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   پروتئينهاي ممانعت كننده فعاليت آنزيميمطالعه اثر مهار كنندگ
   واياه لوبيته درخشان گي وار پلي گالاكتوروناز در

   ژن كد كننده آنين تواليي تع

  1مصطفي مطلبي و 1محمدرضا زماني، 2ن زاده كلاگرياباصلت حس

  پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري1

يه علوم، دانشگاه راز، دانشكديگروه زيست شناس2  

 
   چكيده

ته درخشان ي وار ( Phaseolus vulgaris ) گياه لوبيا  شده از هيپوكتيلاستخراج PGIPثير مهار كنندگيأ تحقيق، تاين در

 بررسي مورد) زايي زياد  بيماريشدت با( Fusarium oxysporum قارچ F15ه  جدايگالاكتوروناز  آنزيم پليروي

ه فوق   جدايPGم يت آنزي درصد فعال5.54زان قادر است به مي PGIPن اصله نشان داد كه اييج ح نتا. قرار گرفت

ن يير، كلون كردن، تعيته اقدام به تكثين واري اpgip ژن ي تواليج جهت بررسين نتابا توجه به اي.  يدرا مهار نما

 در  pgipطول ژن كامل ان داد كهسه نشين مقاي  ا.د مشابه گزارش شده گرديي ژنهايتوالسه آن با ي و مقايتوال

 ORF (open reading درصد بوده كه با توجه به 50,15 برابر GC ي با محتواbp1029 برابر ) درخشان(ته ين واريا

frame)بدست ي صحت توال از ناني اطميبرا.  دينه را كد نمايد آم اسي342يد بطول  پپتيك پليتواند ي موجود در آن م 

 يتوال.  ز در دو جهت انجام گرفتين ژن ني اين تواليير ژن مربوطه، تعي تكثي برا Pfuم يده از آنزآمده علاوه بر استفا

 مورد PDB و DDBJ, EMBL, GeneBank ي اطلاعاتي موجود در بانكهاي ژنهاين تطابق با تواليي تعيفوق برا

 به Saxaته ي وارياي از لوبpgip-1ن  ژين ژن با توال ايDNA يج حاصله نشان داد كه توالينتا.  استفاده قرار گرفت

 ي نشان داد كه توالPintoته ي واريا از لوبيpgip-2 ي با توالين تواليسه اين مقايهمچن.  زان صددرصد مشابهت دارديم

ز با يد در طول ژن ني نوكلئوت26 ژن، در تعداد يد در ابتداي نوكلئوت27ته درخشان علاوه بر اضافه داشتن ي وارpgipژن 

 . اختلاف داردpgip-2 يتوال

     Fusarium oxysporum , PGIPلوبيا، : كلمات كليدي
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 دمهمق 

 را كه ييمهاي از آنزيادياهان مقدار زي گيزايمارعوامل بي

اه ي گيلواره سلوي ديبات ساختمانيب تركيقادر به تخر

 يزايماري عوامل بييتوانا).  21(كنند يد ميهستند تول

ده يچي پيدهاي ساكاري كه پلييمهاينزد آي تولياهان برايگ

ن مرحله يكنند احتمالا اوليه مياه را تجزي گيواره سلوليد

ن ين اي از مهمتريكي).  22(باشند ي مييزايماريند بيآدر فر

 ,Polygalacturonase) گالاكتوروناز يم پليمها آنزيآنز

PG)قارچهاي بيماريزاي مختلف از جمله  بوده كه توسط 

 ي بوته زرديماريعامل ب   Fusarium oxysporumقارچ 

ن يا).  13(گردد ي ترشح م(Cicer arientinum)نخود 

 يخود بوده و علائم نيهايمارين بي از مهمتريكي يماريب

ل يو تقل كوچك ماندن ، اختلال در فتوسنتز،يمانند پژمردگ

اين آنزيم ها از يك سو .  شوديدر تعداد دانه ها را باعث م

 يها  محلول نمودن هوموگالاكتورونانقطعه قطعه شدن و

سبب تخريب ديواره و  ند كهكن  را كاتاليز مييديواره سلول

باعث  ديگر ي و از سوپوسيدگي بافت گياهي مي شوند

 جدا شدن قطعات اليگو

 از ديواره (Oligogalacturonide, OG)گالاكتورونيدي

هاي  ه پاسخكنندتحريك  ميتوانند كه ،سلولي گياه مي شوند

  . آيندفاعي گياه به حساب د

در ديواره سلولي بسياري از گياهان دو لپه اي و در 

گياهان تك لپه اي غني از پكتين نظير پياز و تره  وهمچنين 

 مهار هاي گليكوپروتئين در آرابيدوپسيس و گل اطلسي

 كه  شناسايي شده اندگالاكتوروناز هاي پلي كننده آنزيم

 يم پليآنز عت فعاليتقادرند از طريق تنظيم يا ممان

، 10 (و كلونيزاسيون قارچي را محدود كنندگالاكتوروناز 

11 ،16 ،27(.   

