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  هاي سرکوبگر خاموشی در دو ویروس کوتولگی زردي غلات یابی سلولی پروتئین مکان

  *1رضا الماسی

  )16/4/1398 :پذیرش تاریخ ؛7/3/1398 :دریافت تاریخ(

  دهیچک
، سرکوبگرهاي خاموشی، P0هاي  در این تحقیق پروتئین. در سراسر دنیا هستندهاي غلات  ترین ویروس هاي زردي غلات از مخرب ویروس

-CYDV( Cereal yellow dwarf virus- RPSو) Cereal yellow dwarf virus-RPV )CYDV-RPVدر دو ویروس کوتولگی زرد غلات، 

RPS (هاي بدین منظور ترادف ژن. گیاه توتون مورد بررسی قرار گرفتند هاي از نظر محل تجمع و قرارگیري در سلول P0  پس از تکثیر در
 greenها در اتصال با ژن کد کننده  این ژن هاي سپس سازه. سازي شدند همسانه Gateway، با روش )PCR(اي پلیمراز  آزمون زنجیره

fluorescent protein )GFP ( وارد باکتريAgrobacterium tumefaciens به گیاه به صورت  ها شدند و با تزریق باکتري حامل این سازه
گیاه توسط میکروسکوپ کانفوکال  هاي در سلول ها ساعت از زمان تزریق، محل قرارگیري این پروتئین 24پس از . موقتی بیان شدند

)confocal (نتایج نشان داد که محل تجمع پروتئین . مورد بررسی قرار گرفتP0 روس در هسته و سیتوپلاسم است اما تمایل در هر دو وی
تمایل کمتري براي تجمع  CYDV-RPSدر مقایسه با  -RPV CYDVدر ویروس  P0به عبارت دیگر پروتئین . آنها براي تجمع متفاوت است

ن با استفاده از در آزمون لکه برداري وستر. بیشتر در هسته متمرکز است CYDV-RPSدر ویروس  P0در هسته دارد در حالی که پروتئین 
تجمع  هاي دهد محل به تنهایی دیده نشد که نشان می GFPردیابی شدند ولی پروتئین  GFP:P0 هاي ، پروتئینGFPآنتی بادي پلی کلونال 

  .است GFP:P0 هاي دیده شده مربوط به پروتئین

  .تجمع در سلول ، لکه برداري وسترن، محلGatewayسازي  ، همسانهP0، پروتئین Polerovirus :کلیدواژه
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Abstract 
Cereal yellow dwarf viruses are among the most destructive cereal viruses worldwide. In this study, subcel-
lular localizations of silencing suppressor proteins ( P0) from two cereal yellow dwarf viruses, Cereal yellow 
dwarf virus-RPV (CYDV-RPV) and Cereal yellow dwarf virus-RPS (CYDV-RPS), were examined via con-
focal microscopy. To do so, P0 genes were synthesized by polymerase chain reaction (PCR) and were cloned 
through Gateway cloning system. Agrobacterium. tumefaciens clones harboring GFP:P0 constructs were in-
filtrated into Nicotiana benthamiana plants. Transient expression of P0 proteins with N-terminal GPF fusion 
enabled us to examine their subcellular localizations in plant cells, 24 hours post infiltration. Results showed 
that both proteins are nuclear-cytoplasmic but different tendencies were observed in their localizations. In 
other words, P0 of CYDV-RPS was more nuclear oriented than P0 of CYDV-RPV. In the Western blot anal-
ysis using GFP polyclonal antibody only GFP:P0 proteins but no free GFP, were detected indicating that lo-
calizations were related to GFP:P0 proteins.
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  مقدمه

زردي غلات از مهم ترین و مخرب ترین  هاي کوتولگی
غــلات در سراســر دنیــا هســتند کــه توســط  هــاي بیمــاري

ــروس ــاي ویـ ــنس   هـ ــه دو جـ ــق بـ و  Luteovirusمتعلـ
Polerovirus  در خانوادهLuteoviridae   شـوند   مـی ایجـاد

)Miller & Rasochova 1997 .( ویروسCereal yellow 

dwarf virus-RPV (CYDV-RPV)  در جــــــنس
Polerovirus  این ویروس تا حدودي خفیف . گیرد میقرار

