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و  PGIP1جهت توليد پروتئين كايمري حاوي گياهي  بياني سازه ساخت و طراحي
PGIP2  

  2زماني محمدرضا و 2،*مطلبي ، مصطفي1رضا محمدزاده
 دانشگاه مراغه، گروه بيولوژي سلولي و مولكولي 1

 يفناور زيست و ژنتيك مهندسي ملي پژوهشگاه تهران، 2

  20/9/91 :تاريخ پذيرش    10/7/91: تاريخ دريافت

  چكيده

ي قارچي با گسترش وسيع و سريعي كه دارند پاتوژنها. امروزه كنترل بيماريهاي گياهي يكي از اهداف مهم اقتصاد جهاني است
ي قارچي جزء برنامه هاي اصلي مبارزه با پاتوژنهاو به همين دليل مبارزه با  وارد مي كنندخسارت زيادي به محصولات گياهي 

ي قارچي تجزيه كننده ديواره سلولي گياهي آنزيمهابيشترين . ي تحقيقاتي مي باشدايشگاههاآزمگياهي در بسياري از  بيماريهاي
 مي باشند كه پيوند بين دي گالاكتورونيك اسيد ها كه جزء )PG/polygalacturonase( كه مطالعه شده اند پلي گالاكتوروناز ها
توسط اغلب قارچهاي فيتوپاتوژنيك با اشكال ايزو آنزيمي  يگالاكتورونازپلي  آنزيمهاي. اصلي پكتين ها مي باشند را مي شكنند

 يپلي گالاكتوروناز هاي متنوعي هستند كه عليه بسياري از آنزيمهاي PGIPدر مقابل گياهان نيز داراي . مختلف توليد مي شوند
پلي  آنزيمهايها عليه  PGIPاختصاصي  با توجه به عملكرد. اختصاصي دارند توليد شده توسط قارچها، توانايي تشخيص و مهار

 از رقم ناز گياه لوبيا جهت طراحي و ساخت يك استخراج شده pgip2و  pgip1 ژنهاي از تحقيق اين درقارچي گالاكتوروناز 

 ناقلي از سازه ها، اين ساخت مراحل طي در .كايمريك طراحي شده اند استفاده گرديد به صورتكه  مذكور ژن دو هر واجد سازه

 ترميناتور  و CaMV 35Sپروموتر  بين نظر مورد ژنهاي همسانه سازي برايPacI و  XbaIبرشي  آنزيمهاي جايگاه دو كه داراي

NOSزراعي و مدل گياهان به ژن انتقال پروژه هاي براي مي توان تحقيق اين در شده ساخته سازه از .مي باشد استفاده گرديد 

  .كرد استفاده قارچها برابر مقاوم در تراريخته گياهان توليد و ژنها اين بررسي اثرات جهت

  )PG(آنزيم پلي گالاكتوروناز  گياهي، بياني ، سازه)PGIP(ي مهار كننده پلي گالاكتوروناز پروتئينها :كليدي هاي واژه

 motallebi@nigeb.ac.ir  :الكترونيكي پست،  02144580363: تلفن، مسئول نويسنده* 

 مقدمه

ي بيماريهامتداول ترين روش براي مبارزه با بسياري از 
اما اين . استفاده از انواع قارچ كشهاي شيميايي استقارچي 

گونه مواد نه تنها از نظر اقتصادي مقرون به صرفه نمي 
باشند، بلكه باعث آلوده شدن محيط زيست و نيز ايجاد 

تلاش . مقاوم به قارچ كش مي شوند ياري زابيم گونه هاي
اين تركيبات شيميايي،  جهت يافتن جايگزيني مناسب براي

ي مختلف كنترل بيولوژيك اين روشهااستفاده از  منجر به
 ). 37 و 25(گونه بيماريها شده است 

انتقال ژنهاي مقاومت  به منظور مولكوليكاربرد روشهاي 

به عليه بيماريهاي گياهي، به گياهان زراعي مي تواند 
 .يك روش تكميلي مورد استفاده قرار گيرد عنوان

ديواره سلول گياهي با داشتن ساختار پايدار، اولين سد 
از ميان تركيبات سازنده اين . است پاتوژنهادفاعي در مقابل 

ديواره، پلي ساكاريدهاي پكتيني جزء اصلي ديواره اوليه 
) 13(و برخي از تك لپه ايها ) 20و 14، 9(دولپه ايها 

قارچها بسته به پتانسيل آنزيمي خود قادر به . باشند مي
پكتينازها جزء اولين . تخريب اين سد دفاعي مي باشند

ر قارچها جهت نفوذ به سلول گياهي يي هستند كه دآنزيمها
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از ميان پكتينازها، پلي گالاكتورونازها . شوند ترشح مي
)polygalacturonase/PG(،  نقش مهمي در تجزيه ديواره