م يت آنزي مهار كننده فعالينهايپروتئ گياهان دارايچه  اگر

هاي مختلفي هستند كه عمدتاً توانايي  گالاكتورونازيپل

 ي گالاكتورونازهايپل اختصاصي بسياري از تشخيص

هاي پكتيكي كه  ر برابر ديگر آنزيمقارچي را دارند ولي د

   .)6(منشأ گياهي يا ميكروبي دارند بي تأثير هستند

 يم پليت آنزي مهار كننده فعالينهاي پروتئهاي كد كننده ژن

به صورت خانواده ژني سازماندهي شده گالاكتوروناز 

اعضاي مختلف هر خانواده ممكن است پروتئين هايي . اند

 اما ويژگي و عمل تنظيمي ،كد كنندبا صفات تقريباً مشابه 

ت ي مهار كننده فعالينهاي پروتئعمدتاً. ها متفاوت است آن

 به وسيله آلودگي پاتوژني و  گالاكتورونازيم پليآنز

قدرت . استرس القاء مي شوندسيگنال هاي مربوط به 

 Leucine-rich) مربوط به ساختار  آنهاتشخيص

repeat) LRRختصاصي بودن اباشد كه ميزان   آنها مي
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 كه حداقل ، يك خانوادهاي لوبدر ژنوم.  ندك ها را تعيين مي آن

، 10 (اند  قرار گرفته10 ژن مي باشد روي كروموزوم 5شامل 

 مهار كننده ينهايپروتئ نخستين ژن كد كننده  .)17

كلون شده ه لوبيا از گيا گالاكتوروناز يم پليت آنزيفعال

هاي  ياري از گونهبس از ها  ژننيضمنا ا. )31 (است

  .)32، 30، 29، 24 (اند  كلون شدهزيگر ني دگياهي

 يم پليت آنزي مهار كننده فعالينهايپروتئ هاي باستثناء ژن

 majus مربوط به آرابيدوپسيس، تمشك وگالاكتوروناز

 Anthirrinum باشند  ميها فاقد اينترون ژنن ي ا، اغلب 

 يم پليت آنزي فعال مهار كنندهينهايپروتئ بيان  . )28، 24(

  (transgenic) تراريخت   در گياهانيگالاكتوروناز

مختلف به نتايج متضادي منجر شده است به عنوان مثال 

 لوبيا ن ازين پروتئي ا، بيانريختدر گوجه فرنگي ترا

 را Alternaria يا Fusarium ، Botrytisمقاومت به 

 ينهاي پروتئ،  در حالي كه بيان)12 (افزايش نداده است

 گلابي در گوجه  گالاكتورونازيم پليت آنزيمهار كننده فعال

ها توسط  ها و ميوه برگبه ، تهاجم ريختفرنگي ترا

Botrytis23 (دهد  را كاهش مي(.  

ه عوامل يجاد مقاومت علي در اPGIPت يبا توجه به اهم 

ا يته درخشان لوبيق از وارين تحقي در ا،ي قارچيزايماريب

 يز بررسيو ن pgipون كردن ژن  و كليي شناسايبرا

 .F گالاكتوروناز قارچ يم پلي با  آنز PGIPر متقابل يتاث

oxysporumدي استفاده گرد.  

  

  مواد و روشها

  :جدايه قارچ

 در طول هك  Fusarium oxysporum (F15)ايه قارچدج

 استان  اين تحقيق مورد بررسي و مطالعه قرار گرفت از

ع آوري و خالص سازي جم) تبريز(آذربايجان شرقي 

  .گرديده است

    :طهاي كشت محي

 Potato Dextrose نگهداري قارچ از محيط كشت يبرا

Agar (PDA) ي فراهم نمودن شرايط ارب.  تفاده گرديدسا

 .Fمناسب جهت توليد آنزيمهاي پكتيني توسط قارچ

oxysporum  ط كشت زايموگرم يحم زاPectic 

Zymogram medium, PZ) (گرديدستفاده ا) ه د  .)35

 ميلي 1000در (Citrus pectin, Merck)  م پكتين  رگ

 گرم سولفات آمونيوم، 64/2ليتر آب مقطر حل شده و  

 گرم 14/0 گرم دي پتاسيم هيدروژن فسفات و34/0

 5/4يط فوق برابر حم pH. سولفات منيزيم اضافه شد

 E. coli ي باكتريو نگهدار  جهت كشت  . تنظيم گرديد

(DH5α)ط كشتي از مح LB  دياستفاده گرد.  
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  :ازه گيري فعاليت آنزيم پلي گالاكتورونازدنا

