
 1398، 1، شماره 32جلد                                                 )                      مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي

1 

   (Def1)ساختار ژن دفنسين  جداسازي، شناسايي و بررسي
  )Raphanus sativus(تربچه خوراكي

  زهرا مقدسي جهرمي و محمدرضا زماني، *مريم اعتباري، مصطفي مطلبي
  پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري، بخش زيست فناوري گياهيايران، تهران، 

  30/8/96: تاريخ پذيرش  25/5/96: تاريخ دريافت

  كيدهچ

 سلولي يغشا منافذي درها،  سبب ايجاد دفنسينبه نام  پپتيدهاي ضدقارچيگياهان، با توليد  امروزه مطالعات نشان داده است كه
 .را منجر مي شوند يو نهايتاً مرگ سلول تغيير در پتانسيل غشاء ، به بيرون ازغشاء تركيبات سلولي قارچ مهاجم و در نتيجه خروج

كلون كردن و  با )Raphanus sativus(تربچه خوراكي  Def1 ساختار ژن جداسازي، شناسايي و بررسيحقيق اين ت هدف 
آغازگرهاي با استفاده از تكثير اين ژن ، CTAB ژنومي به روش DNAاستخراج براي اين منظور پس از . استآن تعيين توالي 
سازه به . شدكلون  pJET1.2 ناقلجفت باز در  356قريبي به طول تتكثير شده قطعه . نجام شدا RDefrو  RDeffاختصاصي 

ز جفت با 243به طول تقريبي كه  اين ژن، cDNAهمچنين  .شد ييدأت PCRدست آمده با استفاده ازالگوهاي هضم آنزيمي و 
 در أييدت پس از cDNA ازتكثيرشده قطعه  .سنتز گرديدفوق با استفاده ازآغازگرهاي اختصاصي  RNAپس از استخراج  بود،
گياه تربچه  Def1اين ژن نشان داد كه ژن  cDNAژنومي و  DNAمقايسه توالي  .گرديدكلون و تعيين توالي  pJET1.2 ناقل

 .آمينه را كد مي كند اسيد 80به طول  پپتيديك آن  open reading frameو  بوده جفت باز 113حاوي يك اينترون به طول 
 8/98تا  90مشابهتي بين  در بانك ژني مرتبطثبت شده  از گياه تربچه با تواليهاي Def1ژن  دست آمده ازه ب پپتيدمقايسه توالي 

  .درصد را نشان داد

قرار مورد استفاده راستاي مديريت كنترل و مبارزه با بيماريهاي قارچي  آينده در اين ژن مي تواند درهمسانه سازي شناسايي و 
  .گيرند

   .، جدا سازي ژن، همسانه سازيDef1تيد دفنسين، گياه تربچه، پپ :واژه هاي كليدي

 motalebi@nigeb.ac.ir  :كيپست الكتروني ،   02144787363 :تلفن، نويسنده مسئول *

  مقدمه
نقش  )Antifungal Peptides(هاي ضد قارچي  پپتيد

محافظت از گياهان در برابر حملات قارچي را به عهده 
ارچها، باكتريها، حشرات و اين پروتئينها در گياهان، ق. دارند

و القايي سايي شده اند و در مقاومت دائمي پستانداران شنا
به  .)13،20( دمي كنن ءقش ايفان در برابر حملات قارچي

هاي ضد قارچي پپتيد طور ويژه، دانه هاي گياهان، غني از 
اين پروتئينها در دانه ها  مي باشند به طوري كه ميزان

اهداف  .)27(اي گياه مي باشد چندين برابر ساير قسمته

ديواره سلولي، غشاي پلاسمايي  ،هاي ضدقارچيپپتيد اين 
. )13(تركيبات درون سلولي قارچ مي باشد  خروجو نهايتاً 
گروه پپتيدي ضد قارچي مي توان هاي پپتيدترين  از مهم
  .را نام برد دفنسين