اين ). 44و  43 ،42، 40، 31، 21(سلول گياهي دارند 
آنزيمها توسط پاتوژن بر روي بافت ميزبان ترشح مي 

اين آنزيمها باعث ايجاد و رهاسازي قطعات  تأثير. شوند
مي گردد كه  )Oligogalacturonide(اوليگوگالاكتورونيدي 

، اين قطعات ضمن تأمين منبع كربني لازم براي رشد قارچ
پاتوژن قارچي را نيز تسهيل مي نمايند  نفوذ و كلونيزاسيون

)39.(  

ي مهار كننده آنزيم پلي گالاكتوروناز پروتئينها
)polygalacturonase-inhibiting proteins/PGIP(  در به

تأخير انداختن پيشرفت هيف قارچي، كاهش پوسيدگي 
ي دفاعي گياه و در پاسخهابافت ميزبان، تحريك ديگر 

و  11، 9، 2(نهايت توقف كلونيزاسيون قارچي نقش دارند 
اين مهار كننده ها مولكولهاي گليكوپروتئيني با وزن  ).20

كيلودالتون مي باشند كه به ماتريكس  40-55مولكولي 
، 23(خارج سلولي گياه با پيوندهاي يوني متصل شده اند 

35.(  

خانواده ژني سازمان  به صورت PGIPژنهاي كد كننده 
اعضاي مختلف هر خانواده ممكن است  .شده اند دهي

پروتئينهايي با صفات تقريباً مشابه كد كنند اما ويژگي و 
مثال  به عنوان). 17و  7(عمل تنظيمي آنها متفاوت است 

 Botrytisي قارچهاهاي  PGلوبيا  PGIPچهار عضو فاميلي 

cinerea  وColletotrichum lupini  را با ميزان اثر بخشي
 Fusariumقارچ سويه  PG مي كنند ومتفاوتي  مهار 

moniliforme FC-10  تنها به وسيلهPVPGIP2  ممانعت
گزارشات متعددي نشان مي دهد كه . )17 و 14(مي گردد 

بيان پروتئينهاي مهاركننده فعاليت آنزيم پلي گالاكتوروناز 
در گياهان تراريخت جهت كنترل بيماريهاي قارچي مورد 

در اين  ).41و  34، 26، 24 ،22(استفاده قرار گرفته است 
به صورت  pgip1 وpgip2 تحقيق سازه حاوي دو ژن 

كدون آلانين به هم  3لينكر حاوي  به وسيلهكايمر كه 

-SP-PGIP2 متصل شده اند جهت توليد پروتئين كايمر 

AAA-PGIP1از سازه به دست . طراحي و سنتز مي گردد
 همزمانآمده جهت توليد پروتئين كايمري براي مهار 

اختصاصي بودن آنها مي  با توجه به تنوع و PGچندين 
  .توان استفاده نمود

  روشها و مواد
 از تحقيق اين در :استفاده مورد ناقلهاي و باكتريها

  .استفاده گرديد DH10B XL1 سويه  E. Coliباكتري

و  pBIAH17شامل  تحقيق اين در استفاده مورد سازه هاي
pBIAH23  به ترتيب شامل ژنهايpgip1  وpgip2 با منشاء 

 pBI121MODهمچنين از ناقل . لوبيا رقم ناز مي باشند
 مقاومت انتخابي و نشانگر PacIداراي جايگاه برشي آنزيم 

انتخابي  واجد نشانگر pGAPZαAناقل  نيز و كانامايسين به
، محلولها و بافر آنزيمها. به زئوسين استفاده گرديد مقاومت

تهيه  .تهيه گرديد Bio Radاي مورد نياز از شركت ه
به  محصول انتقال و اتصال واكنش مستعد، باكتريهاي
هضم  و پلاسميدي DNA مستعد، استخراج باكتريهاي
  .شد انجام) 36( دستورالعمل طبق آنزيمي

با استفاده از نرم افزارهاي  :بيوانفورماتيكي بررسيها
 pgip1و  pgip2 يبرخي خصوصيات ژنها يبيوانفورماتيك

 GC و ATنظير ميزان درصد 
) bin/tools/rare_codon-http://www.genscript.com/cgi

_analysis(  و نوع و محل برش آنزيمهاي محدود الاثر
جايگاه برش براي در اين آناليز حضور . مشخص گرديد

كه جهت همسانه سازي ژن درون  PacIو  XbaIآنزيمهاي 
جهت  NotIو  AvrIIو آنزيمهاي  pBI121MODناقل 

مد نظر بودند،  pGAPZαAهمسانه سازي ژن درون ناقل 
و  PGIP1ي كدكننده دو پروتئين تواليها. بررسي شدند

