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  هچكيد

مقاومت در برابر بيماري ها با استفاده از ژن هاي مقاوم به عامل بيماريزا در گياهان يكي از  ايجاد
پلي گالاكتوروناز ها با اشكال ايزو آنزيمي زي مي باشد. راهكارهاي بهبود محصولات زراعي در كشاور

ديواره سلول گياهي  در جهت كلونيزاسيونفيتوپاتوژنيك  يها قارچكه هستند  هايي آنزيماولين جزء مختلف
 )PGIP )Polygalacturonase Inhibitor Proteinsپروتئين هاي  گياهان نيز دارايبرخي  .ترشح مي كنند
 دارند. در اينپلي گالاكتوروناز قارچي  هاي اختصاصي عليه آنزيممهاركنندگي ملكرد ع كه متنوعي هستند

جهت بيان موقت و بررسي  pgip2و سازه حاوي ژن  pgip2و  pgip1 ژنهايكايمريك حاوي  سازه تحقيق
ور حض گرديد.نسفورم اهاي گياه توتون تر به برگ PGIP2 در مقايسه باپروتئين كايمر  فعاليت مهاركنندگي

در سنجش فعاليت آنزيمي به روش  وسترن بلات تائيد شد وو  PCR با استفاده از روش ببترتيژن و بيان 
Caplet Assay  پروتئين كايمري نسبت به پروتئينPGIP2  پروتئين  در نتيجهافزايش فعاليت نشان داد. منفرد

نفرد قدرت مهاركنندگي م PVPGIP2كايمريك طراحي شده از نظر بيولوژيكي فعال بوده و نسبت به 
بالاتري را نشان مي دهد. پيش بيني مي گردد با انتقال پروتئين كايمر به گياهان زراعي گياهان تراريخت 

  تري بدست آيد.مقاوم
  .، آنزيم پلي گالاكتورونازكايمريك پروتئين هاي مهار كننده پلي گالاكتوروناز، سازه :كليدي هاي واژه
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  مقدمه
ماري هاي گياهي يكي از امروزه كنترل بي

اهداف مهم اقتصاد جهاني است. انواع متفاوتي از 
-گياهي از جمله ويروئيدها، ويروس پاتوژن هاي

-ا، ريكتسياها، پروتوزوئرها، قارچها، فيتوپلاسماه

 Narusaka et .ها و نماتدها شناسايي شده اند

al., 2009; Bebber et al., 2013; Oerke, 

اي از تحقيقات بخش عمده 1980). از دهه (2006
هاي مختلفي كه در روي شناسايي و كلونينگ ژن

مقاومت به بيماري نقش دارند متمركز شد. 
)Narusaka et al., 2013a; Fradin et al., 

2011; Jones et al., 2014.(  ديواره سلولي كه
 .ضامن استحكام و شكل سلول گياهي است

در مقابل  آپوپلاست به عنوان سد فيزيكوشيميايي
مانع در هرچند كه اين ، باشدميها تهاجم قارچ

 ,De Lorenzo( هميشه موفق نيستبرابر قارچ ها 

1994; Ten Have, 2000(. ها به منظور قارچ
انواعي از  ميزبانكلونيزاسيون موفق در بافت 

را  )CWDE(هاي هضم كننده ديواره سلولي آنزيم
يزه كننده هاي دپليمركنند. اين آنزيمترشح مي

پكتيني كه با سست نمودن ديواره سلولي، ديگر 
اغلب  ،دهندپليمرها را در معرض تخريب قرار مي

 Annis andواجد خانواده ژني هستند (

Goodwin, 1997هاي  ). ژنpelA  وpelD  در
 ,.Nectria hematococca )Rogers et alقارچ 

كد كننده پكتين متيل استراز  Bcpme1)، ژن 2000
 ,.Bothrytis cinerea )Cimerman et alقارچ در 

در قارچ  endoPGكد كننده  pecA)، ژن 2003
Aspergillus flavus  شش ژن  از بيشو

 ،Bothrytis cinereaهاي قارچدر   endoPGبراي

Alternaria citri  اند شده شناساييو غيره
)D’Ovidio et al., 2004a .( ،در بين پكتينازها

