCTCTAGGTCCCCCC-3´ (ستفاده ا
ي برش خورده و بدرون ناحيه SalIسپس اين قطعه با آنزيم . شد

 3´ي كه حاوي پايانه pGBDKc1در پلاسميد  SalIبرش آنزيمي 
. بدست آمد pGBDKc1.virD2بود وارد شد و پلاسميد  virD2ژن 

-VirD2و  yGfp-VirD2هاي نوتركيب منظور ايجاد پروتئينهب

yGfp، ي قطعهXmaI-EcoRI  حاملvirD2  از پلاسميد
pGBDKc1.virD2 ي برش بدرون ناحيهXmaI- EcoRI 

و  pUG34، pUG35هاي بنام yGFPپلاسميدهاي حامل ژن 
pUG36 در وكتورهاي نوتركيب . كلون شدpUG34-virD2  و

pUG36-virD2،  ژنvirD2 اش و در وكتور آمينوي از طرف پايانه
pUG35-virD2،  ژنvirD2 اش به ي كربوكسيلياز طرف پايانه

yGFP متصل شده و تحت كنترل پروموتر ژن MET17 (alias 

MET25) هاي پلاسميدهاي مورد استفاده ليست و ويژگي. است
ارائه شده  يكها در جدول در اين پژوهش جهت كلون سازي ژن

ساخته شده توسط آناليز آنزيمي  صحت توالي پلاسميدهاي. است
. بررسي شد) هلند ،BaseClearشركت ( DNAيابي و توالي
) ´GAD-fw )5´-GATGAGAAGATACCCCACC-3 آغازگر

  .شديابي استفاده توالي در
  انتقال ژن

بروش معمول شوك  E.coli XL1-blueانتقال ژن به استرين 
ژن به  انتقال). Takahashi et al. 1992(گرمايي انجام شد 

بروش شيميايي استات ليتيوم  S.cerevisiaeهاي مخمر استرين
هاي واجد تراژن و سلول) Gietz and Woods 2002(انجام شد 

حاوي موادغذايي لازم غربال شدند  MYبرروي محيط كشت 
)Zonneveld 1986 .(  

  ميكروسكوپيفلورسنس مطالعات 
- 2-ينودي آميد- 6 و 4 ي سلول مخمر توسطآميزي هستهرنگ

هاي شبانه از بدين منظور كشت. انجام شد) DAPI(فنيل ايندول 
متصل  VirD2كه حاوي پروتئين  CEN.pk113-3Bاسترين مخمر 

باشند با سانتريفيوژ رسوب داده شده و در مي yGFPبه پروتئين 
 Hašek(حل شدند  مجدداً درصد 70يك ميلي ليتر الكل اتانول 

and Streiblová 1996 .( برداشت  ها مجدداًسلول ،دقيقه 5پس از
حل  µg/ml 0.1با غلظت  DAPIاز محلول  µL 25شده و در 

   هامواد و روش
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آميزي شده توسط از سوسپانسيون مخمر رنگ µL 5سپس . شدند
DAPI براي مطالعات ميكروسكوپي مورد استفاده قرار گرفت .
از كشت شبانه نيز براي مطالعات ميكروسكوپي  µL 5, بعلاوه

 Zeiss Axio-plan-2 imaging microscopeتوسط ميكروسكوپ 
 488در طول موج  yGFPپروتئين . مورد استفاده قرار گرفت

 564-514نانومتر تحريك شد و بازتابش آن در طول موجهاي بين 
  . نانومتر رديابي شد

  ساخت پلاسميدها و سازي ژنكلون

و  virD2پس از ساخت پلاسميدهاي نوتركيب حاوي هر دو ژن 
yGFP ي تعيين صحت ورود ژن براvirD2  بدرون پلاسميدهاي

يابي آناليزهاي برش آنزيمي و سپس توالي yGFPحامل ژن 
هاي هاي آنزيمي توسط آنزيمبرش. هاي مذكور انجام شدساخته
ايجاد باندهاي مورد انتظار را كرد   SmaIوEcoRI، EcoRVبرشي 

  صحت نوكلئوتيدي). 2شكل (
  

  
  هاي نوتركيبد استفاده در اين پژوهش جهت كلون سازي ژن و ايجاد پروتئينپلاسميدهاي مور -1جدول 

 پلاسميد ويژگي منبع
(A.Briancon-Marjollet and H. 

van Attikum)چاپ نشده 
ADH1 promoter, Gal4 BD, AmpR, TRP1, Kan, ori, carrying virD2 pGBDKc1.virD2 