PGIP2  اسيد آمينه آلانين  3با استفاده از يك لينكر حاوي
به منظور جلوگيري از تداخل شكل فضايي هريك از 

سازه دو ژني از جهت عدم . به هم متصل شدند پروتئينها
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همچنين انواع  RNAوجود ترادفهاي ناپايدار كننده 
و نيز از جهت پايداري در  ،mRNAساختارهاي دوم 

به نشاني  RNA mfoldسيستم گياهي با مراجعه به سايت
-http://mfold.bioinfo.rpi.edu/cgi-bin/rna(اينترنتي 

form1.cgi(  بررسي گرديد)پيش بيني ساختار ) 30و  19
 فضايي پروتئين كايمريك مورد مطالعه با استفاده از سايت

I-tasser )http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-

TASSER( به صورت online انجام پذيرفت )همچنين . )1
نواحي هيدروفوب، هيدروفيل و احتمال گليكوزيله شدن 

هاي  افزارها و داده پروتئين مورد نظر با استفاده از نرم
و  Swiss-Prot(بانك اطلاعات پروتئين موجود در 

TrEMBL( پيش بيني گرديد.  

ژني  دو سازه ساخت  pBIRMpp:بياني سازه ساخت
  : طبق مراحل زير انجام شد pgip2و  pgip1واجد ژنهاي 

همسانه سازي  pBIAH23كه در ناقل  pgip2ژن  -الف
 با استفاده ازآغازگرهاي PCRشده بود با واكنش 

حاوي ( NotIpgip2Rvو  AvrIIpgip2Fwاختصاصي 
اسيد آمينه  3كه با توالي لينكر  NotIجايگاه برش آنزيم 

 درجه 94 شرايط و) 1جدول ) (دآلانين همپوشاني دار

 سانتي درجه 94 چرخه 28 دقيقه، 2 مدت گراد به سانتي

 45 مدت به گراد سانتي درجه 54 ثانيه، 45 مدت به گراد

 5 نهايتاً و ثانيه 60 مدت به گراد درجه سانتي 72 ثانيه،
 پليمراز Pfuآنزيم  با گراد درجه سانتي 72 دقيقه

 آنزيمهاي باPCR  محصول .تكثير شد ) Rocheشركت(

AvrII  وNotI همچنين ناقل . شد هضمpGAPZαA  نيز با
 هر آنزيمي، هضم از پس .هضم گرديد آنزيمهاهمين 

 )pGAPZαAو بدنه ناقل  مربوطه PCRمحصول (دوقطعه 
 سازي خالص و جداسازي درصد آگارز يك ژل روي

 مستعد سلولهاي به محصول اتصال، از واكنش پس .شدند

 الكترو از استفاده با DH10B XL1 سويهE. coli باكتري 

 LBروي محيط بر باكتريها ازكشت پس .شد شن منتقليورپ

ميلي ليتر آنتي بيوتيك  در ميكروگرم 25با نمك پايين و  
 به دست انتخابي، از كلونيهاي نشانگر عنوان زئوسين به

توسط  pgip2واجد ژن  سازه ساخت تأييد جهت آمده
  .استفاده قرار گرفتتعيين توالي مورد 

  pgip2و pgip1ييد و شناسايي ژنهاي أتكثير، ت گ،ليست پرايمرهاي مورد استفاده براي كلونين -1 ولجد

Primers Sequence 5 to 3 Orientation 5 Poly 
cloning site 

AvrIIpgip2Fw  5'-GCCCTAGG TTAATTAAATGACTCAATTCAATATC Sense AvrII XbaI 

NotIpgip2Rv 5'-GCGCGGCCGCAGTGCAGGCAGGA Anti-sense NotI 

NotIpgip1Fw 5'-CACTATGCGGCCGCAGAGCTATGCAACCCACAAG Sense NotI 

PacIpgip1Rv 5'-CACTTGTTAATTAATTAAGTGCAGGAAGGAAGAGGAG Anti-sense PacI 

PGIP2linkerF 5' -CTGCCTGCACTGCGGCC Sense - 

CaMV 35s 5'-GGCGAACAGTTCATACAGATGCT Sense  

nosR 5'CGC GAT AAT TTA TCC TAG TTT GC Anti-sense  

Aox1Rv 5’-GCAAATGGCATTCTGACATCC-’3 Anti-sense - 

 
همسانه سازي شده  pBIAH17كه در ناقل  pgip1ژن  - ب

اختصاصي  با استفاده از آغازگرهاي PCRبود با واكنش 
NotIpgip1Fw ) حاوي جايگاه برش آنزيمNotI  كه با
و ) اسيد آمينه آلانين همپوشاني دارد 3توالي لينكر 
PacIpgip1Rv ) حاوي جايگاه برش آنزيمPacI) ( جدول