الاكتورونازي، بخصوص فرم هاي پلي گآنزيم
اندوي آنها، نقش مهمي در تخريب ديواره سلول 

 ;Zamani, 2004; ten have, 1998( گياهي دارند

Motallebi, 2003(.  نقشPG  به عنوان فاكتور
اصلي در آسيب رساني به ميزبان هاي گياهي در 
بسياري از قارچ هاي بيماريزا از جمله قارچ 

Aspergillus flavus ،Botrytis cinerea )ten 

Have et al., 1998 ،(Ralstonia 

solanacearum، Fusarium oxysporum 
)Zamani et al., 2000, 2004 و (Ascochyta 

rabiei )Motallebi et al., 2003 گزارش شده (
هاي فيتوپاتوژنيك براي است. اين قارچ

كلونيزاسيون موفق خودشان و همچنين رهاسازي 
ه تحريك كننده سنتز بيان متابوليت هايي ك

EndoPolygalacturonases (PGs) باشند، مي
endoPG  كنند آلودگي ترشح مي اوليهرا در فاز

)ten Have et al., 2001 .(endoPG ها سبب
-و محلول نمودن هوموگالاكتورونان قطعه قطعه

و توليد قطعات  ي ديواره سلولها
 ,.Federici et alمي شوند ( اليگوگالاكتورونيدي

ضمن اينكه  endoPGبا عملكرد  ،). بنابراين2001
شود، نفوذ و منبع كربني لازم براي قارچ فراهم مي

 كلونيزاسيون پاتوژن قارچي نيز تسهيل مي گردد
)Shanmugam, 2004 در آپوپلاست بسياري از .(

گياهان دو لپه اي و در گياهان تك لپه اي غني از 
 ،گل اطلسي آرابيدوپسيس و، پكتين نظير پياز
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پروتئين هاي مهار كننده اندو پلي گالاكتوروناز 
)PGIP( هاي مهار كننده كه از مهمترين گروه

پكتينازي هستند، شناسايي شده اند كه قادرند از 
را  قارچيكلونيزاسيون   PGطريق ممانعت فعاليت

 Ferrari, 2003;De Lorenzo et ( كنندمحدود 

al., 2003( .ننده اندو پلي پروتئين هاي مهار ك
هاي گليكوپروتئيني مولكول) PGIPگالاكتوروناز (

باشند كه به ماتريكس خارج سلولي سلول مي
اند گياهي با پيوندهاي يوني متصل شده

)Johnston et al., 1994; Gotesson et al., 

2002 .(PGهاي فيتوپاتوژنيك با  ها توسط قارچ
 De) شوند.اشكال ايزو آنزيمي مختلف توليد مي

Lorenzo et al., 1997; D’Ovidio et al., 
2004a)در مقابل گياهان نيز داراي .PGIP  هاي

هاي توليد  PGمختلفي هستند كه عليه بسياري از
ها، توانايي تشخيص اختصاصي شده توسط قارچ

دهد كه اين نشان مي متعددي هاي دارند. گزارش
مهار كننده پكتينازي تمايل شديدي به تركيبات 

endoPG  قارچي در مقايسه باendoPG هاي
 ,.Johnston et al( باكترياي و يا درونزا دارند

1994; Cervone et al., 1990 .(PGIP  در
گياهان علاوه بر تنوع داراي توانايي تشخيص و 

هاي  PGIPباشند حتي مهار اختصاصي مي
استخراج شده از يك بافت نيز قدرت ممانعتي 

 Shanmugam et)دهند. ميمتفاوتي از خود نشان 

al., 2004) .PGIP  هايي كه از لحاظ خواص بيو
باشند داراي شيميايي نيز بسيار نزديك به هم مي

 و PGIP1مثلا  ،فنوتيپ مهاري متفاوتي هستند
PGIP2 (2.1)  دو نوعPGIP  لوبيا (واريتهPinto (

درصد همولوژي ساختار آمينواسيدي،  97با 
شيميايي بسيار نزديك اگرچه از نظر خواص بيو 

به هم هستند ولي فعاليت مهاري متفاوتي دارند 
)De Lorenzo et al., 1997(.  در اين مطالعه

و  pgip1و pgip2 ژن حاوي دو ي كايمرسازه 
 بيانجهت بترتيب  pgip2ژن حاوي منفرد  سازه

  و  SPPGIP2-AAA-PGIP1كايمرهاي پروتئين
PGIP2 يان موقت جهت بگياه توتون هاي برگ به

ترانسفورم  Agroinfiltrationبا استفاده از روش 
هاي پس از استخراج پروتئين از برگ گرديد.