(U. Güldener and J. H. 
Hegemann, )هچاپ نشد 

MET25 promoter, HIS3, CEN6/ARS4, AmpR, ori, N-terminal yGFP fusion site pUG34  

(U. Güldener and J. H. 
Hegemann, )چاپ نشده 

MET25 promoter, URA3, CEN6/ARS4, AmpR, ori, C-terminal yGFP fusion 
site 

pUG35 

(U. Güldener and J. H. 
Hegemann, )هچاپ نشد 

MET25 promoter, URA3, CEN6/ARS4, AmpR, ori, N-terminal yGFP fusion 
site 

pUG36 

  

  
  .  virD2-GFPي حامل برش آنزيمي پلاسميدهاي ساخته شده هايتجزيهشمايي از  -2شكل 

 ca. 5132 bp & 2418 ،4لاين ca. 7550 bp(، EcoRV ) ،3لاين ca. 7550 bp(، SmaI ) ،2لاين ( EcoRIبرش خورده با  pUG35.virD2پلاسميد 

bp ( و پلاسميد شاهد) 5لاين    .( 

B ( پلاسميدpUG36.virD2 برش خورده با EcoRV ) 2لاين، ca. 5852 bp & 1692 bp(،  پلاسميد شاهد) 2لاين(، EcoRI ) 32لاين،ca. 7550 

bp(، SmaI ) 4لاين، ca. 7550 bp.( 

  .ده كيلوبازي ست DNA Ladderهر ژل باندهاي  1هاي لاين
  
  

  
  
  
  
  
  
  

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 Size (bp) 
١٠٠٠٠  
٨٠٠٠ 
٦٠٠٠  
٥٠٠٠  
٤٠٠٠ 
٣٠٠٠  
٢٥٠٠  
٢٠٠٠  
١٥٠٠  

  
١٠٠٠  
٨٠٠  
٦٠٠ 
٤٠٠ 
٢٠٠ 
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و  pUG34-virD2، pUG35-virD2ي پلاسميدهاي ساخته شده
pUG36-virD2  نتايج ارائه نشده(توسط توالي يابي نيز تائيد شد .(

آيد وكتورهاي حامل ژن بر مي) 1(همانطور كه از محتواي جدول 
GFP  داراي پروموتر ژنMET25  هستند كه درست پس از

ي برش داراي ناحيه GFPن ژن ي پاياپروموتر و يا در ناحيه
ژن مورد نظر ما در . باشندآنزيمي براي واردسازي ژن بيگانه مي

در  pUG36-virD2و  pUG34-virD2، pUG35-virD2وكتورهاي 
 RNAهردو جايگاه وارد شده و پس از رونويسي توسط

Polymerase  بصورت يك نسخهmRNA  حاوي هردو ژن
  . شودرونويسي مي

هاي مخمر در سلول VirD2اي پروتئين ستهجايگيري درون ه
S.cerevisiae  
اين  S.cerevisiaeدر سلول  VirD2يابي پروتئين براي مكان

اش به پروتئين گزارشگر هاي آمينو و كربوكسيليپروتئين از پايانه
yGFP بدين منظور از . متصل و درون سلول مخمر بيان شد

كه در  )MATα his3∆1 ura3-52(استرين اكسوتروف مخمر 
هاي حداقلي فاقد هيستيدين و اوراسيل قادر به رشد نيست محيط

) 1جدول ( GFP.virD2انتقال وكتورهاي حامل ژن . استفاده شد
باشند به مخمر مي HIS3و يا  URA3هاي نشانگر كه داراي ژن

-ها در محيط حداقلي را ميمذكور توانايي رشد و جداسازي آن

هاي نوتركيب حامل وكتورهاي نپس از جداسازي استري. دهد
هاي بدين منظور سلول. مطالعات ميكروسكوپي دنبال شد ،جديد

مشاهدات بيانگر آن بود . مخمر نوتركيب كشت شبانه داده شدند
ي متصل شده از پايانه VirD2هاي مخمر حاوي پروتئين كه سلول
بيان شده از ( yGFPي كربوكسيلي اش به پايانهآمينويي

- جايگيري درون هسته مشخصاً pUG36)و  pUG34ي پلاسميدها

- ديده مي يكهمانطور كه در شكل ). 1Dو  1Aشكل (اي داشتند 

آميزي اسيدهاي كه مختص رنگ) DAPI )B,Eآميزي شود رنگ
باشد مكان هسته را در عكس مذكور ها مينوكلئيك و كروماتين

متصل  GFP(دهد و بطور همزمان تابش فلورسنت سبز نشان مي
. شودهم فقط در همان مكان كه هسته است ديده مي) VirD2به 