 28 دقيقه، 2 مدت گراد به سانتي درجه 94 شرايط و) 1

 درجه 54 ثانيه، 45 مدت به گراد سانتي درجه 94 چرخه

 به گراد درجه سانتي 72 ثانيه، 45 مدت به گراد سانتي

 با گراد درجه سانتي 72 دقيقه 5 نهايتاً و ثانيه 60 مدت

  محصول .تكثير شد ) Rocheشركت( پليمراز Pfuآنزيم 
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PCR آنزيمهاي با PacI  وNotI همچنين . شد هضم
نيز با  "الف"آمده از مرحله  به دست نوتركيبپلاسميد 

 اتصال، واكنش انجام از پس. هضم گرديد آنزيمهاهمين 

 E.coliشن به سلولهاي يالكتروپور به وسيلهمحصول 

DH10B XL1 روي بر تراريخت باكتريهاي. منتقل گرديد 

ميلي ليتر آنتي  در ميكروگرم 25با نمك پايين و  LB محيط
  .شدند داده رشد انتخابي نشانگر عنوانبيوتيك زئوسين به 

 به دست نوتركيباز پلاسميد  قطعاتانتقال جهت  - ج
گياهي  بياني پلاسميد به "ب"آمده از مرحله 

pBI121MOD )pBI121 م يگاه برش براي آنزيجا حاوي
pacI(،  پلاسميد نوتركيب)حاوي ژنهايpgip2   وpgip1 

 و) ن به هم متصلندياسيد آمينه اي آلان 3نكر يل به وسيلهكه 
 XbaI/PacIي آنزيمهابا استفاده از  pBI121MOD ديپلاسم

 به دست پس از انجام واكنش اتصال، محصول. هضم شدند
 شن به سلولهاييالكتروپور به وسيلهجهت تكثير آمده 

E.coli DH10B XL1  بر تراريخت باكتريهاي. منتقل شدند 

ميلي  در ميكروگرم 50با نمك پايين و  LB محيط روي
 رشد انتخابي نشانگر ليتر آنتي بيوتيك كانامايسين به عنوان

 با پلاسميد استخراج از حاصل پس كلنيهاي .شدند داده

 تأييد منظور به هضم آنزيمي و PCRالگوي  از استفاده

 .گرفت قرار بررسي مورد سازه ساخت

ATGACTCAATTCAATATCCCAGTAACCATGTCTTCAAGCTTAAGCATAATTTTGGTCATT 60 
CTTGTATCTTTGAGAACTGCACTCTCAGAGCTATGCAACCCACAAGACAAGCAAGCCCTT 120 
CTCCAAATCAAGAAAGACCTTGGCAACCCAACCACTCTCTCCTCATGGCTTCCAACCACC 180 
GACTGTTGCAACAGAACCTGGCTAGGTGTTTTATGCGACACCGACACCCAAACATATCGC 240 
GTCAACAACCTCGACCTCTCCGGCCTTAACCTCCCAAAACCCTACCCTATCCCTTCCTCC 300 
CTCGCCAACCTCCCCTACCTCAATTTTCTATACATTGGTGGCATCAATAACCTCGTCGGT 360 
CCAATCCCCCCCGCCATCGCTAAACTCACCCAACTCCACTATCTCTATATCACCCACACC 420 
AATGTCTCCGGCGCAATACCCGATTTCTTGTCACAGATCAAAACCCTCGTCACCCTCGAC 480 
TTCTCCTACAACGCCCTCTCCGGCACCCTACCTCCCTCCATCTCTTCTCTCCCCAACCTC 540 
GTCGGAATCACATTCGACGGCAACCGAATCTCCGGCGCCATCCCCGACTCCTACGGCTCA 600 
TTTTCGAAGCTGTTCACGTCGATGACCATCTCCCGCAACCGCCTCACCGGGAAGATTCCG 660 
CCGACGTTTGCGAATCTGAACCTGGCGTTCGTTGACTTGTCTCGAAACATGCTGGAGGGT 720 
GACGCGTCGGTGTTGTTCGGATCAGATAAGAACACGCAGAAGATACATCTGGCGAAGAAC 780 
TCTCTTGCCTTTGATTTGGGGAAAGTGGGGTTGTCAAAGAACTTGAACGGGTTGGATCTG 840 
AGGAACAACCGTATCTATGGGACGCTACCGCAGGGACTGACGCAGCTAAAGTTTCTGCAC 900 
AGTTTAAATGTGAGCTTCAACAATCTGTGCGGTGAGATTCCTCAAGGTGGGAACTTGCAA 960 
AGATTTGACGTTTCTGCTTATGCCAACAACAAGTGCTTGTGTGGTTCTCCTCTTCCTGCC 1020 
TGCACTGCGGCCGCAGAGCTATGCAACCCACAAGATAAGCAAGCCCTTCTCCAAATCAAG 1080 
AAAGACCTTGGCAACCCAACCACTCTCTCTTCATGGCTTCCAACCACCGACTGTTGTAAC 1140 
AGAACCTGGCTAGGTGTTTTATGCGACACCGACACCCAAACATATCGCGTCAACAACCTC 1200 
GACCTCTCCGGCCATAACCTCCCAAAACCCTACCCTATCCCTTCCTCCCTCGCCAACCTC 1260 
CCCTACCTCAATTTTCTATACATTGGCGGCATCAATAACCTCGTCGGTCCAATCCCCCCC 1320 
GCCATCGCTAAACTCACCCAACTCCACTATCTCTATATCACTCACACCAATGTCTCCGGC 1380 
GCAATACCCGATTTCTTGTCACAGATCAAAACCCTCGTCACCCTCGACTTCTCCTACAAC 1440 
GCCCTCTCCGGCACCCTCCCTCCCTCCATCTCTTCTCTCCCCAACCTCGGAGGAATCACA 1500 
TTCGACGGCAACCGAATCTCCGGCGCCATCCCCGACTCCTACGGCTCGTTTTCGAAGCTG 1560 
TTTACGGCGATGACCATCTCCCGCAACCGCCTCACCGGGAAGATTCCACCGACGTTTGCG 1620 
AATCTGAACCTGGCGTTCGTTGACTTGTCTCGGAACATGCTGGAGGGTGACGCGTCGGTG 1680 
TTGTTCGGGTCAGATAAGAACACGAAGAAGATACATCTGGCGAAGAACTCTCTTGCTTTT 1740 
GATTTGGGGAAAGTGGGGTTGTCAAAGAACTTGAACGGGTTGGATCTGAGGAACAACCGT 1800 
ATCTATGGGACGCTACCTCAGGGACTAGCGCAGCTAAAGTTTCTGCAAAGTTTAAATGTG 1860 
AGCTTCAACAATCTGTGCGGTGAGATTCCTCAAGGTGGGAACTTGAAAAGGTTTGACGTT 1920 
TCTTCTTATGCCAACAACAAGTGCTTGTGTGGTTCTCCTCTTCCTTCCTGCACTTAA 