فعاليت مهاركنندگي مورد بررسي قرار  تراريخته
هدف در اين تحقيق طراحي سازه بياني  گرفت.

جهت  SPPGIP2-AAA-PGIP1پروتئين كايمر 
 بيان اين پروتئين در سيستم گياه بوده كه توان

منفرد  PGIPمهاركنندگي آن بيشتر از پروتئين 
تراريخته مقاوم  زراعي گياهان باشد تا جهت توليد

   گردد. از اين سازه استفاده به پاتوژن هاي قارچي
  

  مواد و روش ها
  باكتريها و ناقل هاي مورد استفاده

و  pgip2حاوي ژن  pBISPPGIP2سازه 
به  pBISPPGIP2-AAA-PGIP1سازه كايمريك 

رقم   pgip2و  pgip1آمده از اتصال ژنهاي دست
اي آلانين جهت اسيد آمينه 3لوبيا بوسيله لينكر  ناز

بيان موقت در گياه توتون مورد استفاده قرار 
) (شكل Mohamadzadeh et al., 2011گرفتند (

1.(  
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 ,.pBIRMpp  (B))Mohamadzadeh et al وpBISPPGIP2 (A)  شماتيك سازه -1شكل 

2013(. 

Figure 1- Schematic of pBISPPGIP2 (A) and pBIRMpp (B) constricts. 
  
روش با استفاده از  نوتركيب هايساز 

Agroinfiltration  بوسيله باكتري اگروباكتريوم
به برگ توتون ترانسفورم pGV3101 سويه 
  .ندگرديد

  
  Agroinfiltrationروش 

 و pBISPPGIP2 هاي نوتركيبساز
pBISPPGIP2-AAA-PGIP1  از طريق

اگروباكتريوم  pGV3101ن به سويه يشالكتروپور
و حضور سازه با استفاده از تكنيك  ندانتقال يافت

PCR آنزيم  باPfu با استفاده از پرايمر  پليمراز
مورد تائيد تكثير و ) 1- 1هاي اختصاصي (جدول 

ماكروليتر از محيط  50در  ).2قرار گرفت (شكل 
نوتركيب انكوبه گرديد و كشت اگروباكتريوم 
درجه سلسيوس كشت  28بصورت شبانه در 

شده و رسوب  سانترفيوژشدند. سپس محيط 
ميلي مولار  pH 5.7 ،10سلولي در محلول حاوي 

MES ،10  ميلي مولارMgCl2  ماكرو  150و

حل گرديد.  OD600=1.0مولار استوسيرينگون با 
گياه توتون در شرايط آزمايشگاهي كشت شده و 

رگ هاي تازه و جوان بدست آمده از گياه توتون ب
با استفاده از اسكالپل خراش داده شده در 

دقيقه قرار داده  5سوسپانسيون باكتريايي به مدت 
انجام  Infiltrationشد و سپس در محيط خلاء 

پروتئين  روز از اين برگها 4يا  3گرديد. پس از 
 ;Schob et al., 1997 1997استخراج گرديد (

Kapila et al.,.(  
  

  استخراج پروتئين و تلخيص پروتئين
پروتئين از برگ هاي تراريخت و شاهد طبق 

) با اندكي Powell et al. )2000روش 
بر  پروتئينتغييراستخراج گرديد. ميزان غلظت 

 تعيين Bradfordبا استفاده از روش  BSAاساس 
  ).Bradford, 1976گرديد (
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   .سازه هاتاييد  و تفاده براي تكثيرپرايمرهاي مورد اس -1 ولجد
Table 1- Primers using for amplify and construct conforming.  