 .Lapierre et al(، پراکنش جهانی دارد )در یولاف و گندم(

تنهـا   CYDV-RPSحال آن که خویشاوند نزدیکش ) 2004
 Henry et(از مکزیک و غرب آمریکا گزارش شـده اسـت   

al. 2004 (م ایجاد کوتـولگی شـدید و پیچیـدگی    و در گند
  ). Miller et al. 2002(کند  میبرگ 

ــروتئین  ــروس P0پ ــاي در وی ــا وزن  Polerovirus ه ب
در انتهـاي پـنج    ORFکیلودالتون، توسط اولین  28مولکولی

این پروتئین ابتـدا بـه عنـوان عامـل     . شود میپرایم ژنوم کد 
 van der Wilk et(بهبود دهنده تکثیر ویروس معرفی شـد  

al. 1997 .(P0    ــروس ــط وی ــودگی توس ــاد آل ــراي ایج ب
 ,Potato leafroll virus(پیچیـدگی بـرگ سـیب زمینـی     

PLRV ( لازم است)Sadowy et al. 2001 .( اما براي ایجاد
 Turnip yellows(زردي شـلغم   هـاي  آلودگی در ویـروس 

virus, TuYV) (Ziegler-Graff et al. 1996 ( و زردي
ــدوییا ــته زاد ک  Cucurbit aphid-borne yellows(ن ش

virus, CABYV) (Pazhouhandeh et al. 2006 ( لازم
در تکثیـر بهتـر    P0پـروتئین   هـا  نیست و در ایـن ویـروس  

  . کند میویروس کمک 
 TuYVدر ویــروس  P0فعالیــت ســرکوبگري پــروتئین 

)P0Tu ( با تزریق اگروباکتریوم حامل ترانسژنGFP:P0   بـه
نشـان   16cلایـن   Nicotiana benthamianaگیاهان توتون 

سپس نتایج مشابهی بـراي  ). Pfeffer et al. 2002(داده شد 
) CABYV )P0CA هــــاي در ویــــروس P0پــــروتئین 

)Pazhouhandeh et al. 2006(  ویروس برگ زرد نیشـکر ،
)Sugarcane yellow leaf virus, SCYLV (
)Mangwende et al. 2009(  ــف ــروس زردي خفی ، وی

ــد ) Beet mild yellowing virus, BMYV(ر چغنـ
)Kozlowska-Makulska et al. 2010( ویــروس زردي ،

 ,Melon aphid-borne yellows virus(شـته زاد خربـزه   

MABYV) (Han et al. 2010 ( وPLRV     بـه دسـت آمـد
)Pfeffer et al. 2002 .(  

 هـاي  اغلـب بـا پـروتئین    هـا  شدت بیماریزایی ویـروس 
). Voinnet et al. 1999(رتبط اسـت  سرکوبگر خاموشی م ـ

در دو  P0در پژوهش پیشین، ما نشان دادیـم کـه پـروتئین    
، ســرکوبگرهاي CYDV-RPSو  CYDV-RPVویــروس 

خاموشی هستند و این دو پـروتئین از نظـر برخـی صـفات     
مرتبط با میزبان، متفاوت هسـتند و در واقـع تفـاوت دیـده     

پتانسـیل   شده در شـدت بیمـاري زایـی ناشـی از تنـوع در     
حـال  ). Almasi et al. 2015(سرکوبگري دو پروتئین بـود  

را از نظـر محـل قـرار     P0در پژوهش پیش رو دو پروتئین 
گیري آنها در سلول گیـاه توسـط میکروسـکوپ کانفوکـال     

)confocal (     مورد بررسی و مقایسـه قـرار گرفـت تـا درك
و جنبـه دیگـري از    هـا  این پـروتئین  هاي بیشتري از ویژگی

  . اوت آنها را نشان دهیمتف

  ها مواد و روش
  ویروس هاي جدایه

 CYDV-RPVعفونــت زاي دو ویــروس  هــاي همســانه
ــورك   ــه نیویـــ  CYDV-RPSو ) NC_004751(جدایـــ