 
 
 

اسيد آمينه اي آلانين و نمايش شماتيك دو قطعه مورد نظر  3و رابط حاوي كدون  pgip2و  pgip1ترادف اسيد نوكلئيك ژن كايمري حاوي  -1شكل 
 لينكر، توالي 1035الي  1027، توالي pgip2ژن  1026الي  88سيگنال پپتيد، توالي  87الي  1تواي . كه با استفاده از رابط به يكديگر متصل شده است

  .pgip1ژن  1977الي  1028 
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محاسبه گرديد  70/51برابر  GC، درصد  انجام شد online به صورت GenScriptژن كايمريك با استفاده از سايت  GCد بررسي ميزان درص -2شكل 
 .كه براي بيان در ميزبان گياهي توتون مناسب مي باشد

  نتايج 
-PGIP2پروتئين كايمري  و mRNAبررسي ساختار 

AAA-PGIP1 : پروتئين كايمريبراي توليدPGIP1   و
PGIP2  اسيد آمينه اي آلانين استفاده گرديد 3از لينكر .

  NotIاسيد آمينه با توالي آنزيم 3توالي نوكلئوئيدي اين 
از اين مشابهت جهت طراحي پرايمرهاي . همپوشاني دارد

همسانه سازي  فرآيند مناسب براي اتصال اين دو ژن در
-sp-pgip2-AAAي كايمري توالي پيشنهاد. استفاده گرديد

pgip1  از آنجا كه در اين . ارائه شده است 1در شكل
تحقيق هدف انتقال اين ژن كايمري به گياه توتون مي باشد 

به  نتايج. آن مورد بررسي قرار گرفت GCلذا محتوي 
در صد  7/51اين ژن  GCآمده نشان داد كه ميزان  دست

با توجه به پيش بيني بيوانفورماتيكي انجام شده . مي باشد
نشان مي دهد، بنابراين توالي  70تا  30را بين  GCكه طيف 

مناسبي جهت بيان در گياه توتون  GCكايمري از محتواي 
  .)2شكل (بر خوردار مي باشد 

از  pgip2-AAA-pgip1كايمري  mRNAساختار ثانويه 
زان حداقل انرژي كه نشان دهنده ميزان پايداري آن لحاظ مي

مي باشد و نيز عدم داشتن ساختار هاي نامناسب مورد 
كه در نقطه  نتايج نشان داد. بررسي و ارزيابي قرار گرفت

ديده نمي شود  يكايمري ساختار نامناسب mRNAشروع 
-اين ساختار برابر  )∆G(ميزان حداقل انرژي  .)3شكل (