 Primes  نام پرايمر ها  Primer sequence   توالي پرايمر ها

name 
5''ATGACTCAATTCAATATCCCAGTAACCATGTCTTCAA

GCT3 
AvrIIpgip2Fw 

5'-GCTCGGCCGCAGTGCAGGCAGGA-3' NotIpgip2Rv 
5'CACTATGCGG CCGCAGAGCT ATGCAACCCA CAAG3' NotIpgip1Fw 
5'CACTTGTTAATTAATTAAGTGCAGGAAGGAAGAGGA

G3' 
PacIpgip1Rv 

  

  

  
 با pBIRMpp با سازه PCRمحصول  -PCR . 1با استفاده از الگوي  pBIRMppتائيد سازه  -2 شكل

 با pBIRMpp با سازه  PCRمحصول  -pacIpgip1Rv. 2و  PGIP2linkerFwاستفاده از آغازگرهاي 
  .pBI121MODبا ناقل  PCR محصول -PacIpgip2Rv 3.و  AvrIIpgip2Fwاستفاده از آغازگرهاي 

M –  1ماركرk.  
Figure 2- Confirming construct using PCR reaction pattern. Line 3 and 1. PCR reaction 
product by pBI121MOD vector and pBIRMpp construct as a template by 
PGIP2linkerFw / pacIpgip1Rv primers. Line 2. PCR reaction product by AvrIIpgip2Fw 
and PacIpgip2Rv primers. M. marker 1kb. 
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جهت تخليص در مرحله اول با استفاده از 
) Cut offدستگاه تغليظ كننده (داراي فيلتر با 

دالتون از پروتئين  كيلو 15پروتئين هاي كمتر از 
(با توجه به اينكه وزن گياهي جدا شدند  كل

كيلو دالتون و وزن مولكولي  PGIP231 مولكولي 
و باقي  كيلو دالتون مي باشد) 65پروتئين كايمر 

مانده پروتئين كل توسط سولفات آمونيوم رسوب 
داده شد. پروتئين هاي بدست آمده پس از دياليز 

 negative  sp-sepharose columnبه ستون
(فارماسيا) اضافه گرديد، پروتئين هاي جذب 
سطحي شده با يك گراديانت خطي كلريد سديم 

 ميلي مولار 20مولار با سديم استات  0,5-0
شستشو شدند در نتيجه پروتئين هاي غير 
اختصاصي در اين مرحله از ستون شسته شده و 

به ستون چسبيده براي جدا  مورد نظرپروتئين 
ميلي  20مورد نظر از استات سديم روتئين پكردن 
استفاده  pH=4.8و  مولار 1كلريد سديم  مولار،
با  pH= 8.0-10.5 تگرا دياناز  در ادامه .شد

استفاده از ايزوالكتروفوكوسينك در يك 
) استفاده  Bio-Rad) Rotofor TEFسيستم

 ميلي ليتري 1گرديد. خروجي در حجم هاي 
ده، جمع آوري شد. توسط دستگاه جمع آوري كنن

 VIVASPIN6ميلي ليتري  25فالكون و در 
)vs0611داراي فيلتر با (Cut off  5  كيلو دالتون

سانتريفوژ گرديد.  7500دقيقه دور  30به مدت 
بعد از سانتريفوژ محلول زيري را دور ريخته 
محلول بالاي فيلتر با سر سمپلر مخصوص نوك 

كيلو  5سوزني كه حاوي پروتئين هاي بالاي 
دالتوني هستند برداشته شد. براي تغليظ محلو ل 

 VIVASPIN4رويي بدست آمده به يك فالكون 
به مدت  7500انتقال يافتند و سانتريفوژ با دور 

دقيقه انجام شد. محلول رويي باقي مانده از  15
 1بود به اين محلول ميلي مولار  6/0اين مرحله 
  pH=4.6ميلي مولار 20 استات سديم  ميلي ليتر

 15به مدت  rpm 75000اضافه گرديد و در دور 
ماكروليتر از  250دقيقه سانتريفوژ گرديد و نهايتا 

محلول بعد از سانتريفوژ بالاي فيلتر باقي ماند كه 
در نهايت بوسيله  بود. مورد نظرحاوي پروتئين 

 با استفاده از و دستگاه تغليظ كننده غليظ شدند
SDS -PAGE آناليز گرديد )Benedetti et al., 

از رقت هاي براي تعيين غلظت نهايي  .)2011
 BSAاز با استفاده پروتئين تخليص مختلف 

بعنوان كنترل جهت تعيين غلظت پروتئين در ژل 
  .آكريل آميد استفاده شد

 
SDS-PAGE و وسترن بلاتينگ  

-SDSجهت بررسي پروتئين از تكنيك 

PAGE  استفاده گرديد. براي انجام وسترن
تينگ ژل پلي آكريل آميد در اندازه مناسب بلا

بريده و براي چند دقيقه در بافر انتقال قرار 
به همان اندازه ژل بريده شد  PVDFگرفت. كاغذ 

