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بيان شده به صورت هترولوگ در باكتري و  PGIP1 توليد آنتي بادي اختصاصي پروتئين
  در گياهان كلزاي تراريخت  PGIPاستفاده از آن جهت تأييد بيان 

  و فهيمه فلاحي امير بهزاد اخگري ،، مصطفي مطلبي*زهرا مقدسي جهرمي، محمدرضا زماني
  انپژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري، تهر

  25/7/88: تاريخ پذيرش   22/10/87: تاريخ دريافت

  چكيده

قارچهاي بيماريزاي كلزا كه سالانه خسارت زيادي را به اين محصول وارد مي كنند براي نفوذ در گياه، با ترشح آنزيمهايي باعث 
.  ر اين آنزيمها بوجود آمده استهايي براي مهادر طي تكامل در گياهان، پروتئين .مي شوند تجزيه مولكولهاي ديواره سلولي آنها

PGIP1 در اين تحقيق با توجه به اينكه آنتي بادي . كه قدرت نفوذ قارچ در گياه را مهار مي نمايد از جمله اين پروتئينها بوده
در گياهان كلزاي  PGIP1باشد و از طرفي جهت تأييد بيان  صورت تجاري  موجود نميه لوبيا ب  PGIP1عليه پروتئين 

در سيستم پروكاريوتي و استفاده از  PGIP1خت بدست آمده نياز به آنتي بادي مربوطه مي باشد، لذا اقدام به توليد پروتئين تراري
هاي آغازگربوسيله  pUC19 كلون شده در  PGIP1بدين منظور ژن كد كننده . آن جهت توليد آنتي بادي عليه آن گرديد

تكثير و پس از هضم با اين دو آنزيم در ناقل ) Xho1و Nde1 ترتيب حاوي  سايتهايه ب( RB2Hو RBاختصاصي 
pET26b(+) پلاسميد حاصله پس از تأييدهاي مولكولي به ميزبان بياني . كلون گرديدE. coli BL21 (DE3)pLysS  منتقل

وت كشت و ، دماهاي متفاIPTGجهت بهينه سازي شرايط بيان ژن مورد نظر، شرايط مختلفي شامل، غلظتهاي متفاوت .گرديد
OD زمان القا در كلونيهاي متفاوت مورد بررسي قرار گرفت و نهايتا ً OD=0.3  درجه سانتي گراد و  37، دمايIPTG 

=0.5mM  از آنجا كه  توالي هيستيدين در انتهاي پروتئين كد شده وجود دارد، جهت . بعنوان بهترين شرايط بياني معرفي گرديد
پروتئين خالص شده در شش . استفاده گرديد Anti-Hisآزمون وسترن بلات از آنتي بادي  توسط PGIP1تأييد بيان پروتئين 

از آنتي بادي توليد شده جهت . يزا استفاده گرديدجهت بررسي ميزان تيتر آنتي بادي از آزمون الا. نوبت به دو خرگوش تزريق شد
 وجودنتايج حاصل از آزمون وسترن بلات . فاده گرديدتوليد شده در گياهان كلزاي تراريخت است PGIP1تأييد بيان پروتئين 

  . گياهان كلزاي تراريخت در مقايسه با كلزاي غير تراريخت تأييد نمودپروتئينهاي استخراج شده از برگ پروتئين مورد نظر را در 

  گياه تراريختگياه كلزا، آنتي بادي، پروتئنهاي مهار كننده فعاليت آنزيم پلي گالاكتوروناز، : واژه هاي كليدي
 mrzamani97@yahoo.com :ي، پست الكترونيك44580363 :نويسنده مسئول، تلفن تماس* 

  مقدمه
با داشتن خصوصيت  (Brassica napus) گياه كلزا

سازگاري با شرايط مختلف آب و هوايي و نيز بالا بودن 
از اهميت خاصي ) درصد  40- 45(ميزان روغن دانه آن 

مله معضلات مهم كشاورزان در از ج. باشدي برخودار م
كه باعث  ي آن بودهزمينه كشت كلزا، آفات وبيماريها

توليد و حتي در برخي موارد صد در صدي در  30كاهش 
مقابله با آفات وبيماريها يكي از ضروري . مي شوند آن

ترين راهها جهت افزايش بازده محصولات كشاورزي 
و استفاده  يروشهاي قديمي به نژادي و به زراع. باشد  مي

 از آفت كشهاي شيميايي جوابگوي اين نياز روزافزون و
  .كنترل آفات وبيماريهاي گياهي نمي باشد

منظور انتقال ژنهاي مقاومت ه كاربرد روشهاي ملكولي ب
ه عليه بيماريهاي گياهي، به گياهان زراعي مي تواند ب
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در ميان . ك روش تكميلي مورد استفاده قرار گيرديعنوان 
ن ييهاي مختلف گياه كلزا، بيماريهاي قارچي بيشتربيمار

عوامل . خسارت را به محصول كلزا وارد مي كنند
مقدار زيادي از آنزيمهايي را كه قادر به  قارچيبيماريزاي 

تخريب تركيبات ساختماني ديواره سلولي گياه هستند توليد 
توانايي عوامل بيماريزاي گياهان براي توليد  ).20( كنند مي
يمهايي كه پلي ساكاريدهاي پيچيده ديواره سلولي گياه آنز

اولين مرحله در فرآيند  كنند احتمالاً را تجزيه مي
يكي از مهمترين اين آنزيمها  ).21( بيماريزايي ميباشند