را  Fو  Cتصويرهاي همپوشان دو عكس مذكور تشكيل شكلهاي 
هاي پروتئيني ژن دهند كه دقيقا نشان دهنده حضور فراوردهمي
 VirD2پروتئين  ،در پژوهش حاضر. كور در درون هسته ستذم

ي آمينويي پروتئين انهاش به پايي كربوكسيليمتصل شده از پايانه
چنين  pUG35بيان شده از پلاسميد  ،)yGFP(فلورسنت سبز 

  .اي را نشان ندادويژگي

  

   

   
بيان شده از  ،)yGFP(ي كربوكسيلي پروتئين فلورسنت سبز مخمري اش به پايانهي آمينوييمتصل شده از پايانه VirD2اي پروتئين جايگيري درون هسته -1شكل 

هاي بازتابش فلورسنت پروتئين) D تا   Aهايشكل.  CEN.pk113-3Bاسترين  S.cerevisaieهاي مخمر در سلول) D-F( pUG36و ) pUG34 )A-Cپلاسميدهاي 
GFP .هايشكلB   تا E ( رنگ آميزيDAPI هاي مذكورسلول .C & F (هاي تصوير همپوشان شكلA/B  وD/E .سط ميكروسكوپ ها توعكسZeiss Axio-plan-2 

imaging microscope تهيه شده اند.  
  
  
  
  

A B C

F ED 
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 قارچ ،A. thalianaهمراه با گياه  ،ي گذشتهطي دو دهه
S.cerevisiae  نيز بعنوان يك ميزبان مدل ژنتيكي بسيار عالي در

. مطالعات تراريخت اگروباكتريومي مورد استفاده قرار گرفته است
يقات انجام شده بر روي اين قارچ منجر به شناسايي نقش تحق

اند هاي سلول ميزبان در تراريخت اگروباكتريومي شدهپروتئين
)Soltani 2009; van Attikum et al. 2003 .(بدليل  ،علاوه بر اين

-هم اكنون مجموعهS.cerevisiae  ي مخمر ژنتيك بسيار پيشرفته

اي از پلوئيد مخمر و نيز مجموعههاي هاپلوئيد و دياي از موتانت
- ديگر ابزار و مواد ژنتيكي اين موجود در دسترس است كه مي

ي تراريخت اگروباكتريومي موجودات توانند در تحقيقات پايه
در طي ساليان . ها مورد استفاده قرار گيرندغيرگياهي بويژه قارچ

ده از اي با استفااي و غيررشتهگونه قارچ رشته 90بيش از  ،اخير
A.tumefaciens اند بسهولت تراريخت شده)Soltani et al. 

با اين حال مطالعات بسيار محدودي در مورد عملكرد ). 2008
هاي غيرگياهي زايي اگروباكتريوم درون سلولهاي بيماريپروتئين

هاي كليدي اگروباكتريوم در نيكي از پروتئي. انجام شده است
منتقل شده از  T-DNA. باشدمي VirD2 ،فرايند انتقال ژن

ي ميزبان اگروباكتريوم به سلول ميزبان بايد بتواند بدرون هسته
 T-DNAدرون سيتوپلاسم سلول ميزبان . برود تا وارد ژنوم شود

 VirE2هاي متصل شده توسط پروتئين VirD2كه به پروتئين 
داراي  VirE2و  VirD2هاي هردوي پروتئين. شودپوشانده مي

بدرون  Tهستند كه ورود كمپلكس ) NLS(ياب هاي هستهتوالي
 ;Citovsky et al. 1992(كنند ي سلول گياه را تسهيل ميهسته

Tinland et al. 1992 .(فرض ما بر آن بود كه پروتئينVirD2 
. ايفا ميكند S.cerevisiaeهاي مخمر چنين نقشي را نيز در سلول
در پژوهش  .ر وارد شودي سلول مخملذا بايد بتواند بدرون هسته

- در سلول VirD2بمنظور درك بهتر از عملكرد پروتئين  ،حاضر

جايگيري درون سلولي پروتئين  ،S.cerevisiaeهاي مدل ژنتيكي 
بدين منظور . مذكور در سلول مخمر مورد بررسي قرار گرفت

اش به ي كربوكسيليي آمينو ونيز از پايانهاز پايانه VirD2پروتئين 
 متصل شده و براي مكانيابي درون سلولي در yGFPپروتئين 

S.cerevisiae نتايج نشان داد كه . مورد بررسي قرار گرفت
ي ش به پايانهي آمينوييمتصل شده از پايانه VirD2پروتئين 

 S.cerevisiaeي سلول ميزبان درون هسته ،Gكربوكسيلي پروتئين 
اي رون هستهمشابه جايگيري د ،اين پديده). 1شكل (جاي گرفت 

هاي گياهي و پستانداران است در سلول VirD2پروتئين 
)Citovsky et al. 1992; Tinland et al. 1992; Relić et al. 