)Krueger et al. 2013 (  به عنوان الگو براي تکثیـر ژنP0 
  . مورد استفاده قرار گرفتند
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اندازه ژن ). CYDV-RPSو  CYDV-RPV(هاي کوتولگی زرد غلات  در ویروس P0آغازگرهاي مورد استفاده براي تکثیر ژن  .1جدول 
  .جفت باز است 750هاي مورد نظر 

Table 1. Primer sequences used to amplify P0 gene of cereal yellow dwarf viruses (CYDV-RPV and CYDV-RPS). 
The size of target genes are 750 bp 

)C
◦(Annealing  Sequence (5′→3′) Orientation Virus 

66 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAATGTTCATCGCCCAACCTTG Forward CYDV-RPV 
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATCATTGAAGAATCTTTTGAATG Reverse 

67 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAATGTTCGTCGCCACACTTAG Forward CYDV-RPS 
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTACTATTGAAGAATCTTTTGAAGG Reverse 

  
   PCRدر آزمون  P0تکثیر ژن 

بـراي   PCRترادف آغازگرهاي مورد استفاده در آزمـون  
براي ). 1جدول (آمده است  1 جدولدر  P0 هاي تکثیر ژن

ــزار   ــرم افــ ــا از نــ ــی آغازگرهــ  PRIMER 3طراحــ
)www.primer3.ut.ee ( طبق دستور کار کیتGateway® 

cloning (Invitrogen) استفاده شد .  
پلاسـمیدي   DNAنـانوگرم از   50شـامل   PCRمخلوط 

میکرومولار از هر آغازگر،  5/0همسانه عفونت زا ویروس، 
و تـا   )®FideliTaqTM Master Mix )USBمیکرولیتـر   25

در . میکرولیتر آب مقطر استریل اضافه شـد  50حجم نهایی 
ــوط      ــر، مخل ــور تکثی ــه منظ ــت ب ــتگاه  PCRنهای در دس

Eppendorf® Mastercycler اده شدقرار د.  
روي ژل آگارز یک درصد رویـت   PCRسپس محصول 

کلروفـورم از ژل  /شد و قطعـه مـورد نظـر بـا روش فنـول     
  ). Downey 2003(استخراج شد 

   ®Gatewayبه روش  سازي همسانه

به این روش با استفاده از مزیت نوترکیبی  سازي همسانه
 )Landy 1989(اختصاصی باکتریوفاژ لامبـدا اسـت   -مکان

شـود   مـی که ژن مورد نظر به چندین ناقل پلاسمیدي منتقل 
)Hartley et al. 2000 .(ــزیم ــاز  هــاي آن ) clonase(کلون

  . فراهم شد ®Invitrogenتوسط شرکت 

) entry clone(براي ایجاد همسـانه ورودي   BPواکنش 
 attBاین واکنش منجر به نوترکیبی بـین تـرادف   . انجام شد

ــول   ــر محص ــرادف  PCRدر دو س ــمید  attPو ت در پلاس
pDONRTM     حجــم . شـود  مــیو تشـکیل همسـانه ورودي

ــوترکیبی   ــنش ن ــاوي   5واک ــر و ح ــانوگرم  100میکرولیت ن
ــمید  ــول   pDONRTM ،100پلاس ــانوگرم محص  PCR ،1ن

میکرولیتر  5و تا حجم نهایی  BP clonaseمیکرولیتر آنزیم 
مخلوط واکنش به مدت یـک  . اضافه شد) TE )8=pHبافر 

  . درجه سانتی گراد نگه داري شد 25ساعت در دماي 
ژن مورد نظر از همسانه ورودي به ناقـل   LRدر واکنش 

از . بــراي بیــان منتقــل شــد) destination vector(مقصــد 
بـه عنـوان   ) pB7WGF2 )Karimi et al. 2002پلاسـمید  

در اتصــال بــا   P0ناقــل مقصــد بــراي بیــان پــروتئین     
واکـنش در  . استفاده شـد  S35تحت پروموتر  GFPپروتئین

نــانوگرم  100نــانوگرم پلاســمید ورودي،   100حضــور 
و تا حجم  LR clonaseمیکرولیتر آنزیم  1پلاسمید مقصد، 