اين ميزان، انرژي قابل . كيلوكالري بر مول مي باشد 177.82
 يبه منظور ترجمه در سيستم گياه mRNAقبولي براي يك 

همچنين ساختار پروتئين حاصل از اين ژن  .مي باشد
نتايج مربوط به پيش . مصنوعي مورد مطالعه قرار گرفت

 PGIP1ي پروتئينهانشان داد كه  يپروتئين يبيني ساختارها
از يكديگر متمايز بوده كه اين امر نشان  خوبيبه  PGIP2 و

اسيد آمينه اي آلانين  3دهنده عملكرد مناسب لينكر 
و   PGIP1با توجه به متمايز بودن). 4شكل (باشد  مي

PGIP2  در پروتئين كايمر، اين پروتئين نوتركيب مي تواند
همزمان  به طوررا  PGIP2و   PGIP1فعاليت مهاركنندگي

  .داشته باشد

  
  مربوطه به ژن كايمري mRNAپيش بيني ساختار ثانويه : -3شكل 

. دساختارهاي نامناسب وجود ندار)  آغاز ترجمه(  5'در نقطه شروع 
علاوه بر آن ميزان حداقل انرژي اين ساختار ها، حاوي انرژي قابل 

و به منظور ترجمه در سيستم گياه توتون مي  mRNAقبولي براي يك 
  ).بپايداري مناس( باشد 
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 حاوي ژن كايمري pBIRMpp بياني  سازه ساخت

pgip2-AAA-pgip1 :ساخت سازه بياني حاوي  منظور هب
با توالي  pgip2 و pgip1ژنهاي  DNAتواليهاي  ژن كايمري

همسانه  فرآيند كدون اسيد آمينه آلانين طي 3لينكر حاوي 

در وكتور  pgip2-AAA-pgip1با ترتيب ) 5شكل (سازي 
بر اساس مراحل زير همسانه سازي  pBI121MODبياني 
 .شد

 
پيش بيني  .پيش بيني شده است I-tasserسايت  به وسيله ab initio بر اساس روش  )sp-pgip2-AAA-pgip1(ساختار سوم پروتئين كايمر  -4شكل 

ساختار  ) A.از يكديگر متمايز هستند به خوبي در ساختار فضاييPGIP2 و  PGIP1 يكه جايگاه فعال دو توالي پروتئين مي دهدنشان  يساختار پروتئين
ساختار فضايي  )B. را نشان مي دهد PGIP2قرار گرفتن جايگاه فعال پروتئين  متمايزفضايي پروتئين كايمر از زاويه اي نمايش داده شده كه آزاد و 

  .را نشان مي دهد PGIP1قرار گرفتن جايگاه فعال پروتئين  متمايز زاويه اي نمايش داده شده كه آزاد وپروتئين كايمر از 
 

همسانه  يبرا:  pGAPZαAΔsppgip2ساخت سازه  -الف
 با هضم از پس اين ژن PCRمحصول  pgip2سازي ژن 

 شده هضم pGAPZαA ناقل در NotIو  AvrII يآنزيمها

برش آنزيم  جايگاه .)5شكل (شد  وارد آنزيم بااين دو
NotI آغازگر  5'شده در انتهاي  هتعبيReverse،  با توالي

اسيد آمينه اي همپوشاني دارد لذا مي توان براي كد  3لينكر 
 .اسيد آمينه اي آلانين از آن استفاده نمود 3نمودن لينكر 

منتقل  DHB10سويه   E.coliواكنش اتصال به سلولهاي
 حاوي LB محيط روي بر تراريخت باكتريهاي. گرديد

سازه . شدند داده رشد نشانگر انتخابي عنوان زئوسين به
نام ه آمده ب به دست يكلونيهااستخراج شده از 

pGAPZαAΔsppgip2  بعدينامگذاري شده و در مرحله 
  . )5شكل ( همسانه سازي مورد استفاده قرار گرفت فرآيند

 به:  pGAPZαAΔsppgip2aaapgip1ساخت سازه - ب

 pgip2دست ژن  پاييندر  pgip1همسانه سازي ژن  منظور
آمده از مرحله  به دست(  pGAPZαAΔsppgip2سازه در

 آغازگرهاي از استفاده اين ژن كه با PCR، محصول )قبلي

آمده  به دست PacIpgip1Rvو  NotIpgip1Fw اختصاصي
با  pGAPZαAΔsppgip2بود و همچنين سازه 

 جايگاه در مذكور ژن و شده هضم  PacIو  NotIيآنزيمها

سازه  ).5شكل (گرديد  همسانه سازيمورد نظر 
pGAPZαAΔsppgip2aaapgip1 آمده حاوي  به دست