  قارچ پلي گالاكتورونازم يد آنزيزان تولي مي بررسيبرا

F. oxysporum ، ه يجداF15 ط يتر محي ليلي م10  در

وم قارچ يسلي روز م6پس از .   كشت داده شدPZكشت 

  و شدير جمع آو1 واتمن شماره يتوسط كاغذ صاف

 درجه 4 يقه در دماي دق30ط صاف شده به مدت يمح

.  ديگرد) قهي دور در دق12000(فوژ يگراد سانتريسانت

 يمهاي آنزيمحلول بدست آمده بعنوان محلول حاو

       .  بكار رفتيمترشحه در مراحل بعد

ليت آنزيم پلي گالاكتوروناز با استفاده از روش كالمر اعف

.  ر اندازه گيري گرديدزي، به شرح  همراه با تغييراتي)7(

 ميكروليتر محلول 210  ميكروليتر از محلول آنزيمي با 40

پلي  (w/v)درصد 3/0ذخيره سوبسترا حاوي 

ر لوله اپندورف مخلوط شده و براي  دگالاكتورونيك اسيد

.  گهداري گرديدن د درجه سانتيگرا37 دقيقه در دماي 20

% 1 [تر معرف مس  ميكرولي250واكنش با اضافه كردن 

(w/v) 2يم پتاسيم تارتارات، دس %(w/v) بنات سديم،    رك

3/0 %(w/v) ، 14 كربنات و نسديم هيدروژ %(w/v) 

جوش  بآنيز قرار دادن در حمام  و ]لفات سديم وس

 500پس از سرد شدن .   دقيقه متوقف شد10بمدت 

ونيم مآ (w/v)% 5 [ميكروليتر معرف آرسنوموليبدات 

 و ت سديم هيدروژن آرسنايد (w/v)/.% 6ت، موليبدا

2/4 %(v/v) مخلوط اضافه و هب ]% 96يد سولفوريك سا 

جذب در طول موج  و ميزان) xg 12000( شد ژوسانتريف

ندازه   ا. نانومتر بوسيله اسپكتروفتومتر خوانده شد500

گيري فعاليت آنزيم براي هر جدايه در سه تكرار انجام 

الاكتورونيك اسيد بعنوان  گ-ز ديدر اين آزمايش ا.  شد

در اين شرايط يك واحد آنزيم در .  استاندارد استفاده شد

 دقيقه تشكيل يك ميكرومول اوليگوگالاكتورونيك 20مدت 

  . را ميدهد

 يم پليت آنزي مهار كننده فعالينهاياستخراج پروتئ

  :گالاكتوروناز

 از  (Phaseolus vulgaris)ا يته درخشان لوبيبذر وار

ه ي كرج ته و بذر نهالهي و تهقات اصلاحيوسسه تحقم

  درصد05/0 بذرها با آب ژاوليپس از ضد عفون.  ديگرد

 كشت ي ساعته نور16 دورهدر خاك سترون شده و در 

 10اهان يل گيپوكتين از هي استخراج پروتئيبرا.  داده شد

  Bennett براي اين منظور از روش .  ديروزه استفاده گرد

گرم از بافت گياهي خشك شده . /2  .)4 (ديداستفاده گر

 ، توزين شد و هم حجم آن Freeze drierدستگاه توسط 

از بافر استخراج پروتئين به آن افزوده گرديد و به مدت يك 

 تكان داده شد تا به (Cold room)ساعت در دماي پايين 

 درجه 4سپس در دماي . درآمد) هموژن(صورت يكنواخت 

 دقيقه توسط 20 به مدت g 15000×  و سرعتسانتيگراد
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، سانتريفوژ  Sigmaدستگاه سانتريفوژ يخچال دار مدل

 به (Supernatant)پس از سانتريفوژ، فاز رويي . گرديد

 4هاي بافت گياهي در دماي  عنوان محلول حاوي پروتئين

به منظور تغليظ  . ذخيره گرديددرجه سانتيگراد

ي گياهي، از روش ها هاي استخراج شده از بافت پروتئين

در اين روش، محلول پروتئيني با .  استفاده شد)34 (استن

مخلوط  )  درجه سانتيگراد-20(حجمي برابر از استن سرد

 درجه -20 ساعت در دماي 12گرديد و به مدت حدود 

 g×سپس مخلوط فوق با سرعت .   قرار داده شدسانتيگراد

 يگراد درجه سانت4 دقيقه در دماي 30 و به مدت 12000

 استفاده از خلأ خشك ارسوب حاصله ب. سانتريفوژ گرديد

پس از خارج . گرديد تا استن موجود در آن خارج شود

شدن استن، رسوب در آب مقطر به طور كامل حل شد و 

 درجه -20هاي اپندورف منتقل و در دماي  به لوله

  .  نگهداري گرديدسانتيگراد

   Bradford ش رو ازبراي اندازه گيري مقدار پروتئين

 Bovine (BSA) پروتئين  كه در آن ازشد استفاده

serum albomin 5 (به عنوان استاندارد استفاده گرديد(.  