به مدت یـک سـاعت   ) TE )8=pHمیکرولیتر بافر  5نهایی 
 . درجه سانتی گراد انجام شد 25در دماي 

  ترانسفورماسیون باکتري 

. وپوراسـیون انجـام شـد   ترانسفورماسیون به روش الکتر
میکرولیتـر مخلـوط بـاکتري     40نانوگرم پلاسـمید بـه    100
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سپس مخلوط در دستگاه الکتروپوراتـور  . مستعد اضافه شد
)BioRad® ( بــــا تنظیمــــات مقاومــــتΩ 200  بــــراي

Escherichia coli  وΩ 400  ــراي  Agrobacteriumبـ

tumefaciens  ــرار داده شــد 5/2و ولتــاژ پــس از . ولــت ق
 Luria–Bertaniمیلی لیتر محیط کشت  1الکتروپوراسیون، 

)LB (دقیقـه   30باکتري اضافه شد و به مدت  هاي به سلول
 28و دمـاي   E. coliدرجه سانتی گـراد بـراي    37در دماي 

. قـرار داده شـدند   A. tumefaciensدرجه سانتی گراد براي 
 LBباکتري ترانسفورم شده روي محـیط  در نهایت مخلوط 

ــین   ــی بیوتیــــک اسپکتینومایســ ــاوي آنتــ ــد حــ جامــ
)Spectinomycin) (Sigma-Aldrich (  ــت ــا غلظـ  100بـ

  . میکروگرم بر میلی لیتر کشت داده شد
با استفاده از کیـت   E. coliاستخراج پلاسمید از باکتري 

Sigma-Aldrich® plasmid prep  طبــق دســتور شــرکت
  . م شدسازنده انجا

  ) Agroinfiltration(اگرواینفیلتریشن 

 )GV301استرین ( A. tumefaciensیک کلونی باکتري 
میلـی   5برداشته شد و براي تلقیح  جامد LBاز روي محیط 

مایع حاوي آنتـی بیوتیـک اسپکتینومایسـین     LBلیتر محیط 
)Sigma-Aldrich ( میکروگرم بر میلـی لیتـر   100با غلظت 

ــاي  ــه  28در دم ــد درج ــتفاده ش ــس از . اس ــاعت  24پ س
میلـی   1باکتري رسـوب داده شـد و رسـوب در     هاي سلول

سـپس جـذب نـوري محلـول     . لیتر آب اسـتریل حـل شـد   
مقـدار جـذب   . نـانومتر انـدازه گیـري شـد     600باکتري در 

در  25/0نوري در این طـول مـوج بـراي اگرواینفیلتریشـن     
  . نظر گرفته شد

در گیاهــان  GFP:P0بــه منظــور بیــان مــوقتی پــروتئین 
Nicotiana benthamiana  باکتري به برگ این گیاهـان در ،
درجـه،   28گیاهان در دمـاي  . مرحله شش برگی تزریق شد

ساعت تاریکی نگهداري شـدند و   8ساعت روشنایی و  16
تزریـق شـده در    هـاي  سـاعت، از محـل   24پس از گذشت 

به منظور بررسی با میکروسکوپ کانفوکال و آزمون  ها برگ
  . لکه برداري وسترن نمونه برداري شد

  بررسی با میکروسکوپ کانفوکال 

ــه     ــکوپ، ب ــر میکروس ــاه زی ــت گی ــاهده باف ــراي مش ب
برگی، با قطر تقریبی نـیم سـانتی متـر، در روي     هاي دیسک

لام و لامل آب اضافه شد تـا در زیـر پمـپ خـلا، آب بـه      
هوا خارج شوند  هاي داخل دیسک برگی نفوذ کند و حباب

)Dunoyer et al. 2002 .(زیر میکروسکوپ  ها سپس نمونه
Zeiss®  مدلLSM700    طـول  . مورد بررسـی قـرار گرفتنـد
بـه  ) emission(و ارسـال  ) excitation(انگیزش  هاي موج

  . بودند GFPنانومتر براي  505و  488ترتیب 

 استخراج پروتئین و آزمون لکه برداري وسترن 

 هاي در بافت GFP:P0تئین به منظور اطمینان از بیان پرو
مورد بررسی و همچنین اینکه موقعیت سـلولی دیـده شـده    