اسيد آمينه اي  3لينكر  به وسيلهكه  pgip1و pgip2 ژنهاي
م متصل شده اند با استفاده از تعيين توالي مورد ه آلانين به

  ).1شكل (قرار گرفت  تأييد

كايمري  هقطعانتقال جهت :  pBIRMppساخت سازه  -ج
آمده از  به دست(  pGAPZαAΔsppgip2aaapgip1از سازه
 pBI121( pBI121MODگياهي  بياني ناقل به) بمرحله 
 سازه ،)pacIم يگاه برش براي آنزيجا حاوي

pGAPZαAΔsppgip2aaapgip1 ناقل و pBI121MOD  با
ه قطع. هضم شدند PacIو XbaI ي آنزيمهااستفاده از 

ناقل  PacI وXbaI جايگاه  مورد نظر در كايمري
pBI121MOD  هضم شده با اين دو آنزيم همسانه سازي

  ).5شكل ( گرديد
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در   pgip2و pgip1ژنهاي  مأتوشماتيك استراتژي كلونينگ  -5شكل
 pBI121ناقل بياني گياهي 

  

با آمده  به دست pBIMODsppgip2aaapgip1سازه 
قرار  تأييدمورد   PCRو استفاده از الگوي هضم آنزيمي

براي سهولت استفاده از نام سازه مذكور، ). 6شكل (گرفت 
و  pgip2حاوي ژن كايمري ( pBIRMpp  اين سازه به نام

pgip1  ن به هم ياسيد آمينه اي آلان 3نكر يل به وسيلهكه
 ).5شكل ( نامگذاري گرديد) متصل شده اند

  بحث 
در طول كشت گياهان مطالعات مختلف نشان مي دهد كه 

زراعي كاهش محصول ناشي از حمله قارچهاي پاتوژن به 
ترين عامل زيانهاي اقتصادي  گياهان همواره به عنوان اصلي

ي مكانيسمهاي دخيل در ژنها ).43و  3(شود  محسوب مي
دفاعي گياهان بعد از تماس گياه با يك عامل زنده و يا غير 

يي كه در ايجاد مقاومت در گياه پروتئينهازنده فعال شده و 
در ). 38و  32، 17، 10، 3( نقش دارند را كد مي كنند

و معدودي از  اي آپوپلاست بسياري از گياهان دو لپه
 تره و ،نظير پياز، لوبيا(گياهان تك لپه اي غني از پكتين 

ي مهار پروتئينها) همچنين در آرابيدوپزيز و گل اطلسي
ين گروه مهار مهم تركه از گالاكتوروناز  پلي كننده اندو

 و 8( اند شناسايي شدهي پكتينازي مي باشند، آنزيمهاكننده 
9.( PGIPعي گياهان در هاي دفاين ژنمهم تريكي از  ها

به  كه .)39و  15، 10(مي باشند  هامقابل حملات پاتوژن
ايزوآنزيمي آنزيم قادر به مهار فرمهاي اختصاصي  صورت

از آنجا كه پروتئينهاي  ).39( مي باشند پلي گالاكتوروناز
PGIP آنزيم پلي گالاكتوروناز، قادرند مانع  با مهار فعاليت

، 10(نفوذ قارچ و كلونيزاسيون آن در گياه ميزبان گردند 
، گلابيدر  PGIPكه بيان و با توجه به اينكه  )17 و 12

، سيب زميني و فرنگي تنباكو، آرابيدوپسيس، برنج، گوجه
ترانس ژنيك، گسترش بيماري توسط تعدادي از  انگور
 ).41و  16،33(كاهش مي دهد ي مختلف را قارچها
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انتقال ژنهاي مقاومت در برابر بيماريها از جمله بنابراين 
به گياهان از طريق روشهاي  pgipانتقال ژنهاي 

ي براي كنترل بيماريها بوده و از مؤثربيوتكنولوژي راه 
  .)37 و 27(اهميت اقتصادي بالايي برخوردار مي باشد 

  

 

                        A          
 

B  
  .شكل شماتيك كاست بياني كايمري ، محل آغازگرها و همچنين جايگاه آنزيمهاي برشي مشخص شده است - A-6شكل 

B ( سازهتأييد pBIRMpp  توسط هضم آنزيمي وPCR. 1 : محصولPCR  35با جفت پرايمرهايSFw/NosRv .2 : محصولPCR  با جفت
الگوي هضم آنزيمي سازه : XbaI.( 4و  PacI(با آنزيمهاي  pBIRMppالگوي هضم آنزيمي سازه : pgip2linkerFw/NosRv 3.پرايمرهاي 

pBIRMpp  با آنزيمهاي)PacI  وNotI.(M  : مولكولينشانگرplus   Ladder 1Kb. 

–pgip1 sp-pgip2 كايمري ژن واجددر اين تحقيق سازه 

AAA-  حاوي ژنهايpgip1  وpgip2  3لينكر  به وسيلهكه 
جهت انتقال به  اسيد آمينه اي آلانين به هم متصل شده اند

اين طراحي به نحوي است كه  .طراحي و ساخته شد گياه
همزمان هر دو نوع پروتئين خاصيت مهاري خود را  به طور

  .اعمال خواهند كرد

 به طوري كايمري پروتئينهاتوليد لينكر هاي آلانين در  
طول لينكر آلانين در  تأثيرمطالعه  ،معمول استفاده مي گردد

 Clifford et al (1998) به وسيلهپايداري و فعاليت پروتئين 
بودن  هيدروفوببه دليل  اين لينكرها .انجام شده است

باعث متمايز و مجزا قرار گرفتن دو پروتئين به هم متصل 
دو پروتئين متصل شده مي توانند  لذا وشده مي گردد 
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آناليز  ).29 و 28، 5(فعاليت بيولوژيكي خود را حفظ كنند 
در اين تحقيق هم نشان داد كه  يبيوانفورماتيكهاي 

لينكر آلانين از نظر ساختار  به وسيلهپروتئينهاي متصل شده 
متمايز مي باشند به نحوي كه در  فضايي از هم كاملاً

پروتئين كايمر هر دو پروتئين مي تواند فعاليت مهاركنندگي 
خود را حفظ نموده و پس از توليد به صورت بخشهاي 

  .جدا از هم فعاليت مهاري داشته باشند
كايمري  mRNAساختار ثانويه همچنين در اين تحقيق 

pgip2-AAA-pgip2  از لحاظ ميزان حداقل انرژي كه نشان
دهنده ميزان پايداري آن مي باشد و نيز عدم داشتن ساختار 

 و هاي نامناسب مورد بررسي و ارزيابي قرار گرفت
اين ساختار،  )∆G(ميزان حداقل انرژي  مشخص گرديد كه

به منظور ترجمه در  mRNAانرژي قابل قبولي براي يك 
 .مي باشد يستم گياهسي

فن آوري دستيابي به پروتئينهاي كايمري يك استراتژي 
 ييپروتئينهاكارآمد با صرفه اقتصادي و پرسرعت براي بيان 

. همزمان فعاليت داشته باشند به طوراست كه بتوانند 
ساخت اين نوع پروتئينها در توليد داروهاي چند منظوره 

پروتئينهاي ). 18و  5، 4(بيشتر مورد توجه قرار گرفته است 

كايمريك نوتركيب بيشتري امروزه تحت اهداف و عناوين 
مختلفي مانند واكسن، دارو و غيره طراحي و توليد شده 

 به عنوانكه  GA733-Fcريك مانند پروتئين كايم. است
كانديداي واكسن براي سرطان كلوركتال مي باشد نام برد 

است  HIV-1و پروتئين كايمريك مهاركننده ويروس ) 45(
ويروسي را با پتانسيل و پايداري  gp41كه گليكوپروتئين 

  .)6(بالا مورد هدف قرار مي دهد 

توان آمده در اين تحقيق مي  به دست با استفاده از سازه
 pgip2و  pgip1جهت توليد پروتئين كايمري حاوي دو ژن 

در گياهان مورد نظر براي مهار فعاليت فرمهاي مختلف 
 .آنزيم پلي گالاكتوروناز قارچهاي بيماري زا استفاده نمود

فسور وبدين وسيله از همكاري علمي پر: تشكر و قدرداني
Giulia De Lorenzo اه گاز دانشSapienza Università di 

Roma در اجراي اين تحقيق سپاسگزاري مي گردد .
همچنين از پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست 

طرح (بوجه پژوهشي اين تحقيق مين أتفناوري به دليل 
  .قدرداني به عمل مي آورد و تشكر) 353
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Abstract  

Polygalacturonase inhibiting proteins (PGIPs) selectively inhibit the polygalacturonases 
(PGs) secreted by the invading plant pathogenic fungi. The PGIPs display the 
differential inhibiting towards the PGs from different fungi, also towards the different 
isoforms of the PGs originating from the specific pathogen. In this study an expression 
cassette was constructed to produce a chimeric protein containing PGIP1 and PGIP2 as 
a fused protein using three alanine as linker. The chimeric gene is under the control of  
CaMV 35S promoter and NOS as terminator. Pgip1 and pgip2 genes have been 
amplified from Naz cultivar of bean. All the intermediate and final constructs were 
confirmed by PCR and restriction digestion patterns. In addition, the final construct also 
was confirmed by sequencing. The Chimeric construct from this study can be used to 
produce transgenic plants resistant to fungal pathogenes.  

Key words: polygalactronase inhibition protein (PGIP), plant expression cassette, 
polygalactronase enzyme  

 

 

  

  
  