بوده كه  (Polygalacturonase, PG)آنزيم پلي گالاكتوروناز 
  .)10( توسط قارچهاي بيماريزاي مختلف ترشح ميگردد

يواره سلولي بسياري از گياهان دو لپه اي و در گياهان در د
 و تره (Allium cepa) تك لپه اي غني از پكتين نظير پياز

(Allium ampeloprasum) همچنين در آرابيدوپسيس و 
(Arabidopsis thaliana) و گل اطلسي (Petunia juss) 

 (  گالاكتوروناز هاي پلي كننده آنزيم مهار هايگليكوپروتئين
polygalacturonase-inhibiting proteins/ PGIP( 

قادرند از طريق تنظيم يا ممانعت كه  شناسايي شده اند
كلونيزاسيون قارچي را  ،آنزيم پلي گالاكتوروناز فعاليت

   ).25و  12، 9، 7( محدود كنند

خير أپلي گالاكتوروناز در به ت آنزيم هاي مهار كنندهپروتئين
ي، كاهش پوسيدگي بافت انداختن پيشرفت هيف قارچ

و در نهايت  گياه هاي دفاعيتحريك ديگر پاسخ ،ميزبان

اين  . )13و  8، 7( نقش دارندكلونيزاسيون قارچي  توقف
مولكولهاي گليكوپروتئيني با وزن مولكولي  هامهار كننده 

كيلودالتون مي باشند كه به ماتريكس خارج سلولي  40- 55
اين مهار . )23و  15( اندشده  متصليوني  پيوندهايگياه با 

قارچي آنزيم پلي گالاكتوروناز تمايل شديدي به كننده ها  
هاي  باكترياي و يا آنزيم پلي گالاكتورونازدر مقايسه با 

  ).17و  3( دارند  درونزا

بيان پروتئينهاي گزارشات متعددي نشان مي دهد كه 
مهاركننده فعاليت آنزيم پلي گالاكتوروناز در گياهان 

يخت جهت كنترل بيماريهاي قارچي مورد استفاده قرار ترار
 تحقيق اينهدف از انجام . )27و  22، 18، 4( گرفته است

آنتي نوتركيب در سلول باكتري،توليد  PGIPبيان پروتئين 
در گياه كلزاي  PGIPعليه آن و بررسي بيان پروتئين  بادي

 تراريخت مي باشد

  مواد و روشها
در وكتور بياني  pgip1منظور كلون كردن ژن ه ب

pET26b(+)  ابتدا اين ژن با استفاده از آغازگرهاي
 pUCFF2اختصاصي و الگو قرار دادن پلاسميد نوتركيب 

  . تكثير گرديد) pgip1حاوي ژن (

آغازگرهاي مورد استفاده جهت  :آغازگرهاي مورد استفاده
 1در جدول واريته دانشجو گياه لوبيا  pgip1ژن  تكثير

 .استآورده شده 

  

  )مشخص شده اند (bold)جايگاههاي برش آنزيمي به صورت تيره (آغازگرهاي مورد استفاده در اين تحقيق  -1جدول 

 جايگاه برشي توالي نام آغازگر

RB 5’GGAATTCCATATGACTCAATTCAATATCCCAG3’  NdeI 

RB2H 5’CCGCTCGAGAGTGCAGGAAGGAAG3’ XhoI 

SSrf 5′CAC CAA TGT CTC CGG CGC A3’ - 

SSRR 5′CGG TTG CCG TCG AAT GTG AT3’ - 

T7F 5' TAA TAC GAC TCA CTA TAG G3’ - 
T7R 5' GCT AGT TAT TGC TCA GCG G3’ - 
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 :اختصاصي واكنش زنجيره اي پليمراز شرايط انجام
اختصاصي در مخلوط واكنشي واكنش زنجيره اي پليمراز 

 پلاسميد، DNA گرمنانو 40ميكروليتر، شامل  25به حجم 
واحد  5/2،  و dNTPميلي مولار  4/0نانوگرم آغازگر،  60

 (10X)ميكروليتر بافر  5/2و   polymerase Pfuآنزيم 
ميلي مولار  Tris-HCl, pH=8.4 ،500ميلي مولار  200(

KCl  ميلي مولار  50وMgCl2 (واكنش   .صورت گرفت 
ثانيه، دماي  60مدت ه ب درجه سانتي گراد 94دماي  ابتدا در

ثانيه و در نهايت دماي  60مدت ه ب درجه سانتي گراد 52
بعد از .  ثانيه انجام گرديد 90مدت ه ب گراد درجه سانتي 72

درجه سانتي  72دقيقه در  5مدت ه ب دور، واكنش 30اتمام 
درصد  1روي ژل آگارز  PCRمحصول .  گراد قرار گرفت
  .الكتروفورز گرديد

استخراج  :و كلون كردنروش استخراج پلاسميد 
).  24(صورت گرفت  Alkaline lysisپلاسميد به روش 

 (+)pET26bبراي كلون كردن ژن تكثير شده از وكتور 
با استفاده از آغازگرهاي  pgipابتدا ژن .  استفاده شد
به  pUCFF2پلاسميد  DNAو  (RB/RB2H)اختصاصي 

از ورز عنوان الگو، تكثير و قطعه تكثير شده پس از الكتروف
 Agarose Gel DNA Extraction)ژل با استفاده از كيت 

Kit/Roche) مذكور و قطعه  ناقل. خالص سازي گرديد
هضم  Xho1 و Nde1 شده توسط آنزيمهاي خالص