1998; Ziemienowicz et al. 1999; Ziemienowicz et al. 
 VirD2حاضر در مورد پروتئين  پژوهشحال در با اين). 2001

ي آمينويي پروتئين ش به پايانهاي كربوكسيليمتصل شده از پايانه
yGFP، پروتئين . فقط تابش فلورسنت زمينه ديده شدVirD2 

ي آمينو و يك توالي هسته ياب در پايانهداراي يك توالي هسته
 .Wang et al(باشد اش مي ي كربوكسيليقسمتي در پايانه ياب دو

1990; Howard et al. 1992 .(نشان داده شده كه ، در گياهان
پروتئين  درصد 70ي كه دربردارنده ،VirD2ي آمينوي والي پايانهت

ي سلول قادر به رساندن پروتئين بتاگالاكتوزيداز به هسته ،باشدمي
همچنين نشان داده شده ). Herrera-Estrella et al. 1990(باشد مي

 VirD2ي آمينو و كربوكسيلي پروتئين هاي پايانهكه هردوي توالي
شان به پروتئين بتاگالاكتوزيداز ي كربوكسيلييانهكه از سمت پا

ي اند قادر به رساندن پروتئين بتاگالاكتوزيداز به هستهمتصل شده
اتصال هردو ). Tinland et al. 1992(اند هاي گياه بودهسلول
در  GFPبه پروتئين  VirD2ي آمينو و كربوكسيلي پروتئين پايانه

ي سلول رساند ن را به هستهسلول پستانداران نيز اين پروتيئ
)Relić et al. 1998 .( اما رساندنDNAي سلول ي بيگانه به هسته

ي پايانه NLSبستگي به حضور توالي  VirD2پستانداران توسط 
). Ziemienowicz et al. 1999; 2001(دارد  VirD2كربوكسيلي 
كه به  VirD2ي كربوكسيلي پايانه NLSفقط توالي  ،بطور مشابه

ي كربوكسيلي پروتئين بتاگلوكورونيداز متصل شده بود انهپاي
ي سلول گياهي برساند توانست پروتئين نوتركيب را به هسته

)Howard et al. 1992 .( هاي ديگران و پژوهشتفاوتهاي بين
گر متفاوت هاي گزارشتواند به علت تاثير ژنحاضر مي پژوهش

بر  VirD2پروتئين  ي آمينو يا كربوكسيليمتصل شده به پايانه
هاي ميزبان متفاوت مورد سلول ،VirD2ياب عملكرد توالي هسته

 پژوهش. باشد VirD2هاي متفاوت از پروتئين و طول ،استفاده
اهميت  ،گر فلورسنت سبزحاضر با استفاده از پروتئين گزارش

در جايگيري  VirD2ي كربوكسيلي پروتئين پايانه NLSتوالي 
-پروتئين در سلول غيرگياهي مخمر را مياي اين درون هسته

   نتايج و بحث
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به  اشي كربوكسيلياز سمت پايانه VirD2اتصال پروتئين . رساند
اين بخش را مختل  NLSاحتمالا عملكرد توالي  yGFPپروتئين 

ي آمينوي به سمت پايانه yGFPدر حاليكه با اتصال  ،ميكند
سيلي ي كربوكياب سمت پايانههنوز توالي هسته ،VirD2پروتئين 

اي پروتئين نوتركيب را باعث فعال است و جايگيري درون هسته
بدرون  VirD2اين يافته بيانگر توانايي انتقال  در مجموع. شودمي

و اهميت توالي  S.cerevisiaeي سلول قارچ آسكوميست هسته
NLS ي كربوكسيلي پروتئين پايانهVirD2 باشددر اين پديده مي .

گيري در هدف VirD2استفاده از پروتئين  اين خود بيانگر پتانسيل
T-DNA هاي حامل هرگونه تراژن بدرون هسته و ژنوم سلول

همچنين با توجه به استفاده از تكنيك . باشدميزبان قارچي مي
در بررسي و ) Y2H System(سيستم دوهيبريدي مخمري 

ي سلول گر با يكديگر در هستههاي برهمكنششناسايي پروتئين

S.cerevisiae، هاي اين يافته بيانگر امكان شناسايي پروتئين
تواند باشد كه ميمي VirD2گر سلول مخمر با پروتئين برهمكنش

هاي ها در سلولگيري انتخابي ژندر آينده كمك به هدف
  .يوكاريوتي كند
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