و  kDa  5با وزن مولكولي كم حدوددفنسينها، پپتيدهايي 
در هر دو گروه گياهان تك  مي باشند كهاز سيستئين  غني 

براي قارچها سمي  اين پپتيدها. رندوجود دا اي لپه و دولپه
قارچهاي در حفاظت از دانه در برابر  و )8و  2( بوده
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قادر كه  طوريه ب .)2(نقش مهمي ايفا مي كنند  زا بيماري
 Aspergillus niger به مهار رشد چندين گونه قارچي نظير

 ،Neurospora crassa  وSaccharomyces cerevisiae  و
گياهي نظير  يزا بيماريعوامل همچنين مهار رشد 

Alternaria brassicola  ،A. solani  ،Botrytis cinerea ،
Cladosporium colocasiae ،C. sphaerospermum، 

Colletotrichum lindemuthianum  ،Diploidia maydis  ،
Fusarium culmorum  ،F. graminearum مي باشند ... و 

قارچ وهمچنين نوع پپتيد دفنسين گياهي از  سويه.)24(
ديگر در  سويازو ميزان فعاليت مهاري و  كيفيتطرفي در 

 به. )16( ثر استؤممورد نياز براي مهار  دفنسين غلظت
رغم مهار  علي Dahlia merckiiدفنسين گياه  طور مثال

يير مورفولوژيكي در قارچ ايجاد رشد قارچ، هيچگونه تغ
برخي از آنها مانند دفنسين تربچه با  نمي كند در حاليكه

مهار رشد ايجاد هيفهاي تغيير شكل يافته در قارچها باعث 
 . )15( آنها مي شوند

ها واهميت آنها دفنسينموارد ذكر شده در مورد  با توجه به
تحقيق اين هدف در ايجاد مقاومت عليه پاتوژنهاي قارچي، 

گياه  Def1و بررسي ساختار ژن  كلونشناسايي، تكثير، 
 برايتوان از آن مي  سرانجام كه  دهبوخوراكي تربچه 
 .دكربه گياهان زراعي استفاده  سازه مورد نظر انتقال

  مواد و روشها
در اين تحقيق از : DNAاستخراج تهيه بذر، كشت و 
انك ژن كه از ب) Raphanus sativus(بذرهاي گياه تربچه 

بذرها در گلدان  .، استفاده گرديدگياهي ملي ايران تهيه شد
كشت و رشد  )1:1با نسبت(پرليت  - حاوي ورميكوليت

به برگهاي جوان ، از ژنومي DNAاستخراج . داده شدند
 .)6( انجام گرفت CTAB عمومي روش

 برگهاي جواناز  mRNAاستخراج  :mRNAاستخراج 
 mRNA)(ارائه شده كيت  با استفاده از روش گياه تربچه

Isolation kit, Roche ،در اين روش  .صورت پذيرفت

كمترين  ،و با كيفيت مناسب RNA آمدن به دست علاوه بر
  .در بر داشترا  DNAآلودگي 

با استفاده از : اختصاصي PCR شرايط انجامو  آغازگرها
گياه تربچه در  واريته هاي مختلفتواليهاي ثبت شده از

شماره ثبتهاي ، به )NCBI )24،25ي بانك داده ژن
RSU18557 ،RSU18556 ، X97319 وX97318 ،

، كه داراي جايگاه برش براي RDeffجلوي رو به آغازگر
 ´5در بالادست بود، با توالي  XbaIآنزيم 

ATGGCTAAGTTTGCGTCCATCATTCTAGAGC

C معكوس  و آغازگرRDefr كه داراي جايگاه برش براي ،
ست بود، با توالي در بالاد SacIآنزيم 

TTAACAAGGAAAGTAGCAGATAGAGCTC5´G

CAC    ژن و كلون كردن تكثيرجهت Def1  طراحي و
  .شد هساخت

در حجم   PCRجهت تكثير قطعه ژني مورد نظر  از واكنش
 2/0 ،ژنومي DNAنانو گرم   20ميكروليتر با  50كلي 

و  dNTPميكرو مول از هر  200 ،ميكرو مول از هر پرايمر
واكنش  ياجزا. پلي مراز انجام گرفت Pfuاز آنزيم  واحد 2

- در دستگاه ترموسايكلر قرار گرفت تا طبق برنامه چرخه

هاي دمايي چرخه. هاي گرمايي تكثير انجام پذيرد
 5آغازين واسرشت واكنشهاي تكثير شامل يك چرخه 

 1چرخه شامل  35 ،درجه سانتي گراد 95دقيقه در دماي 
 72دقيقه در  2  ،درجه 55 قيقه درد 1 ،درجه 94دقيقه در 

 72دقيقه در  10و يك مرحله اتصال پاياني شامل  درجه
وسيله الكتروفورز در ژل ه ب PCRمحصول  .مي باشددرجه 
ه ب PCRمحصول . مورد بررسي قرار گرفت درصد 1آگارز 

 ) High Pure DNA Purification KITوسيله كيت  

Roche) ازي شدروي ژل جداسازي و خالص س از.  

 cDNA first strand ( براي تهيه زنجيره اول :cDNAتهيه 

cDNA (يم نسخه برداري معكوس و پرايمر، از آنز RDefr 

استفاده گرديد و در مرحله  درجه سانتي گراد 42در دماي 
در شرايطي كه قبلأ ذكر شد با استفاده از  PCRبعد با انجام 
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جهت انجام  دو زنجيره اي cDNA، پلي مراز  Pfuآنزيم 
  .  آمد به دستكلونينگ 

استخراج  :روش استخراج پلاسميد و كلون كردن
. )19( پذيرفتصورت  ليز قليايي عمومي به روشپلاسميد 

 CloneJETTM-PCRكيت جهت كلون كردن ژن تكثير شده 

cloning (Frementas) پس ازبراي اين منظور  .استفاده شد 
استفاده از كيت با  Pfu-PCRاستخراج و تخليص محصول 

PCR Product Purification Kit (Roche)،  واكنش
ligation  با حضورDNA  فرم (خالص شدهDNA  ژنومي

به  صورت پذيرفت و pJET1.2 ناقلو ) cDNAو 
 DH5α  E. coliسلولهاي مستعد تازه تهيه شده باكتري

كشت  محيطروي سلول هاي ترانسفورم شده . ندمنتقل شد
 NaCl ،1% Bacto tryptone ،0.5% %1حاوي ( LB جامد

Yeast extract  ميكروگرم در هر ميلي ليتر آمپي  100و
كلونيهاي حاصله پس از . گسترش داده شدند ) بود سيلين

توسط الگوي جهت حضور قطعه ژني مورد نظر  ،ييدأت
PCR با استفاده از آنزيم  و هضم آنزيميXbaI  بررسي
با  طعه ژني مورد نظرقتعيين توالي سپس به منظور  شدند،

براي  pJET1.2 ناقل استفاده از آغازگرهاي اختصاصي
  .آلمان فرستاده شد  SeqLab Gottingenشركت 

با استفاده از برنامه نرم  :تجزيه و تحليل بيوانفورماتيك
با اطلاعات موجود  Def1مشابهت توالي ژن  Blastافزاري 

رم افزاري برنامه ن.  مورد بررسي قرار گرفتدر بانك ژني 
CLUSTAL W  مقايسه توالي نوكلئوتيدي و اسيد جهت

به با تواليهاي ثبت شده در بانك ژني  Def1آمينه اي ژن 
 SWISS-MODELه شده و با استفاده از برنامه گرفت كار

 catalytic core domainپيش بيني ساختمان سه بعدي 
  . تگرفصورت  Def1 آنزيم

 نتايج

ضد قارچي پپتيد دفنسين در با توجه به اهميت فعاليت 
قارچي و  زاي عوامل بيماريمقابل طيف وسيعي از 

مختلف به  هايهمچنين نقش حفاظتي اين پپتيد در بذر
زني، در اين تحقيق از خصوص بذر تربچه هنگام جوانه 

DNA  ژنومي گياه تربچه جهت شناسايي و تكثير ژن
آغازگرهاي پس از طراحي  .استفاده شد  (Def1)دفنسين

با استفاده از تواليهاي مربوط به  (RDeff/Rdefr)اختصاصي 
 Pfuآنزيم با استفاده از  PCRواكنش  ،ياين ژن در بانك ژن

انجام  ،مي باشد proofreadingداراي توانايي ، كه پلي مراز
 تكثير شده توسط اين آغازگرها  DNAطول . گرفت

جفت   370ه چگياه ترب Def1براساس توالي مربوط به ژن 
با احتساب توالي مربوط به جايگاههاي آنزيمي ( باز

كثير شده فوق نشان قطعه تبررسي  .مي باشد )آغازگرها
   ).1 شكل( استبا طول مورد انتظار  DNA تكثير  هدنده

     M             1 
  

 

1000 

 

500 

300  

با  PCRمحصول  =1ستون: از گياه تربچه Def1تكثير ژن  -1شكل 
  100bp ladderماركر = RDeff/Rdefr ،Mزگرهاي  استفاده از آغا

جهت همسانه سازي اين ژن، ابتدا استخراج و تخليص 
شامل  اتصال مخلوط واكنش. انجام گرفت PCRمحصول 

DNA  خالص شده و ناقلpJET1.2  به سلولهاي مستعد
 سپس ومنتقل   E. coli DH5α تازه تهيه شده باكتري

DNAصحت قطعه كلون  .سازه نوتركيب استخراج شد ي
 تأييد) 2شكل ( و هضم آنزيمي PCR الگوي شده توسط

با .  شده و براي تعيين توالي مورد استفاده قرار گرفت
 مشخص گرديدآمده از تعيين توالي  به دست بررسي نتايج

 نظر مورد Def1كه طول قطعه تكثير شده مربوط به ژن 
پس سازه حاصل .  مي باشد ) 5شكل ( جفت باز 356 برابر

  .شدگذاري  نام  pJETME1نام ه نهايي ب تأييداز 
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  M       1         2 
  

 

3000 

 
1000 

 

500  

حاوي فرم ژنومي ژن  pJETME1سازه نوتركيب  تأييد -2شكل 
Def1 : الگوي = 1ستونPCR  با استفاده از آغازگرهاي

RDeff/Rdefr  ،  الگوي هضم آنزيمي با استفاده از آنزيم = 2ستون
XbaI  ، =M  100ماركر bp ladder  

 

گياه  Def1جهت تعيين جايگاه اينترون و اگزونهاي ژن 
گياه تربچه  هايبذراستخراج شده از  mRNAاز تربچه، 

با  لذا. استفاده گرديد cDNAجهت سنتز  RT-PCRبراي 
 reverse transcriptaseو آنزيم   RDefrاستفاده از پرايمر 

دو  cDNAاز آن پس .  يدسنتز گرد cDNAاولين رشته از 
و  RDeffاختصاصي  آغازگرهايبا استفاده از رشته ايي 

RDefr مو آنزي Pfu  به دستنتايج .  تهيه گرديد پلي مراز 
 243طول ه آمده ب به دست cDNA حاكي از تكثيرآمده 

ناقل سنتز شده در  cDNA).  3شكل ( مي باشد جفت باز
pJET1.2   ركيب به دست سازه نوت. گرديدهمسانه سازي

و نهايتا ) 4شكل (هضم آنزيمي  ،PCRالگوي  توسط آمده
 نام pJETME2نام ه بقرارگرفته و  تأييدمورد تعيين توالي 

  .  شدگذاري 

نشان تربچه  Def1ژن  cDNAهاي ژنومي و مقايسه توالي
. جفت باز مي باشد 113يك اينترون به طول  ه وجوددنده

در توالي ژن  177الي  65توالي اينترون از نوكلئوتيدهاي 
Def1  از طرفي اين مقايسه  ).5 شكل(واقع شده است

اسيد آمينه  80طول ه يك پلي پپتيد بحاكي از كد شدن 
  . استكيلو دالتون  7/8لكولي ووزن م و) 5شكل (

    M         1        2 
  

1000 

 

500  

، كنترل منفي =1ستون :گياه تربچه Def1ژن  cDNAتكثير  -3شكل 
،  RDeff/Rdefrبا استفاده از آغازگرهاي  PCRمحصول  =2ستون 

M  = 100ماركرbp ladder 

  

  M      1       2   

3000 

1000 

 
500  

ژن  cDNAحاوي  pJETME2سازه نوتركيب  تأييد -4شكل 
Def1  :الگوي = 1ستونPCR  با استفاده از آغازگرهاي

RDeff/Rdefr  ،  با استفاده از آنزيم الگوي هضم آنزيمي = 2ستون
XbaI، M  = 100ماركرbp ladder 

بررسي ساختار فضايي پپتيد دفنسين تربچه نشان مي دهد 
اسيدآمينه سيستئين در موقعيت  8داراي  فوق ه پپتيدك

بوده و  80و  76، 74، 65، 54، 50، 44، 33اسيدآمينه هاي 
پيوند دي سولفيدي درون رشته اي  4شكل گيري منجر به 
در پايداري  پيوندها خود باعث افزايش ند كه اينمي گرد

پيوندهاي دي سولفيدي . مي شودساختار سه بعدي پپتيد 
از ديگر . است شده CSαβموتيف باعث شكل گيري 

 βصفحه  3و  αيك مارپيچ  وجوداين پپتيد  ويژگيهاي
  ).6شكل( است
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و مقايسه توالي  CLUSTAL Wبا استفاده از برنامه 
دفنسين  فوق با تواليهاي ثبت شده در بانك  اسيدآمينه پپتيد

ژني نشان داده شد كه اين پپتيد با پپتيد دفنسين گياهان 
Brassica juncea ،Orychophragmus violaceus،  

 B. oleracea،Sinapis alba  ،Arabidopsis halleri ،
Eutrema wasabi  و B. rapa 8/98به ترتيب به ميزان 

درصد شباهت  90و  90، 2/91، 5/92، 93/ 28،  2/96،
  ). 7شكل (دارد 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 توالي اگزوني با حروف بزرگ و توالي اينتروني با حروف كوچك و : آمينه اي  پروتئين آن و توالي اسيد گياه تربچه Def1ژن  توالي -5شكل 
  .با زيرخط نشان داده شدند signal peptideاسيد آمينه اي  توالي

  

  

  

 
 
 
 
 
 
 
  
  

 

 

نمايش = 3 .نمايش اسيدآمينه هاي سيستئين در پپتيد=β . 2وصفحات  αنمايانگر مارپيچ = 1: گياه تربچه Def1ساختار فضايي پپتيد  -6 كلش
 .Def1 پيوندهاي دي سولفيدي درون رشته اي در پپتيد

ATG GCT AAG TTT GCG TCC ATC ATC GCA CTT CTT TTT GCT GCT CTT  
M   A   K   F   A   S   I   I   A   L   L   F   A   A   L 

GTT CTT TTT GCT GCT TTC G gtgagtagtgacctgcttatcacatgctgcgca 
V   L   F   A   A   F   E 

tgaaaaatttagatttgtagtttttttttagttttcatattaatttgatatctaacctt 
 
gtgagatctatgtatttacag AA GCA CCA ACA ATG GTG GAA GCA CAC AA 
                         A   P   T   M   V   E   A   Q   K 

G TTG TGC GAA AGG CCA AGT GGG ACA TGG TCA GGA GTC TGT GGA A 
  L   C   E   R   P   S   G   T   W   S   G   V   C   G   N 

AC AAT AAC GCA TGC AAA AAT CAG TGC ATT AAC  CTT GAG AAA GCA 
   N   N   A   C   K   N   Q   C   I   N    L   E   K   A 

CGA CAT GGA TCT TGC AAC TAT  GTC TTC CCA GCT CAC AAG TGT AT 
R   H   G   S   C   N   Y    V   F   P   A   H   K   C   I 

C TGC TAC TTT CCT TGT TAA 
    C   Y   F   P   C   * 
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  گياه تربچه، با توالي اسيد آمينه اي ژنهاي مشابه در بانك ژني Def1درصد مشابهت توالي اسيد آمينه اي پپتيد ) A -7شكل 

B (دندروگرام حاصل از آناليز تواليهاي اسيد آمينه اي دفنسين گياهان Brassica sativus ،B. juncea، Orychophragmus violaceus ،  
 B. oleracea ،B. rapa ،Sinapis alba ،Arabidopsis halleri  وEutrema wasabi   

 

  بحث
ها در مهار ها و توانايي بالقوه آنبا توجه به اهميت دفنسين

، اين پپتيدها )14(قارچي  زايي رشد عوامل بيماري
يد گياهان توانند به عنوان كانديداهاي مناسبي براي تولمي

. مورد استفاده قرار گيرندتراريخت مقاوم به قارچها 
با ئين و غني از سيستخانواده پپتيدي  متعلق بهدفنسينها 

به صورت عمده روي وزن مولكولي پايين مي باشند و 
از  اين گروه وجود .ي سلولي اثر مي گذارندهاغشا

گزارش شده در پستانداران، حشرات و گياهان  پروتئينها
از ويژگيهاي اين گروه از پروتئينها . )26، 12، 4(است

حفاظت از بذر نتيجه در و  )8و  2(قارچها  سميت عليه
  .)2( مي باشدزا  هاي بيماريدر برابر قارچگياهان 

گزارشات نشان از فعاليت ضد قارچي بالايي كه  از آنجايي
با توجه به اهميت وهمچنين  ،)24، 22(در گياه تربچه دارد

 cDNAدر دو فرم ژنومي و  Def1ژن ژنهاي دفنسين، 
 .شناسايي، همانند سازي، كلون و تعيين توالي گرديد

ا از دو اگزون كه اگزون اول يك ساختار ژني دفنسينه
دفنسين را شامل  سيگنال پپتيد واگزون دوم دمين اصلي

ات حاكي از مطالع. )18و  5 ،3(تشكيل شده است شود مي

ساختار  نوكلئوتيد در 113به طول كوتاه وجود يك اينترون 
 مقايسه.  نوكلئوتيد مي باشد 356طولي برابر با اين ژن 
 B. juncea  )21( 8/98گياه نسين دف با ژناين ژن  پپتيدي

 B. rapa )17( 90گياه درصد مشابهت  و با ژن دفنسين 
  . درصد شباهت را نشان مي دهد

دفنسين با مقايسه تفاوتهاي موجود بين اسيدآمينه هاي پپتيد 
مشاهده شد   B. junceaاز گياه دفنسين با پپتيد گياه تربچه 

با هم  د نشانهپپتي كه تنها در يك اسيدآمينه در قسمت
علاوه  O. violaceusاز گياه دفنسين  تفاوت دارند و با پپتيد
، داراي تفاوت در يك پپتيد نشانهبر دو اسيدآمينه در 
مي باشد به طوري كه  نيز  پپتيد بالغ اسيدآمينه در قسمت

، دفنسين تربچهبه جاي اسيدآمينه گلوتاميك اسيد در پپتيد 
با بررسي بقيه پپتيدها . ه استدآمينه گلوتامين قرار گرفتياس

 پپتيد بالغمشاهده شد كه تغييرات بيشتري در قسمت 
و تغييرات به گونه اي است كه يك نوع   مشاهده مي شود

. اسيدآمينه از يك گروه به يك گروه ديگر تغيير يافته است
به عنوان مثال اسيدامينه غير قطبي به نوع قطبي با بار مثبت 

توجه داشت كه تغيير اسيد آمينه در  بايد. تبديل شده است
قسمت پپتيد بالغ مي تواند بر نوع عملكرد و همچنين ميزان 

به عبارتي، تغيير اسيد آمينه  در . فعاليت پپتيد اثرگذار باشد
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يك گروه اسيدآمينه اي و يا تغيير آن از يك گروه به گروه 
به عنوان مثال اسيدآمينه (ديگر اسيدآمينه حائز اهميت است

 ).سيدي به اسيدآمينه بازي تبديل شودا

برخي از  انتقال هدنمنتشر شده نشان ده بررسي مقالات
كه اين امر  به گياهان زراعي مي باشد ژنهاي دفنسين گياهي

مقاومت و منجر به فعاليت ضد قارچي بسيار قوي شده  
مي چندين بيماري قارچي ايجاد قابل توجهي را در برابر 

گزارشات حاكي از خسارات از طرفي . )9،10،28( نمايند 
گياهان زراعي نظير گندم، كلزا،  بسيار زيادي در برخي از

 اين گياهان كه )1،11،26،27(مي باشدچغندرقند و نيشكر 

زاي قارچي قرار  بيماريبرخي از عوامل در معرض 
احتمالي وارده بر  جهت جلوگيري از خسارات. گيرندمي

در مطالعه . ين استفاد نمودتوان از ژنهاي دفنس مي گياهان
 Tfgd2 قبلي اين گروه ژن دفنسين گياه شنبليله به نام

 Def1ژن در اين تحقيق . )7( شناسايي و مطالعه شده است
كه  قرار گرفتهشناسايي و كلون  از گياه تربچه مورد مطالعه،

انتقال به گياهان زراعي  برايد نمي تواندر آينده  اين ژنها
مناسب، مورد بياني گياهي از ناقلهاي با استفاده ايران 
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Isolation, identification and study of defensin gene structure 
(Def1) in Raphanus sativus 

Etebari M., Motallebi M., Zamani M.R., and Moghaddassi-Jahromi Z. 

National Istitiute of Genetic Engineering & Biotechnology (NIGEB), Tehran, I.R. of Iran. 

Abstract 

Different studies have demonstrated that the plants, by producing antifungal peptides, 
such as defencins, cause the pores in the fungal plasma membrane which leads to efflux 
and influx of cellular components. These changes ultimately lead to fungal cell 
death.The purpose of this research was to isolate, identify, and study of defencin gene 
structure in Raphanus sativus by cloning and sequencing. The genomic DNA extraction 
from Raphanus sativus was achieved by CTAB method. Amplification of this gene was 
performed using the specific primers (RDeff /RDefr). The amplified DNA fragment 
(356bp) was cloned into pJET1.2 cloning vector and the constructs were confirmed via 
enzyme digestion and PCR patterns. Also, the cDNA of this gene, which was about 
243bp, was synthesized after extraction of RNA by specific primers. The amplified 
fragment of the cDNA was confirmed, cloned in the pJET1.2 vector and sequenced. 
Comparison of genomic DNA and cDNA sequences showed that Def1gene contains one 
intron (113bp) and its open reading frame encodes a peptide with a length of 80 amino 
acids. Alignment of the amino acid sequence of Def1 shows 90 to 98.8% homology 
with other reported defensin sequences.   

The identification and cloning of this gene could be used in future for fungal diseases 
management. 

Key words:  Raphanus sativus, Defensin, Def1 gene, gene isolation, cloning. 

   

 