 مهار كننده ينهاي پروتئيزان مهار كنندگيمطالعه م

  : گالاكتورونازيم پليت آنزيفعال

ن استخراج شده از ي مقدار پروتئيريپس از اندازه گ

 گالاكتوروناز يم پليت آنزيزان فعاليز ميا و نيل لوبيپوكتيه

 ي حاوني از پروتئكروگرمي م3قارچ مورد مطالعه، مقدار 

PGIP  دقيقه20 به مدت و مخلوط يمي واحد آنز113 و  

زان يانكوبه و سپس م گرادي درجه سانت25 يدر دما

جهت .  دي گرديري گالاكتوروناز اندازه گيم پليت آنزيفعال

زان ينها، درصد مين پروتئي ايزان مهار كنندگي ميبررس

 گالاكتوروناز نسبت به شاهد در يم پليت آنزيكاهش فعال

  .ديط محاسبه گرديهمان شرا

   :ي ژنومDNAروش استخراج 

 از برگهاي گياه لوبيا  ژنوميDNAاستخراج 

  .)14( انجام شد CTABبه روش   آن)واريته درخشان(

DNA ميكروليتر آب مقطر سترون50 بدست آمده در  

 براي استفاده بعدي درجه سانتيگراد -20حل و در 

  .نگهداري گرديد

  :آغازگرهاي مورد استفاده

ته ي وارpgip ژن آغازگرهاي مورد استفاده جهت تكثير

 restriction كه به شرح زير ميباشندا ياه لوبيدرخشان گ

site هاي آنها بصورتbold و يا bold/underline 

 .مشخص شده اند

  

’3ACTCAATTCAATATCCCAGCATATGTCGAATG’5 -RB 

’3TTAAGTGCAGGAAGGAAGAGGAGCTCGCAC’5 -2RB 
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  : اختصاصيPCRشرايط انجام 

PCR  25 اختصاصي در مخلوط واكنشي به حجم 

 MgCl2   ،40 ميلي مولار2ميكروليتر، شامل 

 ميلي 0,4,  نانوگرم آغازگر60،  ژنومي لوبياDNAنانوگرم

ا ي Taq polymeraseم  واحد آنزي2,5،  و dNTPمولار 

Pfu   ميكروليتر بافر 2,5و (10X)) 200 ميلي مولار 

Tris-HCl, pH=8.4 ,500 ميلي مولار KCl ميلي 50 و 

  قبل از انتقال نمونه ها به .صورت گرفت) MgCl2مولار 

دستگاه ترموسايكلر هر كدام با يك قطره از روغن پارافين 

 شامل  , دور34سپس واكنش براي .  پوشش داده شد

 56 ثانيه، دماي 90 به مدت درجه سانتيگراد 94دماي 

 72 ثانيه و در نهايت، دماي 30 به مدت درجه سانتيگراد

بعد از .   ثانيه انجام گرديد45 به مدت درجه سانتيگراد

 درجه قرار 72 در  دقيقه4به مدت  واكنش,  دور34اتمام 

 درصد 2 روي ژل آگارز PCRمحصول .  گرفت

  . گرديدالكتروفورز

  :د و كلون كردنيروش استخراج پلاسم

 صورت Alkaline lysisد به روش ياستخراج پلاسم

ر شده از وكتور ي كلون كردن ژن تكثيبرا.  )26 (گرفت

pUC18ر شده يوكتور مذكور و قطعه تكث.   استفاده شد

 هضم SacI  وEcoRI يمهاي توسط آنزPCRتوسط 

 انجام T4 DNA ligaseم ي توسط آنزLigation.  ديگرد

م يد كلسي با استفاده از كلرE. coli (DH5α) يباكتر.  شد

 مولار به حالت مستعد شده درآمده و بمدت يلي م100

 transformation مربوطه جهت DNAكساعت همراه با ي

سپس .  ديگراد انكوبه گردي درجه سانت37 يدر دما

گراد به ي درجه سانت42 يها پس از شوك حرارتيباكتر

 ,SOB) 2% Bacto tryptoneط يه در محي ثان90مدت 

0.5% Bacto-yeast extract, 10mM NaCl, 2.5mM 

KCl, 10mM MgCl2, 10mM MgSO4  (100 يحاو 

ن گسترش داده يلي سيتر آمپي ليليكروگرم در هر ميم

د رنگ حاصله بعنوان ي سفيهاين مرحله كلونيدر ا.  شدند

قطعه .  ديد قطعه مورد نظر انتخاب گري حاويكلونها

  ويمي هضم آنزيد توسط الگويي تاكلون شده پس از

 ,SeqLab Gottingenتوسط شركت  (ين توالييتع

Germany ( موجود در يهايزان تطابق آن با تواليم 

 BLAST و با استفاده از نرم افزار ي اطلاعاتيگاههايپا

Network Serviceدي گردي ژن مربوطه بررسي  برا  .
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  جينتا