دقيقه  5، %100ثانيه در متانل  15ترتيب براي ه و ب
دقيقه در بافر انتقال غوطه ور  15در آب مقطر و 

بريده شد. چهار تكه كاغذ واتمن هم اندازه ژل 
شد و در بافر انتقال مرطوب گرديد. سپس 

، ژل PVDFساندويچ حاوي كاغذ واتمن، كاغذ 
پلي آكريل آميد و كاغذ واتمن تشكيل شد. و در 
حالي كه ژل بطرف قطب منفي بود بداخل تانك 

مدت يك شب در ه وسترن منتقل گرديد. انتقال ب
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ولت انجام شد. جهت اطمينان از انتقال  20ولتاژ 
هاي پروتئين ژل با كوماسي بلو رنگ آميزي باند

گرديد. غشاء جهت بلوك شدن براي يك ساعت 
 T-TBSدر دماي آزمايشگاه روي شيكر در بافر 

 در صد شير بدون چربي قرار گرفت 5حاوي 
(Benedetti et al., 2011) سرم ايمن به نسبت .

 1-2رقيق و بمدت  T-TBSدر بافر  200:1
انكوبه شد. سه مرتبه ساعت با غشاء روي شيكر 

 T-TBSدقيقه در بافر  10شستشوي غشاء هر بار 
. آنتي سرم خرگوش كونژوگه شده به شدانجام 

horseradish peroxidise (HRP)  به نسبت
رقيق و يك ساعت روي  T-TBSدر بافر  1000:1

شيكر با غشاء مجاور شد. غشاء سه مرتبه و هر 
ده شد. شستشو دا T-TBSدقيقه در بافر  10بار 

آشكارسازي توسط محلول كروموژن/سوبسترا 
)DAB/H2O2انجام گرديد ( (Benedetti et al., 

2011).  
  

  كنندگي رروش سنجش فعاليت مها
 گياهيكل  فعاليت مهار كنندگي پروتئين

(total protein)  بر فعاليت آنزيم پلي گالاكتوروناز
)PG قارچ (fusarium phyllophilum  با استفاده
شد  انجام  Agarose Diffusion Plate Assayاز
)Taylor and Secor, 1988 بدين منظور .(

گياهي به چاهك  كل مخلوط آنزيم و پروتئين
ميلي  100در صد شامل  8هاي پليت هاي آگاروز 

در صد  5و  pH= 4.6مولار سديم استات با 
) اضافه گرديد. Sigma p3850سيتروز پكتين (

به مدت  سلسيوسدرجه  28پليت ها در دماي 

ساعت انكوبه شدند. با تيمار كردن پليت به  16
نرمال هاله  6دقيقه در اسيد كلريدريك  5مدت 

فعاليت آنزيم ظاهر مي  ه دليلهاي ايجاد شده ب
قطر گردند. فعاليت مهاركنندگي بصورت نسبت 

 Benedetti) محاسبه مي گرددناحيه هاله شفاف 

et al., 2011). 

  
  و بحث يجانت

- بيماري  ترينمهم از  قارچي  هاياريبيم

  بر وارد كردن  علاوه  هستند كه  گياهي  هاي
  مانع  كشاورزي  محصولات  زياد به  خسارات

مي   و هوائي  آب  از شرايط  در بسياري آنها  كشت
ژن هاي دفاعي در مقابل  مهمتريناز  شود.

حملات پاتوژن هاي قارچي از دسته ژنهاي 
ي پكتينازي به نام پروتئين مهار مهاري آنزيم ها

) مي باشند PGIPكننده آنزيم پلي گالاكتوروناز(
)De Lorenzo et al., 2001.( بنابراين انتقال ژن-

هاي مقاومت در برابر بيماري ها از جمله انتقال 
هاي  به گياهان از طريق روش pgipهاي ژن

ها  بيوتكنولوژي راه موثري براي كنترل بيماري
- اهميت اقتصادي بالايي برخوردار مي بوده و از

 ,.Martin et al., 2003 De Lorenzo et alباشد (

در گلابي، تنباكو،  PGIP بيان از جمله ).;2003
آرابيدوپسيس، برنج، گوجه فرنگي، سيب زميني و 
انگور ترانس ژنيك، گسترش بيماري توسط 