نیست، از آزمون لکـه بـرداري    GFPتنها مربوط به پروتئین 
  . وسترن استفاده شد

میلی گرم از بافـت گیـاهی در بخشـی کـه تزریـق       100
) glass beads( اي شیشـه  هـاي  انجام شده بود همراه با دانه

در  هـا  سپس لوله. میلی لیتري قرار داده شد 5/1 هاي در لوله
نیتروژن مایع گذاشته شدند و توسط دستگاه مخلوط کننـده  

Silamat® میکرولیتر بـافر اسـتخراج    500. به هم زده شدند
مـولار اوره، اس   4، 8/6میلی مولار تریس با پـی اچ   5/62(

میلـی مـولار    100درصـد،   10درصد، گلیسرول  3دي اس 
اضـافه شـد و در   ) درصد بروموفنـل بلـو   1/0دي تی تی و 

. دقیقه واسرشت شد 3درجه سانتی گراد به مدت  95دماي 
دقیقـه   10دور در دقیقه به مـدت   15000سپس مخلوط در 
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 Pfeffer et(شد  جمع آوريسانتریفوژ شد و مایع رونشین 

al. 2002.(  
ــه صــورت   ــد ب ــل آمی ــی اکری درصــد  4غلظــت ژل پل

stacking  درصد 5/12وresolving  بـافر الکتروفـورز   . بـود
ــامل  ــریس  25ش ــولار ت ــی م ــی ال، -میل ــولار  2/0اچ س م

  . بود 6/8درصد اس دي اس با پی اچ  1/0گلایسین و 
 PVDF (AmershamTMاز ژل به غشا  ها انتقال پروتئین

Hybond®-P)  توســـط دســـتگاهElectroblot از شـــرکت 
BioRad® قبل از انتقـال، غشـا ابتـدا در اتـانول     . انجام شد

درصد و سپس در آب دیونیزه شسته و در بافر انتقـال   100
ــریس  25( ــولار ت ــی م ــولار  2/0اچ ســی ال، -میل ــی م میل

. دقیقـه قـرار داده شـد    15به مدت ) 6/8گلایسین با پی اچ 
درجـه سـانتی گـراد و شـدت      4انتقال در دمـاي محیطـی   

دقیقـه   90ولت به مـدت   80پر و ولتاژ میلی آم 500جریان 
  . انجام شد

درصد و پی بـی   5/2پس از انتقال، غشا در محلول شیر 
بودبـه مـدت    20درصد تویین  5/0اس یک برابر که داراي 

سـپس غشـا در   . یک ساعت در دماي اتـاق قـرار داده شـد   
بـه   GFPمحلول نام برده به اضافه آنتی بادي پلـی کلونـال   

. در دماي اتاق به آرامی به هم زده شـد ساعت  4تا  3مدت 
تویین در -در مرحله بعد غشا سه بار در محلول پی بی اس

-پـی بـی اس  -دماي اتاق شسته شد و بعد در محلول شـیر 
ــزیم    ــه آن ــت متصــل ب ــی ربی ــراه آنت ــه هم ــویین ب  HRPت

)horseradish peroxidase (  سـاعت در دمـاي    3به مـدت
شستشـو در محلـول    پس از سه مرحله. اتاق به هم زده شد

-Lumiبـا اسـتفاده از کیـت     هـا  تویین، پروتئین-پی بی اس

LightPlus Western Blotting Kit (Roche®)  ــابی ردی
  . شدند

 از ژل به غشا، غشـا بـا   ها براي اطمینان از انتقال پروتئین
  )®Brilliant Blue RTM Sigma-Aldrich(کوماســی بلــو 

  

  
هـاي   براي تکثیر ژن PCRالکتروفورز محصول واکنش  -1شکل 

P0 جفت بازي تکثیر  750هاي  قطعه. روي ژل آگاروز یک درصد
 CYDV-RPV )P0در دو ویـروس   P0هاي  شده مربوط به ژن

RPV ( وCYDV-RPS )P0RPS (است . 
Fig. 1. Agarose gel electrophoresis (%1) to detect 
amplified P0 genes in PCR. The length of amplified 
genes were about 750 bp.  