ن ي، چندياهي گي حمله به بافتهايتوپاتوژن براي فيقارچها

از .  كننديد مي را توليواره سلوليب كننده ديم تخريآنز

در .  باشدي گالاكتوروناز ميمها، پلين آنزين ايجمله مهمتر

 مهار كننده ينهاياهان، پروتئي از گياري بسيواره سلوليد

 ي پليامهي وجود دارد كه با آنز(PGIP) يميت آنزيفعال

ت آنها يدهند و فعاليل ميژه تشكي كمپلكس ويگالاكتوروناز

  .  ندينمايرا كنترل م

 ي اثر مهار كنندگيجهت مطالعه و بررسق ين تحقيدر ا

PGIPگالاكتوروناز يم پليا بر آنزيته درخشان لوبي وار 

 يكه در مطالعات قبل F. oxysporum قارچ 15Fه يجدا

 هي گرفته و بعنوان جدا قراري آن مورد بررسييزايماريب

, (Highly virulent, HV) ادي زييزايماريبا شدت ب

ابتدا . از هيپوكتيل استفاده گرديدده است، ي گرديمعرف

   PGIP ينه اثر مهار كنندگيط بهيجهت بدست آوردن شرا

ن يا پروتئيل لوبيپوكتياز ه,  گالاكتوروناز يم پليبر آنز

 با كروگرميم 5 تا 1 از (ر مختلف آنياستخراج و اثر مقاد

 يم مورد بررسين آنزي بر ا) ميكروگرم0,5 فاصله هاي

ط يج بدست آمده در شرايبا توجه به نتا.  قرار گرفت

ن استخراج شده ياز پروتئكروگرم يم 3 مقدار ،نهيبه

(PGIP)يم پليآنزواحد  113 ي به محلول حاو 

لازم جهت زمان پس از مدت .  ديگالاكتوروناز اضافه گرد

 ميت آنزيزان فعالي م،PGIP توسط يجام عمل بازدارندگان

ن بدست يانگي مسهيمقا.   شديري اندازه گ گالاكتورونازيپل

ن ي در اميت آنزيزان فعالي م مربوط بهيآمده از تكرارها

 استخراج شده از PGIP با نمونه شاهد نشان داد كه حالت

 يم پليت آنزيرصد فعال د54,5ته درخشان قادر است يوار

  . را كاهش دهد F. oxsporumگالاكتوروناز قارچ 

 يم پليت آنزيزان فعالي مري چشمگبا توجه به كاهش

ته ي وارPGIPتوسط  F. oxysporumگالاكتوروناز قارچ 

ن ي و مطالعه ژن كد كننده ايي شناسايبرا, ايدرخشان لوب

ن يي و تع، كلون كردنري اقدام به تكثاه،ين گي از انيپروتئ

 DNAن منظور استخراج يبد.  دي گردبوطه ژن مريتوال

 ينه سازيپس از به.  اه صورت گرفتي از برگ گيژنوم

 RB2 و  RBيمر اختصاصياز دو پرا , PCRط يشرا

مر ي  در دو پرا.دير ژن مورد نظر استفاده گرديجهت تكث

 / EcoRI يمي هضم آنزيگاههايب جايمذكور به ترت

NdeIو   SacIكلون كردن در وكتوري برا   pUC18 

 bp 1050  بدست آمده حدود  DNAطول   .شدند يطراح

 هضم يالگو).  1شكل (و برابر قطعه مورد انتظار بود 

 قطعه AvaII  و  Dra1م ي با استفاده از دو آنزيميآنز

DNA1شكل (د قرار داد يير شده را مورد تاي تكث.(  

مر داخل ير شده با استفاده از دو پراين قطعات تكثيهمچن

ن ژن ي ايتيكروساتلايه مي  كه از ناحSSRr و SSRf يژن
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 . د قرار دادييمورد تار شده را ي تكثDNAز ين) B2شكل (انتخاب شده بودند 

 

 
و  DraI – AvaII و الگوي هضم آنزيمي آن توسط آنزيمهاي PCR واريته درخشان توسط pgipتكثير ژن : 1شكل 

  ماركر ملكولي= Mمخلوط آنها، 
 

 يمهاي با آنزpUC18ده همراه با وكتور د شييقطعه تا

EcoRI و   SacI هضم و ligation صورت گرفت   .

د ي سفيهاير شده از كلوني تكثDNA يد حاويپلاسم

 استخراج و بنام ،يط كشت انتخابيبدست آمده در مح

pUCARBDصحت قطعه كلون شده .   شدي  نامگذار

د شده و پس از يي تاPCR و يمي هضم آنزيتوسط الگو

.   مورد استفاده قرار گرفتين تواليي تعي برايخالص ساز

 در pgip بدست آمده نشان داد كه طول ژن كاملاطلاعات 

 با )B2شكل ( bp1029  برابر)درخشان(ته ين واريا

 بوده كه با توجه به درصد 50,15 برابر GC يمحتوا

ORF (open reading frame)تواندي م موجود در آن 

شكل  (دينه را كد نمايد آمي اس342د بطول ي پپتيك پلي

B2(  .بدست آمده علاوه بر ي توالصحت   ازناني اطميبرا 

سنتز  (ر ژن مربوطه،ي تكثي برا Pfuم ياستفاده از آنز

DNAم يم نسبت به آنزين آنزي با استفاده از اTaq 

DNA polymeraseبرخوردار يار كمتري بسي از خطا 

و جهت انجام گرفت ز در دين ژن ني اين تواليي تع)است
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 ينهاژ ين تطابق با تواليي تعي فوق برايتوال).  A2شكل (

 ,DDBJ, EMBL ي اطلاعاتيموجود در بانكها

GeneBank و PDBج ينتا.   مورد استفاده قرار گرفت

 ژن ين ژن با توالي اDNA يحاصله نشان داد كه توال

pgip-1ته ي وارياياز لوبSaxa توسط كه Toubart  و 

زان صددرصد ي به م گزارش شده است،)31( همكاران

 با ين تواليسه ايمقان يهمچن.  )3شكل  (مشابهت دارد

 گزارش شده ،Pintoته ي وارياياز لوب pgip-2 يتوال

ژن  يتوال نشان داد كه )20 ( و همكاران Leckieتوسط 

pgip27علاوه بر اضافه داشتن  ته درخشاني وار 

د در طول ي نوكلئوت26 تعداد در ، ژنيد در ابتداينوكلئوت

).  3شكل (اختلاف دارد  pgip-2 يبا توالز يژن ن

  ثبح

هاي   توسط اغلب قارچي گالاكتورونازي پليمهايآنز

فيتوپاتوژنيك توليد مي شوند و اشكال ايزوآنزيمي مختلفي 

فعاليت  در پايداري، اين اشكال مختلف،. دهند را نشان مي

و انواع  سوبسترا ، انتخابپتيمما  pHويژه،

 PGاحتمالاً  .متفاوت هستند اليگوساكاريدهاي آزاد شده،

هاي مختلف در برخي شرايط متفاوت و روي ميزبان هاي 

 ندمختلف سازگار شده اند و بر اين اساس تكامل يافته ا

بر همين اساس در مطالعات قبلي انجام شده در    .)18، 9(

جمع  F.oxysporumهاي مختلف  اين آزمايشگاه، جدايه

آوري و از لحاظ شدت بيماري زايي دسته بندي شده و 

ها خالص سازي و بررسي شده   اين قارچPGنيز آنزيم 

  . )2 (است

هاي مختلفي هستند كه در مقابل PGIP   گياهان داراي

ها، توانايي   هاي توليد شده توسط قارچ PGبسياري از

 PG ها در برابر PGIPعمدتاً . تشخيص اختصاصي دارند

هاي پكتيكي  ثرند ولي در برابر ديگر آنزيمؤ قارچي مهاي

ه ن  .) 6 ( گياهي يا ميكروبي دارند بي تأثير هستندأكه منش

اند   هايي كه از منابع مختلف گياهي بدست آمدهPGIPتنها 

 يك  كه ازيي هاPGIP متفاوتي دارند بلكهبازدارندهفعاليت 

تي متفاوتي نيز قدرت ممانعشوند   توليد ميمنبع گياهي واحد

 PGIP به عنوان مثال.  هاي قارچي دارند PGروي انواع

 Aspergillus nigerهاي قارچPGلوبيا در مقابل 

،Botrytis cinereaو  Fusarium moniliforme   مؤثر

 PGلوبيا در مقابل PGIP اين كه،تر  جالب  .)23، 8 (است

نسبت به   Colletotrichum lindemuthianumقارچ

PGپاتوژن قارچ غير  C. lagenarium  بسيار مؤثرتر

 هاي مناسب را PGIP اين موضوع، اهميت انتخاب .است

 . )19 (دهد براي مقابله بهتر با آلودگي قارچي نشان مي
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  . از واريته درخشان گياه لوبياPCR در دو رشته مقابل با pgip ژن DNA، استراتژي تعيين توالي A): 2شكل

(Bكدون شروع .  ن فوق الذكر همراه با توالي اسيد آمينه اي آن، توالي نوكلئوتيدي ژ(ATG) و خاتمه (TAA) در ابتدا و انتها 
ي PCR نيز نشاندهنده پرايمرهاي ميكروساتلايتي داخل ژني ميباشند كه براي تاييد bold,underlineتواليهاي .   مشخص شده اندboldبصورت 

  .اندقطعه تكثير شده مورد استفاده قرار گرفته 
C ( بخشي از گراف حاصل از تعيين توالي ژنpgip  ،كدون شروع در آن مشخص شده است.  

 
 
 
A) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B) 

  
 1 atgactcaattcaatatcccagtaaccatgtcttcaagcttaagcataattttggtcatt 
     M  T  Q  F  N  I  P  V  T  M  S  S  S  L  S  I  I  L  V  I   
 61 cttgtatctttgagaactgcactctcagagctatgcaacccacaagataagcaagccctt 
     L  V  S  L  R  T  A  L  S  E  L  C  N  P  Q  D  K  Q  A  L 
121 ctccaaatcaagaaagaccttggcaacccaaccactctctcttcatggcttccaaccacc 
     L  Q  I  K  K  D  L  G  N  P  T  T  L  S  S  W  L  P  T  T   60aa 
181 gactgttgtaacagaacctggctaggtgttttatgcgacaccgacacccaaacatatcgc 
     D  C  C  N  R  T  W  L  G  V  L  C  D  T  D  T  Q  T  Y  R 
241 gtcaacaacctcgacctctccggccataacctcccaaaaccctaccctatcccttcctcc 
     V  N  N  L  D  L  S  G  H  N  L  P  K  P  Y  P  I  P  S  S 
301 ctcgccaacctcccctacctcaattttctatacattggcggcatcaataacctcgtcggt 
     L  A  N  L  P  Y  L  N  F  L  Y  I  G  G  I  N  N  L  V  G   120aa 
361 ccaatcccccccgccatcgctaaactcacccaactccactatctctatatcactcacacc  
     P  I  P  P  A  I  A  K  L  T  Q  L  H  Y  L  Y  I  T  H  T    
421 aatgtctccggcgcaatacccgatttcttgtcacagatcaaaaccctcgtcaccctcgac  
     N  V  S  G  A  I  P  D  F  L  S  Q  I  K  T  L  V  T  L  D 
481 ttctcctacaacgccctctccggcaccctccctccctccatctcttctctccccaacctc 
     F  S  Y  N  A  L  S  G  T  L  P  P  S  I  S  S  L  P  N  L   180aa 
541 ggaggaatcacattcgacggcaaccgaatctccggcgccatccccgactcctacggctcg 
     G  G  I  T  F  D  G  N  R  I  S  G  A  I  P  D  S  Y  G  S 
601 ttttcgaagctgtttacggcgatgaccatctcccgcaaccgcctcaccgggaagattcca 
     F  S  K  L  F  T  A  M  T  I  S  R  N  R  L  T  G  K  I  P 
661 ccgacgtttgcgaatctgaacctggcgttcgttgacttgtctcggaacatgctggagggt 
     P  T  F  A  N  L  N  L  A  F  V  D  L  S  R  N  M  L  E  G   240aa 
721 gacgcgtcggtgttgttcgggtcagataagaacacgaagaagatacatctggcgaagaac 
     D  A  S  V  L  F  G  S  D  K  N  T  K  K  I  H  L  A  K  N 
781 tctcttgcttttgatttggggaaagtggggttgtcaaagaacttgaacgggttggatctg 
     S  L  A  F  D  L  G  K  V  G  L  S  K  N  L  N  G  L  D  L 
841 aggaacaaccgtatctatgggacgctacctcagggactaacgcagctaaagtttctgcaa 
     R  N  N  R  I  Y  G  T  L  P  Q  G  L  T  Q  L  K  F  L  Q   300aa 
901 agtttaaatgtgagcttcaacaatctgtgcggtgagattcctcaaggtgggaacttgaaa 
     S  L  N  V  S  F  N  N  L  C  G  E  I  P  Q  G  G  N  L  K 
961 aggtttgacgtttcttcttatgccaacaacaagtgcttgtgtggttctcctcttccttcc 
     R  F  D  V  S  S  Y  A  N  N  K  C  L  C  G  S  P  L  P  S 
1021 tgcacttaa 
      C  T        342aa 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 1383، تابستان 2، شماره 17يست شناسي ايران                                                                                          جلد     مجله ز

 

  
  به  pgip2 وpgip1 با توالي (pgip-D)  واريته درخشان گياه لوبيا  pgipتطابق توالي نوكلئوتيدي ژن :  3شكل 

   از گياه لوبيا Pinto و Saxaترتيب از واريته هاي 
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PGIPي به طور كامل از عمل گلاب از تخليص شده 

و   A.niger ، B.cinereaهايقارچ  PG هاي آنزيم

Dithiorella gregaria اندكي از كند ولي  جلوگيري مي

را ممانعت  Penicillum expansumهاي  PG فعاليت

 مربوط به PG در صورتي كه بر فعاليتنمايد  مي

 PGIP نوعيك   .)1 (اثري ندارد F.oxysporumقارچ 

 مربوط به PG مقابل چهار نوع  سيب دردر

B.cinerea  دهد  متفاوتي را نشان ميبازدارندهتأثير 

)33(.  