دهد تعدادي از قارچ هاي مختلف را كاهش مي
)Janni et al., 2008 Ferrari et al., 2012; 

Oelofse et al., 2006;(.  گزارشات حتي طبق
PGIP نيزهايي كه از لحاظ خواص بيوشيميايي 
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نزديك به هم مي باشند داراي فنوتيپ  بسيار
و  PGIP1مثلا  ،مهاري متفاوتي هستند

PGIP2(2.1)  لوبيا (واريتهPinto درصد  97) با
فعاليت  همولوژي ساختار آمينواسيدي داراي

قادر  PGIP2.1كه طوريهمهاري متفاوتي دارند. ب
 Aspergillus قارچ هاي  PGبه مهار فعاليت 

niger  وFusarium moniliforme بود ولي ،
PGIP1  فقط فعاليتPG  قارچA. niger  را مهار

). اين موضوع، D’Ovidio et al., 2004مي كند (
ه هاي مناسب را براي مقابلPGIPاهميت انتخاب 

عنوان هب نشان مي دهد.را بهتر با آلودگي قارچي 
هاي PGلوبيا PGIP چهار عضو فاميلي  ،مثال

را با ميزان اثر بخشي متفاوتي  مختلف قارچ هاي
 Fusariumقارچ سويه  PG مهار مي كنند و

moniliforme FC-10  تنها به وسيلهPVPGIP2 
يعني اختلاف در سطح ممانعت مي گردد 

نقش تعيين كننده  PGIPتئين هاي آمينواسيدي پرو
 PGاي در اثر متقابل اين گونه از پروتئين ها با 

 Favaron et al, 1994 Ferrari et(قارچي دارد 

al., 2003; .( در اين راستا در تحقيقات قبلي كه
-sp-pgip2و ژن كايمريك  pvpgip2ژن هاي 

AAA-pgip1  از گياه لوبيا رقم ناز استخراج و
 pBIPGIP2ل هاي بياني گياهي بترتيب در ناق

 ندكلون شده بود  pBISPPGIP2AAAPGIP2و
(Mohammadzadeh et al., 2011) ، از طريق

 Agrobacterium tumefaciensباكتري 

pGV3101 روش با استفاده از Agroinfiltration 
جهت بررسي كاركرد سازه هاي تهيه شده و فعال 

انتقال  نبه برگ گياه توتوبودن پروتئين كايمريك 

-sp سازه واجد ژن كايمري طراحي  .يافتند

pgip2–aaa-pgip1) حاوي ژن هايpgip1  و
pgip2(  اسيد آمينه اي آلانين  3كه بوسيله لينكر

به هم متصل شده اند به نحوي است كه بطور هم 
زمان هر دو نوع پروتئين خاصيت مهاري خود را 

 ,.Mohammadzadeh et al) اعمال خواهند كرد

لينكرها ي آلانين به دليل هيدروفوب  .(2011
بودن باعث متمايز و مجزا قرار گرفتن دو پروتئين 
به هم متصل شده مي گردد و لذا دو پروتئين 
متصل شده مي توانند فعاليت بيولوژيكي خود را 

آناليز هاي  ).Masahiro et al., 2008حفظ كنند (
 .Mohammadzadeh et alبيوانفورماتيكي 

شان داد كه پروتئين هاي متصل شده ) ن2011(
بوسيله لينكر آلانين از نظر ساختار فضايي از هم 
كاملا متمايز مي باشند به نحوي كه در پروتئين 
كايمر هر دو پروتئين مي تواند فعاليت 

نندگي خود را حفظ نموده و پس از توليد كمهار
به صورت بخش هاي جدا از هم فعاليت مهاري 

ژن  mRNAين ساختار ثانويه داشته باشند. همچن
كايمري از لحاظ ميزان حداقل انرژي و نيز عدم 
داشتن ساختار هاي نامناسب مورد بررسي و 
ارزيابي قرار گرفت و مشخص گرديد كه ميزان 

 قابل انرژي ساختار، اين) ∆Gحداقل انرژي (
به منظور ترجمه در  mRNA يك براي قبولي

ابي به فن آوري دستي باشد.سيستم گياهي مي
پروتئين هاي كايمري يك استراتژي كارآمد براي 

هايي است كه بتوانند بطور همزمان بيان پروتئين
هاي كايمريك فعاليت داشته باشند. پروتئين

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

GA733-Fc  كه بعنوان كانديداي واكسن براي
 ,.Zhe et alسرطان كلوركتال مي باشد نام برد (

) و پروتئين كايمريك مهاركننده ويروس 2012
HIV-1  است كه گليكوپروتئينgp41  ويروسي را

دهد با پتانسيل و پايداري بالا مورد هدف قرار مي
)Chungen et al., 2011(.  
  