  
درصد اسید استیک رنـگ   10رنگ آمیزي شد و در محلول 

 . بري شد

  نتایج و بحث

جفت باز تکثیـر   750دو قطعه به اندازه  PCRدر آزمون 
مشخص  PCRو با تعیین ترادف محصول ). 1 شکل(شدند 

در دو ویـروس مـورد نظـر     P0شد دو قطعه مربوط به ژن 
درصد تشابه نوکلئوتیدي و آمینواسـیدي دو ژن بـه   . هستند
  . درصد است 41درصد و  61ترتیب 

ــی ــا بررس ــال نشــان داد     ه ــکوپ کانفوک بــا میکروس
و ) CYDV-RPV )P0 RPVروس در دو وی P0 هاي پروتئین

CYDV-RPS )P0 RPS(ــروتئین ــاي ، پـ  -اي  هســـته هـ
بـه عبـارت دیگـر محـل     ). 2 شـکل (سیتوپلاسمی هسـتند  
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 N. benthamianaدر سـلول گیاهـان   ) ردیف پایین( GFP:P0 RPVو ) ردیف بالا( GFP:P0 RPSهاي  محل قرارگیري پروتئین -2شکل 

هسته : Nسیتوپلاسم، : C .برابر است 630و  400، 200به ترتیب از چپ به راست بزرگنمایی  .GFP:P0هاي بیان کننده  تزریق شده با سازه
 P0 RPVبیشـتر در هسـته و    P0 RPS. هر دو پروتئین در هسته و سیتوپلاسم وجود دارند اما از نظر میزان تجمع متفاوت هستند. هستک: nو 

  . ئین در هستک وجود ندارندهیچ یک از دو پروت. بیشتر در سیتوپلاسم دیده شد
Fig. 2. Subcellular localizations of GFP:P0 RPS (top row) and GFP:P0 RPV (bottom row) in N. benthamiana plants 
which were infiltrated by constructs expressing GFP:P0s. From left to right magnitudes are 200, 400 and 630 
times, respectively. C: cytoplasm; N: nucleus; n: nucleolus. Both P0s were nuclear-cytoplasmic proteins but dif-
ferent tendencies were observed in their localizations. P0 of CYDV-RPS was more nuclear oriented than P0 of 
CYDV-RPV and none of them were observed in nucleolus.  

  
امـا از نظـر میـزان    . قرارگیري آنها هسته و سیتوپلاسم است

، P0 RPVدر مقایسـه بـا پـروتئین     P0 RPSتجمـع، پـروتئین   
هـیچ یـک از   . تمایل بیشتري براي قرارگیري در هسته دارد

در بررسـی  ). 2شـکل  (دو پروتئین در هستک دیده نشدند 
 هاي بدون حضور ژن  GFPتزریق شده با سازه  هاي نمونه

P0  )نتـایج  (، سـیگنال مشخصـی دیـده نشـد     )کنترل منفی
اهمیت این تفاوت در میزان تجمـع  ). نشان داده نشده است

 هـاي  محـل . بیشـتري دارد  هـاي  نیاز به پـژوهش  ها پروتئین

پیشـین   هـاي  تجمع مشاهده شده در این دو پروتئین با یافته
ــروتئی ــورد پـ ــاي ندر مـ ــرس  P0 هـ و  TuYVدر دو ویـ

CABYV  مطابقــت دارد)DeCillia et al. 2010 .( ــا آنه
سیتوپلاسمی هستند اي ـ   نشان دادند این دو پروتئین، هسته

متفاوتی از نظر میزان تجمع در این دو محـل   هاي اما تمایل
  . دارند

 بـا  GFP:P0 هـاي  در آزمون لکه برداري وسترن پروتئین
  وزن). 3 شـکل (یلو دالتون ردیابی شدند ک 55اندازه تقریبی 
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هاي  وسترن براي ردیابی بیان پروتئینلکه برداري آزمون  -3شکل 

GFP:P0 کلونال  بادي پلی با استفاده از آنتیGFP هاي  در نمونه
مشاهده شده با میکروسکوپ کانفوکال تا از عدم حضور پـروتئین  