در  T4 DNA ligaseتوسط آنزيم  واكنش اتصال.  گرديدند
.  انجام شدساعت  12درجه سانتي گراد به مدت  25دماي 

 100با استفاده از كلريد كلسيم  E. coli (DH5α)باكتري 
 مدت يكه ميلي مولار به حالت مستعد شده درآمده و ب

در  transformationمربوطه جهت  DNAساعت همراه با 
سپس .  گرديدنگهداري گراد  درجه سانتي 37دماي 

گراد به  درجه سانتي 42باكتريها پس از شوك حرارتي 
 ,SOB )2% Bacto tryptoneثانيه در محيط  90مدت 

0.5% Bacto-yeast extract, 10mM NaCl, 2.5mM KCl, 
10mM MgCl2, 10mM MgSO4  ( ميكروگرم  30حاوي

سازه .  در هر ميلي ليتر كانامايسين گسترش داده شدند

با استفاده از آغازگرهاي  PCRبدست آمده توسط الگوي 
و نيز تعيين توالي مورد تأييد قرار  T7rو  T7fيونيورسال 

  .گرفت

 E. coli BL21(DE3)انتقال سازه بدست آمده به باكتري 
سلولهاي ترانسفورم شده روي محيط كشت . انجام شد

ميكروگرم در ميلي ليتر كانامايسين مورد انتخاب  30حاوي 
  . قرار گرفتند

جهت تعيين شرايط  :در سيستم پروكاريوتي PGIPبيان 
ني حاوي كلو 4تعداد  PGIPبهينه براي توليد پروتئين 

در محيط ) pgip1حاوي ژن ( pETZM1پلاسميد نوتركيب 
ميكروگرم در ميلي ليتر كانامايسين و  30واجد  LBكشت 

. ميكروگرم در ميلي ليتر كلرامفنيكل كشت داده شدند 34
ميلي ليتر از محيط كشت فوق تلقيح و  5هر كلون در حجم 

درجه سانتي گراد در  37در دماي  ساعت 12مدت ه ب
نگهداري شد و براي ) دور در دقيقه 200(ط هوادهي ايرش

حاوي آنتي بيوتيك  LBميلي ليتر محيط كشت  25تلقيح به 
جهت بدست آوردن بهترين شرايط براي . استفاده گرديد

ميلي  1و  IPTG )5/0 ،7/0بيان از غلظتهاي متفاوت 
ساعت پس  16و  8، 6، 4، 2(، زمانهاي متفاوت القاء )مولار

هاي مختلف مربوط به محيط كشت در زمان  OD ،)از القاء
و نيز ) 2/1و  7/0، 5/0، 3/0برابر  OD600حالت  4در (القاء 

  .درجه سانتي گراد استفاده گرديد 37و  28دو دماي 

و ) دور در دقيقه 4000(سلولهاي باكتري بوسيله سانتريفوژ 
دقيقه جمع  10مدت ه درجه سانتي گراد ب 4در دماي 

 ,PBS)وب سلولي در فسفات بافر سالين رس. آوري شدند

pH 7.4)  سوسپانسيون شده و بعد از افزودن محلول
sample buffer درجه  100دقيقه در دماي  5مدت ه ب

 SDS-PAGEكل پروتئين با ژل . سانتي گراد قرار داده شد
درصد آناليزشده و با كوماسي برليانت بلو رنگ آميزي  12

ين از يك ليتر كشت جهت خالص سازي پروتئ . گرديد
در شرايط بهينه استفاده شده و  pgip1باكتري حاوي ژن 
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تعيين ) Bradford )5غلظت پروتئين خالص شده به روش 
  .گرديد

استخراج پروتئين از برگ  :استخراج پروتئين گياهي
به روش تركيبي ) 1(كلزا  T0نسل گياهان تراريخت 

Cervone  6(و همكاران ( وFavaron  )11  (اه با همر
سه گرم از پودر ليوفليزه شده . اندكي تغيير انجام گرفت

 low-salt buffer/LSB)(ميلي ليتر از بافر كم نمك   25در
ميلي  pH=   ،3 5ميلي مولار سديم استات با  50كه شامل 

ميلي مولار دي  1مولار اتانل دي آمين تترا استيك اسيد، 
به مدت  درصد بود، حل شد و 10تيوتريتول و گليسرول 
گراد روي همزن  درجه سانتي 4 حداقل نيم ساعت در
درجه  4در   g 12000سپس در . مغناطيسي هم زده شد

محلول .  دقيقه  سانتريفيوژ  گرديد 30گراد به مدت  سانتي
رويي به ظرف تميز منتقل گرديد و رسوب به منظور 

 LSB(ميلي ليتر از بافر با نمك بالا  15استخراج مجدد در 
1M NaCl +  / high-salt buffer ( حل شد و به مدت

درجه  4 در) در طول شب ترجيحاً(حداقل نيم ساعت 
 سپس  .گراد روي همزن مغناطيسي هم زده شد سانتي

در همان شرايط سانتريفيوژ شد و فاز رويي به ظرف  مجدداً
محلول جمع آوري شده به منظور . قبلي اضافه گرديد
گراد به  درجه سانتي 4 در g 15000كدورت زدايي در 

و سپس با سولفات  دقيقه سانتريفيوژ گرديد 20مدت 
. درصد اشباع رسوب دهي شد 85آمونيوم در غلظت نهايي 

ميلي مولار  20ميلي ليتر از بافر استات سديم  5رسوب در 
در مقابل اين  ساعت 12به مدت حل و  3/5برابر  pHبا 

 PMSFبافر دياليز شد و بعد از افزودن 
)Phenylmethylsulfonyl fluoride ( تا غلظت نهايي يك

درجه   - 20بعد در  جهت استفاده در مراحلميلي مولار 
  .گراد نگهداري  گرديد سانتي

با  PGIPپروتئين نوتركيب  :توليد آنتي بادي پلي كلونال
ميكروگرم  500اجوانت فروند امولسيون شده و به مقدار 

با ) صفر(زمان شروع  تزريق در. به دو خرگوش تزريق شد

، 14و در روزهاي ) 1:1(آنتي ژن همراه با اجوانت كامل 
و در ) 1:1(با آنتي ژن همراه با اجوانت ناقص  28و  21

قبل از هر . با آنتي ژن تنها انجام گرفت 42و  35روزهاي 
روز  4. تزريق، خونگيري از خرگوشها صورت مي گرفت

ا جمع آوري پس از تزريق خونگيري انجام و سرم آنه
  . گرديد

سرمهاي جمع آوري شده براي پاسخ آنتي بادي بر ضد 
بدين . پروتئين نوتركيب با روش الايزا سنجش گرديدند

نانوگرم پروتئين مورد نظر  75خانه اي با  96منظور پليتهاي 
پوشانده شده و رقتهاي متوالي از سرمها به چاهكهاي پليت 

آنتي ژن با استفاده از  اتصال آنتي باديها به. اضافه گرديد
 Horseradish peroxidaseآنتي بادي ثانويه كونژوكه با 

(HRP) رنگ با ارتوفنيلن دي آمين . ين شدمع(OPD) ه ب
دقيقه ظاهر شد و واكنش با اسيد سولفوريك دو  30مدت 

 microplateنانومتر با  490مولار متوقف گرديد و در 

reader بت در نظر گرفته نتايج در صورتي مث. خوانده شد
  . برابر سرم كنترل بود 2مي شد كه حداقل جذب 

نمونه هاي پروتئيني در ژل آكريل  :Western blotآزمون 
-20مدت ه و سپس ب. الكتروفورز شد (SDS-PAGE)آميد 

گرم  81/5گرم گلايسين،  93/2(دقيقه در بافر انتقال  15
حجم ميلي ليتر اتانول در  200و  SDSگروم  375/0تريس، 

 PVDEغشاء . قرار داده شد) 3/8برابر  pHيك ليتر با 
(Roche) ثانيه در متانل خالص و  10مدت ه نيز ابتدا ب
. دقيقه در بافر انتقال قرار داده شد 15- 20مدت ه سپس ب

ميلي  80بعد از آماده شدن ژل و غشاء، پروتئينها با جريان 
براي . ساعت به غشاء منتقل شدند 16مدت ه آمپر ب

مدت يك ه وشاندن نواحي آزاد غشاء با پروتئين، غشاء بپ
صد شير رد Blocking) (3(ساعت در بافر مسدود كننده 

در ) 4/7برابر   pH خشك بدون چربي در بافر شستشو،
دماي اطاق به آرامي حركت داده شد و قبل از انكوباسيون 

ساعت سه بار با بافر شستشو  4مدت ه با آنتي بادي، ب
ميلي ليتر  83/14و  NaClگرم  5/90تريس، گرم  1/12(
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HCl 6  ميلي ليتر با  500نرمال در حجمpH  4/7برابر  ،
غشاء با آنتي . شستشو گرديد) 20Xبعنوان بافر شستشو 

. گرديد نگهداريمدت يك ساعت در دماي اطاق ه بادي ب
بار  3پس از اين مدت آنتي بادي خارج و مجدداً غشاء 

ميلي ليتر سوبسترا  2- 3آنگاه . شستشو داده شد
(Chemiluminescence Western blotting substrate, 

POD)  به غشاء اضافه و تا ظاهر شدن باندها به آرامي
  .حركت داده شد

براي يررسي دو پروتئين انجام  Western blotآزمون 
 .E بيان شده در PGIPدر مرحله اول جهت تأييد . گرديد

coli  بادي  كه براي تأييد از آنتيAnti-His peroxidase  با
در مرحله دوم جهت تأييد . استفاده گرديد 500به  1رقت 
در گياه كلزاي تراريخت كه جهت تأييد بيان  PGIPبيان 

اين پروتئين در گياه از آنتي بادي توليد شده در اين تحقيق 
  .و آنتي بادي ثانويه استفاده گرديد 50به  1با رقت 

 نتايج

واريته دانشجوي  pgip1و كلون كردن ژن منظور تكثير ه ب
كه در  pgip1از ژن  (+)pET26bگياه لوبيا در وكتور بياني 

 DNAبعنوان )  pUCFF2(كلون شده بود  pUC19وكتور 
، حضور اين  pgip1قبل از تكثير ژن . الگو استفاده گرديد 

به دو روش الگوي هضم آنزيمي  pUCFF2ژن در سازه 
 مورد تأييد قرار گرفت) 2شكل ( PCRو الگوي ) 1شكل (
كه  RB2Hو  RBاز پرايمرهاي  pgip1منظور تكثير ژن ه ب

مي باشند و  Xho1و Nde1بترتيب داراي سايتهاي برشي 
الگو  DNAبعنوان ) pgip1حاوي ژن ( pUCFF2پلاسميد 

قطعه تكثير شده و  اتصالمخلوط واكنش . استفاده گرديد
ستعد تازه تهيه شده به سلولهاي م (+)pET26bوكتوربياني 

E. coli BL21 (DE3)pLysS ترانسفورم گرديد.  

با استفاده از  PCR توسط آزمونسازه بدست آمده 
و تعيين توالي مورد تأييد ) 3شكل ( T7F/T7Rآغازگرهاي 
نتايج تعيين توالي نشان داد كه اين ژن داراي . قرار گرفت

جفت باز بوده و مي تواند يك  1029به طول  ORFيك 

. كيلو دالتون را كد نمايد 37روتئين با وزن ملكولي حدود پ
 pETZM1پلاسميد نوتركيب حاصل پس از تأييد 

   .نامگذاري گرديد

  .  
          M  1    2     3    4  

  

 

   pgip1الگوي هضم آنزيمي ژن  -1شكل 
 -bp 1047( ،2(ژن با آغازگرهاي اختصاصي  PCRمحصول  -1

 -DraI )bp 144 +903( ،3با آنزيم  PCRل هضم آنزيمي محصو
 -AvaII )bp 689 +358( ،4با آنزيم PCRهضم آنزيمي محصول 

 Dra1 )bpو  AvaIIبا آنزيمهاي  PCRهضم آنزيمي محصول 
144 +545 +358( ،M  =100 bp DNA ladder   

  
     M    1      2      3  

  

 

از وكتور نوتركيب  با استفاده pgip1الگوي تكثير ژن  -2شكل 
pUCFF2   

محصول  -bp1047( ،2(با آغازگرهاي اختصاصي  PCRمحصول  -1
PCR  با آغازگرهايRB1/SSRr ) bp 566( ،3 -  محصولPCR  با

 RB2/SSRf ) bp 632( ،M  =100 bp DNAآغازگرهاي 
ladder plus 

  

 4مورد مطالعه از  شرايط بيان پروتئين سازيجهت بهينه 
 (IPTG)القاء كننده و از مقادير متفاوت  كلوني تأييد شده
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پس  انكوباسيونمختلف زمانهاي  ،)مولار ميلي 1 ،7/0، 5/0(
 37و  28و دو دماي  ،)ساعت 16و  8، 6، 4، 2(از القا 

نتايج بدست آمده نشان داد  .استفاده شددرجه سانتي گراد 
و ) μg/ml 30(كانامايسين  حاوي  LB كه در محيط كشت

و IPTG ميلي مولار 5/0، غلظت )μg/ml 34(كلرامفنيكل 
در محدوده  ينيپروتئيك باند درجه سانتي گراد،  37دماي 

 شكل(توليد مي گردد  )كيلو دالتون 34حدود (مورد انتظار
 E. coli BL21(DE3)pLysSدر اين بررسي از سويه ). 4

عنوان شاهد ه ب pET26b (+)  (empty vector)ناقلحاوي 
   .استفاده شد

و با استفاده از آنتي بادي  Western blotآزمون  توسط
Anti-His  مشخص گرديد كه پروتئين نوتركيب بيان شده

-Cدر  His tagبوده كه داراي  PGIPدر باكتري، پروتئين 

terminal در اين آزمون فقط يك باند . خود مي باشد
  .كيلودالتون مشخص شده است 34پروتئيني حدود 

  

 

   8   7    6    5    4     3      2      1    M 

 

 
از كلونيهاي حاوي سازه  pgip1الگوي تكثير ژن ) 3شكل 

pETZM1  
=  Mكنترل منفي،  -pgip1  ،8كلونيهاي مثبت حاوي ژن   -7الي  1

1Kb DNA ladder   
  

جهت بررسي پاسخ آنتي بادي توليد شده و ميزان اتصال 
هد منفي از آزمون آن به پروتئين نوتركيب در مقايسه با شا

نتايج بدست آمده نشان داد . استفاده گرديد (ELISA)الايزا 
كه آنتي بادي توليد شده قادر به تشخيص پروتئين 

در اين بررسي . توليد شده مي باشد PGIPنوتركيب 
و كمترين ميزان كه  9/0بدست آمده برابر  OD490  بيشترين

  .مي باشد 05/0مربوط به نمونه شاهد منفي مي باشد برابر 

  

     1          2       M      3          4        5         6          7  

 

 

  pETZM1حاوي  E. coli BL21(DE3) pLysSدر باكتري  PGIPالگوي پروتئيني حاصل از بيان ) 4شكل 
واجد ( pETZM1باكتري حاوي سازه  -7الي  3  ،)pETZM1 )non- inducedي سازه باكتري حاو  -Empty vector، 2باكتري حاوي   -1

  ماركر پروتئيني= M ،)كيلو دالتون را نشان مي دهد 37فلش باند حدود ( ساعت بعد از القاء 16و  8، 6، 4، 2بترتيب  )pgip1 ژن
   

در گياهان كلزاي  PGIPمنظور تأييد بيان پروتئين ه ب
نهاي استخراج شده از اين گياهان تراريخت، از پروتئي

در اين آزمون . دياستفاده گرد Western blotجهت انجام 

، PGIPآنتي بادي پلي كلونال توليد شده عليه پروتئين 
وجود يك باند پروتئيني در محدوده وزن ملكولي مورد 
انتظار را در پروتئينهاي استخاج شده از كلزاي تراريخت 
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وتئينهاي استخراج شده از از پر ).5شكل (مشخص نمود 
به عنوان شاهد مثبت استفاده  pETZM1باكتري حاوي 

اين نتايج نشان داد كه آنتي بادي اختصاصي توليد . گرديد
شده قادر به شناسايي يك باند پروتئيني در محدوده وزن 

  .مي باشد PGIPملكولي مورد انتظار براي 

  
         M        1         2           3           4      

 
در گياه كلزاي  PGIPحاصل از بيان  western blot) 5شكل 

  تراريخت
 ،)كنترل منفي(پروتئين استخراج شده از گياه كلزاي غير تراريخت   -1
پروتئين  -4پروتئين استخراج شده از گياهان كلزاي تراريخت،  -3و  2

= M، )كنترل مثبت( pETZM1باكتري حاوي ناقل استخراج شده از 
pre-stained protein ladder plus 

  بحث
نوتركيب در سلول  PGIPهدف از اين تحقيق بيان پروتئين 

آن و بررسي بيان پروتئين  هباكتري، توليد آنتي بادي علي
PGIP بنابراين از آنجا . در گياه كلزاي تراريخت مي باشد

به صورت تجاري  PGIPئين كه آنتي بادي عليه پروت
موجود نبوده و قابل تهيه نمي باشد، اقدام به توليد آنتي 

اين پروتئين گرديد و از آن در آزمون  هبادي اختصاصي علي
Western blot  جهت بررسي گياهان تراريخت استفاده

  .گرديد

گياه لوبيا در جايگاه آنزيمي  pgip1با توجه به به اينكه ژن 
Xba1/Sac1  ناقلpUC19  كلون شده بود تا بتوان از آن

استفاده نمود، لذا با طراحي  pBI121جهت انتقال به ناقل 
،  Nde1/Xho1دو آغازگر اختصاصي با جايگاههاي برشي 

. اين ژن تكثير و در ناقل بياني پروكاريوتي كلون گرديد

 ORFصحت كلون شده در اين ناقل  pgipتعيين توالي ژن 
ضمن اينكه الگوي پروتئيني مورد  .اين ژن را تأييد نمود

 .مورد نظر را مورد تأييد قرار داد PGIPانتظار نيز بيان 
از  E. coliدر باكتري  PGIPبيان پروتئين  بيشتر جهت تأييد

استفاده گرديد كه مي تواند بطور  Western blotتكنيك 
بدين . بودن اين پروتئين باشد PGIPقطعي تأييد كننده 

بيان شده يك توالي كوتاه  PGIPپروتئين در انتهاي  منظور
His-tag  قرر داده شد تا بتوان با آنتي بادي مونوكلونال

استفاده  .اين پروتئين را تأييد نمود (Anti- His)اختصاصي 
از اين آنتي بادي وجود يك باند پروتئيني را در پروتئينهاي 

E. coli تهيه آنتي بادي  كه از آن براي مشخص نمود
شاهد (بيان شده در باكتري  PGIPشناسايي  .گرديداستفاده 
به صورت تك باند اختصاصي توسط آنتي بادي ) مثبت

توليد شده در اين تحقيق، صحت آنتي بادي اختصاصي 
  .توليد شده عليه اين پروتئين را مورد تأييد قرار مي دهد

كلزا  در گياه تراريخت PGIPدر اين تحقيق بيان پروتئين 
 Westernتوسط آزمون  آنتي بادي توليد شده،با استفاده از 

blot اهميت آزمون . مورد تأييد قرار گرفتWestern blot 
جهت تأييد بيان پروتئين هترولوگ در گياه تراريخت، در 
مقايسه با ساير روشهاي تأييد تراريخت بودن گياه، از آن 

و  PCRجهت است كه ساير روشهاي تأييد تراريختي نظير 
Southern blot  حضور تراژن در ژنوم گياه را مورد بررسي

قرار مي دهد صرفنظر از اينكه آيا ژن در گياه تراريخت 
  Northern blotدر روش . قادر به بيان مي باشد يا خير

مربوط به تراژن مورد نظر، بررسي مي  transcriptوجود 
در . گردد كه لزوماً به معني بيان كامل ژن نمي باشد

مرحله نهايي بيان ژن و  Western blotون صورتيكه در آزم
توليد پروتئين مورد بررسي و تأييد قرار مي گيرد كه عدم 

silencing ژن مورد نظر را نيز نشان مي دهد  .  

گياه لوبيا به گياه كلزا و بيان هترولوگ  PGIPبا انتقال ژن 
در اين گياه  مي توان با ممانعت از فعاليت  PGIPپروتئين 

گالاكتوروناز قارچهاي بيماريزا، با اين بيماريها آنزيم پلي 
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به  pgipگزارشهاي مختلفي مبني بر انتقال ژن .  مقابله نمود
برخي از گياهان زراعي جهت مقابله با قارچهاي بيماريزا 

لوبيا را به  pgipژن ) 2008(و همكاران  Janni .وجود دارد
هان گياه گندم منتقل كرده و نشان دادند كه مقاومت گيا

 Bipolarisتراريخت بدست آمده نسبت به قارچ 

sorokiniana  انتقال ژن ). 14(بيشتر شده استpgip  انگور
به گياه توتون نيز باعث ايجاد مقاومت گياهان تراريخت به 

و  Manfredini ). 16(شده است  Botrytis cinereaقارچ 
لوبيا را به گياه آرابيدوپسيس و  pgipژن ) 2005(همكاران 

توتون منتقل و نشان دادند كه بخوبي از فعاليت آنزيم پلي 
ممانعت بعمل  Botrytis cineraگالاكتوروناز قارچ 

گلابي به خرمال، گوجه  pgipهمچنين ژن ). 18(آورد  مي
فرنگي و انگور منتقل شده و نشان داده شده است كه در 
محدود كردن كلونيزاسيون قارچ بيماريزا نقش ايفاء 

ب در گياه توتون سي PGIPبيان  .)26و  22، 4(كنند  مي
سبب مهار فعاليت آنزيمهاي پلي گالاكتورونازي قارچهاي 

در اين تحقيق با استفاده از آزمون  ).19(بيماريزا مي گردد 
Western blot  نشان داده شد كه پروتئينPGIP  در گياهان

در مراحل بعدي مي توان . كلزاي تراريخت بيان شده است
فاده از آزمونهاي زيست سنجي نقش اين ژن در ايجاد با است

مقاومت عليه قارچهاي بيماريزاي گياهي را مورد ارزيابي 
  .قرار داد

  منابع
، تعيين توالي )همسانه سازي(كلونينگ . 1386. اخگري امير بهزاد -1

در سه واريته لوبيا و  pgip2و  pgip1و مقايسه توالي ژنهاي 
پايان . و تأييد ملكولي گياهان تراريختبه كلزا  pgip2انتقال ژن 

دانشگاه آزاد . نامه كارشناسي ارشد بيوتكنولوژي كشاورزي
 .واحد علوم و تحقيقات، تهران -اسلامي

عصاره هيپوكتيل  PGIPمقايسه اثر مهاري . 1385. فلاحي فهيمه -2
 Sclerotiniaواريته هاي لوبيا بر آنزيم پلي گالاكتوروناز قارچ 

sclerotiorum و كلونينگ ژنهاي جدا سازي  وpgip1  وpgip2 
پايان نامه كارشناسي ارشد زيست . و دانشجو Julesواريته 
گرايش علوم سلولي و ملكولي، گروه زيست شناسي،  -شناسي

  .دانشگاه رازي، كرمانشاه

3- Abu-Goukh A.A. and  Labavitch J..M. 1983. The 
in vivo role of ‘‘Bartlett’’ pear fruit 
polygalacturonase inhibitors. Physiol. Plant 
Pathol. 23: 123–135. 

 4- Aguero C.B., Uratsu S.L., Greve C., Powell A.T. 
Labavitch J. M., Meredith C.P., and  Dandekar 
A.M.  2005. Evaluation of tolerance to Pierce's 
disease and Botrytis in transgenic plants of Vitis 
vinifera L. expressing the pear PGIP gene. 
Molecular Plant Pathology, 6(1): 43-51. 

5- Bradford, M. M. 1976. A rapid and sensitive 
method for the quantitation of microgram 
quantities of protein utilizing the principle of 
protein-dye binding. Anal. Biochem. 72: 248-254 

6- Cervone, F., De Lorenzo G., Degra L., Salvi G. 
and Bergami M. 1987. Purification and 
Characterization of a Polygalacturonase-
Inhibiting Protein from Phaseolus vulgaris L. 
Plant Physiology. 85: 631-637. 

7- De Lorenzo G.,  Ovidio R D. and Cervone F. 
2001. The role of polygalacturonase-inhibiting 
proteins (PGIPs) in defense against pathogenic 
fungi. Annu. Rev Phytopathol. 39: 313-335. 

8- De Lorenzo G., Castoria R., Bellincampi D. and 
Cervone F. 1997. Fungal invasion enzymes and 
their inhibition. in: Carrol, G. and P.  Tudzynski. 
Eds., The Mycota. V. Plant Relationships Part B. 
Springer, Berlin, pp. 61–83.  

9- De Lorenzo G. and Ferrari S., 2002. 
Polygalacturonase inhibiting proteins in defense 
against Phytopathogenic fumgi. Curr. Opin. Plant 
Biol. 5: 295-299. 

10- Di-Pietro A. and Roncero MIG. 1996. 
Purification and characterization of an 
exopolygalacturonase from  the Tomato vascular 
wilt pathogen Fusarium oxysporum f. sp. 
Lycopersici. Mycrobiology Letters-FEMS. 145: 
295-299. 

11- Favaron, F. 2001. Gel detection of Allium 
porrum polygalacturonase-inhibiting protein 
reveals a high number of isoforms. Physiological 
and Molecular Plant Pathology. 58: 239-245. 

12- Federici L., Caprari C., Mattei B. Savino C., Di 
Matteo A., De Lorenzo G., Cervone F., and 
Tsernoglou D. 2001. Structural requirements of 
endopolygalacturonase for the interaction with 

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


 1390، 1، شماره 24جلد                                               مجله زيست شناسي ايران                                                                          

33 

 

PGIP  (polygalacturonase-inhibiting protein). 
PNAS 98: 23, 13425-13430. 

13- Hahn M.G., Buchell P., Cervone F., Doares 
S.H., O’Neill R.A., Darvill A. and Albersheim P. 
1989. Roles of cell wall constituents in plant 
pathogen interactions. in: E. Nester and T. 
Kosuge, Eds., Plant–Microbe Interactions. 
McGraw-Hill, New York, pp 131–181. 

14- Janni M., Sella L., Favaron F., Blechl A.E., and 
De Lorenzo G. 2008. The expression of bean 
PGIP in transgenic wheat confers increased 
resistance to the fungal pathogen Bipolaris 
sorokiniana. Molecular Plant Microbe 
Interactions. 21(2): 171-177. 

15-  Johnston D.J., Williamson B. and Mcmillan 
G.P. 1994. The interactions in planta of 
polygalacturonases from Botrytis cinerea with a 
wall-bound polygalacturonase-inhibiting protein 
(PGIP) in raspberry fruits. J. Exp. Bot. 45: 1837–
1843. 

16- Joubert DA, Kars I, Wagemakers L, Bergmann 
C, Kemp G, Vivier MA, van Kan JA. 2007. A 
polygalacturonase-inhibiting protein from 
grapevine reduces the symptoms of the 
endopolygalacturonase BcPG2 from Botrytis 
cinerea in Nicotiana benthamiana leaves without 
any evidence for in vitro interaction. Molecular 
Plant Microbe Interactions. , 20(4):392-402. 

17- Johnston D.J., Ramanathan V. and Williamson 
B. 1993. A protein from immature raspberry 
fruits which inhibits endopolygalacturonases 
from Botrytis cinerea and other micro-
organisms. J. Exp. Bot. 44: 971–976. 

18- Manfredini C., Sicilia F., Ferrari S., Pontiggia 
D., Salvi G., Caprari C., Lorito M., De Lorenzo 
G. 2005. Polygalacturonase-inhibiting protein 2 
of Phaseolus vulgaris inhibits BcPG1, a 

polygalacturonase of Botrytis cinerea important 
for pathogenicity, and protects transgenic plants 
from infection. Physiol Mol Plant Pathol , 67(2): 
108-115. 

19- Oelofse D., D. Meyer I.A., Riaan Arendse S. 
Gazendam I. and Berger D.K. 2006. Apple 
polygalacturonase inhibiting protein1 expressed 
in transgenic tobacco inhibits polygalacturonases 
from fungal pathogens of apple and the 
anthracnose pathogen of lupins. Phytochemistry, 
67(3): 255-263. 

20- Patino B., Posada ML., Gonzalez-Jaen MT. and 
Vazquez C. 1997. The course of pectin 
degradation by polygalacturonases from 
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici. Microbios 
91: 47-54. 

21- Petrini O. and Ouellette GB. 1994. Host wall 
alterations by parasitic fungi. APS Press St. Paul, 
Minnesota, USA. 

22- Powell A.L., van Kan J., ten Have A., Visser J., 
Greve L.C., Bennett A.B. and Labavitch J.M., 
2000. Transgenic expression of pear PGIP in 
tomato limits fungal colonization. Mol. Plant 
Microb. Interact. 13, pp. 942–950. 

23- Salvi G., Giarrizzo F., De Lorenzo G.  and 
Cervone F. 1990. A polygalacturonase-inhibiting 
protein in the flowers of Phaseolus vulgaris L. 
Plant Physiology. 136: 513-518. 

24- Sambrook J. and Russell D.W. 2001. Molecular 
cloning: a laboratory manual. Cold Spring 
Harbor Press, NewYork, NY. 

25- Schillberg S., Zimmerman S., Zhang M. Y. and 
Fischer R. 2001. Antibody-based resistance to 
plant pathogens. Transgenic Res. 10, 1–12. 

26- Tamura M.G., Tao R., Labavitch J.M.  and 
Dandekar A.M. 2004. Transformation of 
persimmon with a pear fruit polygalacturonase 
inhibiting protein (PGIP) gene. Scientia 
Horticulturae, 103: 19-30. 

 

 
 
 
 
 
 
 

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


 1390، 1، شماره 24جلد                                               مجله زيست شناسي ايران                                                                          

34 

 

Antibody Production against the heterologous expressed PGIP1 to 
confirm the transgenic canola plants  

Moghaddassi Jahromi Z., Zamani M.R., Motallebi M., Akhgari A. and Fallahi F. 
National Institute for Genetic Engineering and Biothechnology (NIGEB), Tehran, I.R. of Iran 

Abstract 

Phytopathogenic fungi cause serious yield losses of oilseed crops including canola. 
Many phytopathogenic fungi produce polygalacturonase enzymes (PGs) which are 
thought to play an important role to degrade the pectin component of plant cell walls. 
On the other hand polygalacturonase-inhibiting proteins (PGIPs) which are cell wall 
bounded proteins are secreted by plants and they defend the cell walls against PGs. Due 
to the lack of commercial PGIP1 antibody, in this study PGIP1 was expressed in 
prokaryotic system to be used for production of antibody. The pgip gene was amplified 
using two primers RB and RB2H contaning NdeI and XhoI sites respectively and cloned 
in pET26b(+).The new construct was confirmed and transferred to E. coli BL21 (DE3) 
pLysS. The optimized conditions for expression of PGIP1 was IPTG = 0.5mM ,OD = 
0.3 and 37ºC for culture temperature. The expression of PGIP1 was confirmed using 
Anti-His antibody due to the presence of His-tag in expressed protein. The antibody 
against the expressed protein (PGIP1) was produced and the obtaining serum tested by 
Elisa. This antibody used for Western blotting to confirm the presence of the expressed 
PGIP1 in protein profile of transgenic canola plants. Western blot analysis of transgenic 
lines compared to non-transgenic line of canola plants confirmed the expression of 
PGIP1 in transgenic lines. 

Keywords: Canola plants, antibody, PGIP, Transgenic plant 
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