 يككايمرو  PGIP2بيان موقت پروتئين هاي 
PGIP1-AAA-PGIP2-SP در گياه توتون  

-به منظور اطمينان از ساختار سازه

 بيانجهت pBIRMpp و   pBIPGIP2هاي
PGIP2  كايمر  پروتئينوSP-PGIP2-AAA-

PGIP1هاي مورد نظر به سلول هاي ، سازه
Agrobacterium tumefaciens pGV3101  بر

 قاز طري .اساس متد الكتروپوريشن منتقل شدند
PCR از 2تائيد گرديد (شكل  ها حضور سازه (

 تراريختيشده جهت  تتراريخاگروباكتريوم هاي 
 توتون با استفاده از روش گياهبرگ 

agroinfitration   بصورت بيان موقت
)transient.از برگ هاي  ) استفاده گرديد

تراريخت، پروتئين استخراج گرديد و پروتئين 
PGIP2  شده با استفاده از ستون كايمريك بيان و

 partialكروماتوگرافي خالص سازي (

purificationنتايج حاصل از انجام .) گرديد 
SDS-PAGE شكل)A -3 و وسترن بلات (

 و pBIPGIP2هاي  پروتئين نشان داد كه سازه
pBIRMpp در گياه توتون بيان شده و پروتئين -

مورد  SP-PGIP2-AAA-PGIP1و  PGIP2هاي 
كيلو دالتون  65و  31يب در محدوده انتظار بترت

  .)B -3(شكل  باشندقابل شناسايي مي
  

و پروتئين  PGIP2سنجش فعاليت مهاركنندگي 
  كايمريك بيان شده در گياه توتون 

جهت سنجش فعاليت مهاركنندگي از روش 
Agarose Diffusion Assay  .استفاده گرديد

 FpPGميكروگرم از آنزيم  10بدين منظور مقدار 
هر يك از چاهك هاي پليت ريخته و مقدار  به

ميكروگرم از پروتئين تام اضافه گرديد و پس  30
ساعت فعاليت مهاركنندگي با اضافه  16از مدت 

مولار مورد بررسي قرار  1كردن اسيد كلريدريك 
فعاليت مهاركنندگي بصورت نسبت قطر  گرفت.

آنزيم با  ناحيه هاله شفاف كه نشان دهنده فعاليت
 PG براي ترتيب به	سانتي متر 2/0و  5/0 ،0/1

و  PGIP2پروتئين كل حاوي  باضافه PGتنها، 
PG پروتئين كل حاوي باضافه PGIP2-AAA-

PGIP1 در چاهك  ).4گردد (شكل محاسبه مي
تنها، شعاع يا قطر هاله بزرگتر است و  PGحاوي 

نشان دهنده فعاليت كامل آنزيم است. ولي در 
 PGو  PGIP2 ضافهبا PGچاهك هاي حاوي 

اندازه قطر بترتيب  PGIP2-AAA-PGIP1 باضافه
نتايج بدست كاهش يافته است.  2/0و  5/0به 

آمده نشان داد اين پروتئين ها داراي فعاليت 
مهاركنندگي بر آنزيم پلي گالاكتوروناز قارچ هاي 
مورد مطالعه مي باشند و فعاليت مهاركنندگي 

يشتر است ب PGIP2پروتئين كايمري نسبت به 
   ).4(شكل 
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با استفاده از ژل   SP-PGIP2-AAA-PGIP1و كايمريك PGIP2آناليز بيان پروتئين هاي  -3شكل 

SDS-PAGE .و وسترن بلات:A  ژلSDS-PAGE.1- 2ترانسفورم نشده،  الگوي پروتئيني گياه توتون 
پروتئين  -pBIRMpp،(4ترانسفورم شده (با سازه  از گياه توتون پروتئين كايمري خالص شده-3و

PGIP2 .M-  .ماركرB .گياه  -3و 2ترانسفورم نشده (بدون پلاسميد)،  گياه توتون -1: وسترن بلات
 . PGIP2پروتئين  -4توتون ترانسفورم شده. 