GFP  آزاد)free GFP (در چاهک شـماره  . اطمینان حاصل شود
در گیاهانی کـه فقـط بـا سـازه      GFPکیلو دالتون  27پروتئین  1

GFP   3و  2هـاي   تزریق شده بودند ردیابی شد امـا در چاهـک 
در گیاهانی که بـا سـازه    GFP:P0کیلودالتونی  55پروتئین هاي 

تزریق شده بودند ردیابی شد و پروتئین  GFP:P0هاي بیان کننده 
GFP در پایین شـکل، بانـدهاي   . آزاد در این گیاهان ردیابی نشد

آبی، رنگ آمیزي غشا با کوماسی بلو را به منظور حصول اطمینان 
  . از انتقال پروتئین ها به غشا نشان می دهد

Fig. 3. Western blot analysis to detect GFP:P0 pro-
teins using GFP polyclonal antibody. Lane 1: a 27 
KDa GFP protein was detected in plants infiltrated 
by GFP construct; Lane 2 and 3: 55 KDa GFP:P0 
proteins were detected in plants infiltrated by con-
struct expressing GFP:P0 proteins and no free GFP 
were expressed in these plants. At the bottom of fig-
ure, loadings were shown by Coomassie Blue staining 
of membrane to ensure protein transfer.  

  
کیلو دالتون است کـه در اتصـال بـا     28حدود  P0پروتئین 
 55، یـک پـروتئین مرکـب    )کیلو دالتون GFP )27پروتئین 

دهـد   مـی ایـن آزمـون نشـان    . شود میکیلو دالتونی حاصل 
مورد تزریـق، بیـان شـده و     هاي تدر باف GFP:P0پروتئین 

در میکروسـکوپ کانفوکـال،    هـا  تصویرهاي تجمع پروتئین
 هـاي  باشـد و همچنـین در بافـت    میمربوط به این پروتئین 

وجود نـدارد  ) free GFP(آزاد  GFPمورد تزریق، پروتئین 
  ). 3شکل (

 P0 RPSدر پژوهش پیشین ما نشان دادیم که دو پروتئین 
ــق    P0 RPVو  ــتند و از طری ــی هس ــرکوبگرهاي خاموش س

، سیسـتم  ARGOUNAUTE-1 (AGO1)تخریب پروتئین 
 .Almasi et al(دهنـد   مـی دفاعی گیاه را مورد حمله قـرار  

 AGO هـاي  نشان داده است که پروتئین ها پژوهش). 2015
-AGO1(در گیاهــان شــامل ده پــروتئین مختلــف هســتند 

AGO10 ( ــپلک ــروتئین در کم ــرین پ ــم ت ــه مه  RISCس ک
)RNA-induced silencing complex (  در مسیر خاموشـی

RNA هاي محل تجمع و فعالیت پروتئین. هستند AGO  در
کـه بـا   ) Ma & Zhang 2018(هسته و سیتوپلاسـم اسـت   

در ایـن پـژوهش هـم خـوانی      P0 هاي محل تجمع پروتئین
همچنین نشان داده شد کـه ایـن دو پـروتئین از نظـر     . دارد

ی متفاوت هستند به عبارت دیگـر، پـروتئین   کارآیی خاموش
P0 RPS     سرکوبگر قوي تـري نسـبت بـهP0 RPV  در میـزان ،

و  AGO1، تخریـب پـروتئین   GFP هـاي  تخریب رونوشت
 .Almasi et al(پایداري سرکوبگري در طول زمـان اسـت   

در پژوهش حاضر نیز ما جنبـه دیگـري از تفـاوت    ). 2015
یزان تجمع در سیتوپلاسـم  این دو پروتئین از نظر تمایل و م

در  P0 RPSحضـور بیشـتر پـروتئین    . و هسته را نشان دادیم
تواند دلیلـی بـر قـدرت تخریـب بیشـتر پـروتئین        میهسته 

AGO1 البته ممکن است این تمایل در میزان تجمـع،  . باشد
. ارتباطی به کارآیی فعالیت سـرگوبگري نیـز نداشـته باشـد    

ت تـا اهمیـت ایـن    بیشـتري نیـاز اس ـ   هاي بنابرین پژوهش
  .تفاوت را آشکار سازد
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