 PGمربوط به قارچ  F. moniliforme وسيله ه بPGIP 

  آرابيدوپسيساطلسي يا گل پياز، هاي ميوه گوجه فرنگي،

در برخي   PGIPفعاليت  .)15، 10 (مي شودن مهار

. انعتي مختلف استهاي مم گياهان، تركيبي از فعاليت

هاي لوبيا، فعاليت   از هيپوكتيلPGIPتخليص  در طي

  Sclerotium rolfsii قارچ PGممانعتي آن در مقابل 

 هاي متفاوت كروماتوگرافي ا روشب. رود از بين مي

كه از لحاظ  اند وبيا جدا شدهاز ل PGIPدو  ،جذبي

خصوصيات بيوشيميايي يكسانند ولي فعاليت ممانعتي 

 قارچ PGآنزيم  ها، PGIPيكي از اين . ي دارندمتفاوت

A.niger  كند ولي روي   ميكنترلراPGقارچ F. 

moniliforme  در حالي كه . تأثيري نداردPGIP ،دوم 

، 10، 3 (نمايد از عمل هر دو آنزيم قارچي جلوگيري مي

هاي منتشر شده در تمام  بر اساس گزارش  .)12

ر سوسپانسيون هاي لوبياي در حال رشد و د اندام

 تشخيص PGIPكشت سلولي، ميزان كمي از فعاليت 

توان در   را ميPGIPداده شده است و ميزان زياد 

 .)25 (هيپوكتيل جوان يافت

با توجه به مطالب فوق، ضروري است كه قبل از انتقال 

هاي مختلف را در شرايط PGIPژن به گياه جديد، ويژگي 

in vitroل در اين تحقيق، اثر به همين دلي.  مطالعه نمود

مورد  F.oxysporum قارچ PG لوبيا و PGIPمتقابل بين 

 كه اين نتايج اين آزمايش نشان داد. رفتبررسي قرار گ

  به ميزان چشمگيري  قارچ مذكورPG بر روي PGIPنوع 

  .اثر مهاري دارد

 Phaseolus vulgaris از گياه PGIPنخستين ژن كد كننده 

 از بسياري pgipهاي  كنون ژنتا.  )31 (كلون شده است

با   . )10 ( كلون گرديده استزيگر ني دهاي گياهي گونه

 pgip ژن كامل در اين تحقيقج بدست آمده يتوجه به نتا

 آن يوالر، كلون و تيا تكثياه لوبيته درخشان گيدر وار

 مشابه ي ژنهاي با توالDNAن ي ايو تطابق توالن ييتع

ن ژن با ي ايان داد كه توال نشي اطلاعاتيموجود در بانكها

ا صددرصد ياه لوبي گSaxaته ي وارpgip ژن يتوال

 pgip-2 ژن ي با توالين تواليسه ايمقا. مشابهت دارد

علاوه بر اضافه دهد كه يا نشان مياه لوبي گPintoته يوار
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 26، در تعداد ين توالي ايد در ابتداي نوكلئوت27بودن 

.  اختلاف داردpgip-2 يز با تواليد در طول ژن نينوكلئوت

ن تفاوت منجر به يدهد كه اي نشان مي بيشترهايبررس

   .گرددينه ميد آمي اس10جاد تفاوت در يا
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PGIP-PG interaction, cloning and partial characterization of pgip gene from 

Phaseolus vulgaris  cv. Derakhshan 
Hosseinzadeh Colagar  A.2., M.R. Zamani1 , and  M. Motallebi1  
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Abstract: 
The cell walls of some dicotyledonous plants (pear, tomato, apple etc.) and a few 

monocotyledonous plants contain a polygalacturonase-inhibiting protein (PGIP) that binds to and 

inhibits fungal endopolygalacturonase.  PGIP has a great potential for limiting fungal colonization 

by acting as both inhibitors and regulators of fungal polygalacturonases activity and by favoring the 

release of oligogalacturonide (OG) fragments, which are elicitors of a variety of defense responses.   

In this study, inhibitory effect of PGIP extracted from Phaseolus vulgaris  cv. Derakhshan on 

polygalacturonase enzyme of Fusarium oxysporum was analyzed.  PG enzyme was isolated from 

highly virulent isolate of F. oxysporum (F15).  The PG activity was inhibited by hypocotyle PGIP 

about 54.5%. 

For pgip gene amplification, genomic DNA from leaves were used.  The expected PCR product 

(1047 bp) was amplified with specific primers, which contain appropriate site for cloning.  The 

PCR product was confirmed by restriction digestion.  Pgip gene (1029 bp) was subcloned into 

pUC18 vector.  The sequence of the cloned gene was aligned with related DNA sequences in the 

GeneBank.  The results showed 100% similarity of this sequence to pgip-1 of Phaseolus vulgaris  

cv. Saxa.  There was differed in 26 nt from pgip-2 sequence from Phaseolus vulgaris  cv. Pinto. 

Key words: PGIP-PG interaction- pgip gene, Fusarium oxysporum  , Phaseolus vulgaris  
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