Figure 3- Expression of PGIP2 and SP-PGIP2-AAA-PGIP1 proteins analyzed using 
SDS-PAGE gel and western blot. A. SDS-PAGE gel: 1 total protein pattern of non-
transforming plant. 2 and 3 protein pattern of transformed plant counting chimeric 
proteins. 4 PGIP2 protein. M. marker. B: 1 western blot of non-transformed plant. 2 
and 3 western blot of transformed plant. 4 PGIP2 protein.      

  
از پروتئين هاي استخراج شده از برگ گياه 
توتون تراريخت نشده به عنوان كنترل استفاده 

با توجه به نتايج بدست آمده مشخص گرديد  شد.
 و  pBIPGIP2ساختار سازه هاي بياني

pBIRMpp  جهت بيانPGIP2  و پروتئين كايمر
SPPGIP2-AAA-PGIP1  در سيستم گياهي

بوده و پروتئين كايمريك طراحي شده از مناسب 
 PVPGIP2نظر بيولوژيكي فعال بوده و نسبت به 

منفرد قدرت مهاركنندگي بالاتري را نشان مي 
) بنابراين مي توان با انتقال ژن 4دهد (شكل 

كايمريك به گياهان زراعي گياهان تراريخت 
مقاومتري ايجاد كرد. همچنين با انجام مطالعات 

وتئين كايمريك براي مهار هم زمان تكميلي از پر

 قارچي با توجه به تنوع و PGفعاليت چندين 

  توان استفاده كرد.اختصاصي بودن آنها مي
  

  تشكر و قدرداني
از پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست 

 Giulia Deاز همكاري علمي پروفسور  وفناوري 

Lorenzo  از دانشگاهSapienza Università di 

Roma جراي اين تحقيق سپاسگزاري ميدر ا -

  گردد. 
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 اثر مهاركنندگي پروتئين - agarose diffusion assay .1 مهار كنندگي با استفاده از روش  سنجش فعاليت - 4شكل 

اثر مهاري  -FpPG 2.ميكروگرم  10بيان شده در گياه توتون بر فعاليت SPPGIP1-AAA-PGIP2 كايمري 
قارچ  PGميكروگرم از  10فعاليت  - FpPG 3. ميكروگرم 10ياه توتون بر فعاليت بيان شده در گ  PGIP2پروتئين

fusarium philophium (FpPG).  
Figure 4- Assay inhibitor activity using agarose diffusion assay method. 1- inhibitory Effect of SPPGIP1-
AAA-PGIP2 chimeric protein expressed in tobacco plant on activity of 10 µg FpPG. 2- Inhibitory Effect of 
PGIP2 protein expressed in tobacco plant on activity of 10 µg FpPG. 3- Activity of 10 µg FpPG . 
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Abstract  

Considerable progress has been made toward identifying and cloning genes involved 
in plant defense responses - one of the strategies to improve agricultural crops. The 
polygalacturonases (PGs) are among the first enzymes with different isomers produced during 
infections and colonization of phytopathogenic fungus in plant cell walls. Conversely, some 
of plant species have evolved polygalacturonase inhibitor proteins (PGIP) that specifically 
recognize and inhibit fungal PGs. This was exploited in order to construct a chimeric gene 
that contains pgip1 and pgip2 genes from Phaseolus vulgaris. For expression the fusion gene 
and pgip2 were transformed into tobacco by agroinfiltration method and the caplet plate assay 
activity of fusion protein has shown that the chimeric protein had high inhibitory activity 
against fungal PG enzyme. It can be used for the production of transgenic plants and planning 
a mutational strategy aimed to improve the recognition of fusion protein properties for 
inhibition of different PGs at the same time. 
Keywords: Polygalacturonases (PGs), Polygalacturonase Inhibitor Proteins (PGIP), 
Chimeric Proteion.  

 

  

  

                                                            
 Corresponding Author: Mohammadzadeh. M.R   Tel:09381983364     Email: rmohamadzadeh@maragheh.ac.ir 

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir

