
 

  بیان آنها در باکتري   گلوکاناز از یونجه یکساله،-3و 1 بتاهاي ژنجداسازي

BL21 E.coliو بررسی خاصیت ضد قارچی پروتئین هاي بیان شده   
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  چکیـده

 ترکیبات پروتئینـی هـستند    آن دسته از)Pathogenesis-related protein(پروتئین هاي مرتبط با بیماریزایی  

 1تـاکنون بتـا   . هاي محیطی تولید می شـوند      زا یا تنش   که توسط گیاه میزبان در پاسخ به حمله عوامل بیماري         

در شـرایط    خاصـیت ضـد قـارچ آنهـا       که  است  ادي در گیاهان مختلف شناسایی شده       گلوکانازهاي زی -3و

 گلوکاناز یونجه یکـساله، کلـون       -3و1داسازي ژن هاي بتا   هدف این تحقیق ج   . آزمایشگاه بررسی شده است   

در به دست آمده    هاي   پروتئینو خاصیت ضد قارچ      فیزیولوژیک    هاي  فعالیت   و بررسی  ی فراوان  ها، بیان  ژن

گلوکاناز یونجه چند سـاله و      -3و 1در این تحقیق با همردیف سازي ژن هاي بتا        . می باشد  ط آزمایشگاه شرای

و دارا بودن رمز شروع و پایـان،        % 50نخود روي ژنوم یونجه یکساله سه چارچوب خواندن با شباهت بالاي            

با تکنیـک  .  بیان شدBL21 E.coli منتقل و در باکتري   PET21c قطعات به ناقل     ه و شناسایی و جداسازي شد   

SDS-PAGEخاصـیت ضـد   . صورت اجسام نا محلول تولید شـده انـد  ه  مشخص شد که این پروتئین ها ب

  قارچی این پروتئین ها پـس از تـا شـدن و بـه دسـت آوردن سـاختار فـضایی صـحیح روي قـارچ هـاي            

Alternaria alternata و Fusarium graminearum خاصیت ضـد قـارچ   نتایج آزمون بررسی. آزمایش شد 
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  مقدمه

زا یا  امل بیماري ترکیبات پروتئینی هستند که توسط گیاه میـزبان در پاسخ به حمله عوPRپروتئین هاي     

این پروتئین ها معمولا به طور سیستمیک در گیاه تولید می شوند            ). 31 (هاي محیطی تولید می شوند     تنش

ها، باکتري و ویروس      می شوند در نتیجه آلودگی هاي بعدي تولید شده توسط قارچ           SARو سبب پدیده    

). 31 (پروتئین ها شناسـایی شـده اسـت    خانواده از این 17ر حال حاضر د). 20 و6، 4(ها کنترل می شود    

 سنتز شده وابسته به نوع تنش و گونه گیاهی مورد مطالعـه اسـت  PR-protein   نوع، میزان و مکان سلولی

 و شماره yprl و ypr را به ترتیب با علائم  PR-Like Protein  وPR-Protein کننده  هاي القا ژن).14(

زا  هـاي بیمـاري    جا که دیواره سلولی بسیاري از قارچ       از آن  .)31و   4 (خانواده مربوطه نامگذاري می کنند    

   2پـروتئین هـاي گـروه     پـروتئین هـا،   از میان)1(به طور عمده از کیتین و بتا گلوکان تشکیل شده است 

       علـت ایـن امـر ایـن اسـت کـه        ). 32(بیـشتر مطالعـه شـده انـد     ) کیتیناز (3و گروه )  گلوکاناز -3 و   1بتا(

 اسـتیل   -N-4و1گلوکان و کیتینازها با شکستن باندهاي       -3و1گلوکانازها با شکستن باندهاي بتا      -3و1 بتا

. )27 و1(ها را هیدرولیز و از رشد قارچ جلوگیري می کنند      به طور مستقیم دیواره سلولی قارچ     گلوکزآمین  

د قارچ جلوگیري می کننـد      از رش  ها را هیدرولیز و    این دو پروتئین یا به طور مستقیم دیواره سلولی قارچ         

تورها بـه  اتورهایی از دیواره سلولی  قارچ به وسیله عمل آنزیمی خود آزاد می کنند که این الیـس    او یا الیس  

را در گیاهـان القـا و در        ) SAR(نوبه خود پاسخ هاي دفاعی مختلف از جمله مقاومت اکتـسابی عمـومی              

 گلوکانازهـا   -3 و 1بتـا    .)30و26 ، 6،  4 (ش مـی دهنـد    نتیجه مقاومت گیاهان در برابر حمله قارچ را افزای        

           عـلاوه بـر ایـن،      . زا هـستند   ترین آنزیم با قدرت تنظیمی بـالا در پاسـخ گیـاه بـه عوامـل بیمـاري                  فراون

ــا  ــلولی،     -3 و1بت ــسیم س ــه تق ــاوتی از جمل ــوژیکی متف ــاملی و فیزیول ــدهاي تک ــا در فراین  گلوکانازه

دانه گرده، رشد لوله گرده، با روري، جنین زایی، جوانه زنی بذر، خواب بذر،         میکروسپوروژنز، جوانه زنی    

رسیدگی میوه، انتقال ذخیره گیاهی اندوسـپرم در دانـه غـلات و خـواب جوانـه در گیاهـان سـالم نقـش                        

. )22و 5 ،2 (چنین بتا گلوکانازها در پاسخ به سرما، گاز ازن و سایر تنش ها نیز نقش دارند       ) 16و15(دارند

 گلوکانازها بـر نقـش آنهـا در پاسـخ گیـاه بـه عوامـل بیمـاریزاي          -3 و1لبته غالب مطالعات بر روي  بتا  ا

یک گیاه اغلب شـامل      ) BGLu( بتاگلوکانازهاي   ).22و 7(ها  متمرکز بوده است        قارچ به ویژه میکروبی    

ولیـه، محـل اثـر سـلولی و     ایزوفرم هاي چندگانه هستند که از نظر اندازه، نقطه ایزوالکتریکی، سـاختمان ا  

     ایزوفرم هاي بتا گلوکانـاز از نظـر خاصـیت قـارچ کـشی نیـز متفـاوت             همچنین. الگوي تنظیمی متفاوتند  

بررسی خاصـیت ضـد قـارچی آن در گیاهـان       تاکنون تحقیقات زیادي  روي جداسازي و).4(می باشند

  .)29 و 19 ،18(مختلف انجام شده است

 گلوکاناز  -3و   1بتا مکاران انجام گرفت خاصیت ضد قارچ      توسط  سان و ه     2004در تحقیقی که در سال      

هـاي   ایـن بتـا گلوکانـاز فعالیـت ضـد قـارچی در برابـر قـارچ                . آزمایشگاه بررسی گردیـد    برگ گندم در  
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Alternaria  longipes  وsolani Rhizoctonia     نشان داد و همچنین از رشـد لولـه و جوانـه زدن اسـپور 

Verticillium dahliae و Fusarium oxysporum  28(جلوگیري کرد.(  

 یک  بتـا گلوکانـاز اسـیدي را  از خیـار اسـتخراج و بررسـی                    )1995 (در یک آزمایش دیگر جی و کوك      

 مقاومت در برابـر     يگلوکاناز در خیار با القا    - 3و1مطالعات نشان داده است که افزایش فعالیت بتا         . کردند

Colletotrichum lagenariumگلوکاناز -3 و1همچنین گیاهان زیادي از طریق انتقال ژن بتا . رتباط دارد ا 

به صورت تنها و یا همراه با ژن کیتیناز تراریخت شده اند که اکثـر آنهـا در مقابـل آلـودگی بـه برخـی از                      

گلوکانـاز سـیب زمینـی را بـه     - 3 و1بتا  cDNAلورنس وهمکاران، ). 23(می دهند قارچها مقاومت نشان 

   هـاي  لاین هاي تراریخت سه برابر بیشتر از گیاهـان غیـر تراریخـت در برابـر قـارچ               . منتقل کردند بذرك  

Fusarium culmorum  وFusarium Oxysporum گیاهان توتـون تراریخـت   ).34(  مقاومت نشان دادند 

ــا  ــه ژن بت ــارچ    -3 و1ک ــا ق ــودگی ب ــود در آل ــده ب ــال داده ش ــا انتق ــه آنه ــویا ب ــاز از س ــاي  گلوکان            ه

Alterrnaria alternata ، Phytophthora و Peronospora را نسبت بـه گیاهـان غیـر     علائم خفیف تري

 گلوکانازهـاي  -3و1مطالعات اخیر نشان داد که تعدادي از بتـا       ).35(تراریخته در برابر بیماري نشان دادند       

هـاي اصـلی    که جـزء آلـرژن   Ole e 10 و Ole e 9براي مثال پروتئین هاي ،ها هستند گیاهی جزء آلرژن

، 8 (گلوکانـاز آرابیدوپـسیس نـشان مـی دهنـد     -3و1بـا بتـا  %) 53(زیتون شناخته می شوند شباهت بالایی    

یکساله گیاهی دیپلوئید با ژنوم کوچک است که درصد بالایی  یا یونجه Medicago trancatula ).24و13

 )9 و3 (  براي تحقیق روي حبوبات به کار مـی رود از ژنوم آن توالی یابی شده است و به عنوان گیاه مدل    

گلوکانازهاي این گیاه و بررسی خاصیت ضد قارچی آنها -3و1ولی تاکنون  مطالعه اي براي جداسازي بتا       

در مطالعه اي که واتسون و همکاران روي یونجه یکساله انجام دادنـد سیـصد و چهـار                  . انجام نشده است  

در بـین  . شناسـایی شـد  ) Peptide mass finger printing(جرمی پپتید پروتئین با تکنیک انگشت نگاري 

 ثبت شد ولی تاکنون فعالیـت بیولـوژیکی آن     BF650622گلوکاناز با شماره    - 3و1این پروتئین ها یک بتا      

فرصت  شده است  درصد ژنوم این گیاه توالی یابی90 با توجه به اینکه بیشتر از ).33 (بررسی نشده است  

یونجـه یکـساله،     ژنـوم گلوکانازهاي سایر گیاهان روي   -3و1هاي بتا   تا با همردیف سازي ژن      بود یمناسب

هدف از این تحقیـق     . شود  گلوکاناز سایر گیاهان، شناسایی و بررسی      -3و1توالی هاي با شباهت بالا با بتا      

خـل بـاکتري   انتقـال آنهـا دا   هـا و  گلوکاناز از یونجه یکساله، کلـون ژن      -3و1جداسازي توالی هاي ژن بتا    

BL21                  براي بیان فراوان پروتئین ها و سپس بررسی خاصیت ضد قارچی پروتئین هاي حاصل در محـیط 

     در همه تحقیقات ابتدا خاصیت ضـد قـارچ پـروتئین در محـیط آزمایـشگاهی تـست                .آزمایشگاه می باشد  

هـاي   یی ژن می شود وسپس ژنهاي مناسب به گیاهان حساس منتقل می شود ایـن تحقیـق زمینـه شناسـا                  

  .مناسب وانتقال آنها به گیاهان حساس را در تحقیقات آینده فراهم می سازد
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  هامواد و روش.

گلوکاناز گیاهان دیگر که -3و1 توالی هاي شناخته شده  بتاتحقیقات نشان می دهد :همردیف سازي    

 در یونجه چند ساله،گلوکانازهاي شناخته شده -3و1توالی بتا .  ثبت شده استNCBIدر بانک اطلاعاتی 

  قرار گرفتند تا NCBI موجود در بانک اطلاعاتی tblastnدر نرم افزار ... نخود، لوبیا، آرابیدوپسیس و

 توالی بررسی 100سرانجام از بین . هاي مشابه آنها در ژنوم یونجه یکساله مورد جستجو قرار گیرد توالی

ا این بود که بیشترین شباهت را با بتاگلوکاناز  توالی انتخاب شدند علت انتخاب این توالی هسهشده 

برخی . حبوبات داشتند همچنین منطقه اینترون داخل توالی وجود نداشت، داراي رمز شروع و پایان بود

توالی نیز داراي شرایط خوب براي بیان بودند ولی به دلیل حجم زیاد کار باید به سه 100دیگر از این 

  .توالی اکتفا می شد

که    است و به دلیل اینE.coliی تحقیق بیان ژن هاي شناسایی شده در باکتري یه هدف نهااز آنجاک

        و سیگنال پپتید از پروتئین ها  mRNAفاقد مکانیزم لازم جهت حذف اینترون از  E.coliباکتري  

 می کند جاد می باشد و احتمالا وجود این دو منطقه در تاخوردن و عملکرد طبیعی پروتئین ها تداخل ای

 که با استفاده از برنامه  باشند منطقه اینترون فاقد لازم بود تا توالی هایی انتخاب شود کهبه همین دلیل

همچنین به دلیل اینکه . توالی هایی انتخاب شد که منطقه اینترون ندارد Genscan و Geneseqerهاي 

گونه اي طراحی شود که ارد باید پرایمرها به  پروتئین ندباکتري مکانیزمی براي حذف سیگنال پپتید ابتداي

در  Signal Pمنطقه مربوط به توالی سیگنال پپتید اصلا رونویسی نشود براي این منظور توالی ها در برنامه 

 پرایمرها از منطقه بعد از Signal  قرار داده شد و بعد از مشخص شدن تعداد نوکلئوتیدهايExpaxyبانک 

و چون کدون آغاز هم در منطقه سیگنال قرار دارد و بدون در نظر گرفتن این سیگنال پپتید طراحی شد 

   . اضافه شدATGناحیه کدون شروع نیز حذف می شود  ابتداي پرایمرهاي رفت طراحی شده کدون 

                   

  برخی از مشخصات توالی هاي انتخاب شده :1جدول 

  لئوتیديطول نوک  مکان توالی روي ژنوم  نام انتخاب شده

Med-32  mth2-46o19  1514  

Med-23  mth2-108o17  1261  

Med-6  mth2-14d10  1233  
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جهت شناسایی و حذف سیگنال پپتید در توالی ها ابتدا توالی ها با کمک نرم افزار  :طراحی آغازگر

Translate در پایگاه اطلاعاتی Expaxyسپس با توالی هاي پروتئین.  به توالی پروتئین تبدیل گردیدند 

  مورد تجزیه تحلیل قرار گرفت و نواحی سیگنال پپتید Expaxy در پایگاه اطلاعاتی p  Signalنرم افزار

در آنها شناسایی وحذف شد وبه دلیل این که کدون آغاز هم در بخش سیگنال پپتید حذف می شود به 

ز جمله وزن مولکولی و سایر مشخصات پروتئین ا.  اضافه شدATGابتداي پرایمرهاي طراحی شده کدون 

مشخص  Expaxyدر پایگاه اطلاعاتی  Prot paramنقطه ایزوالکتریک پروتئین ها ها با کمک نرم افزار

             هاي برشی و استفاده از آن در طراحی آغازگرها ازنرم افزارهايبه منظور بررسی محل. شد

NEB cutter ver 0.2 و MAPdraw ver 3.044  استفاده گردید.  

    

΄3-CAAATAggTgTTTgTTATggCATgATgg   ATg-΄ 5F     -32-Med  

   Med-32-R    5΄-gCAgTgTTgggAATTgAAAAAgTgggTg    -3΄  

  

   ΄3-ATTggTgTTAACTATggCACAATAgCA   ATg-΄ 5F   -23-Med

   Med-23-R  5΄-CAATTTCACCCACTCCgCgC  -3΄  

   ΄3-A  ggCAgCCATACCTAATCCTATg--΄5F    -6-Med

   Med-6-R   5΄-TCCACCATgACATCAAACAC -3΄   

  

  T7 Pet 5΄-TAATACGACTCACTATAGGG -3΄  

  

 تکثیر قطعات .)25( بافراستفاده شدCTAB ژنومی گیاه ازروش DNAبه منظور استخراج  :تکثیر قطعات

 یک 3'ر انتهاي قطعات تکثیر شده با آنزیم تک پلی مراز د. با استفاده از آنزیم تک  پلی مراز انجام شد

قطعات .  می شودT-vectorنوکئوتید دزوکسی آدنین تري فسفات دارند که موجب اتصال قطعات  با  

 DNAبراي خالص سازي قطعات  از روي ژل، ازکیت . تکثیر شده از روي ژل جدا وسپس خالص شدند

Extraction kit # K0513شرکت Fermentasاستفاده شد .  

 از  پلاسمید E. coli یه وکتور مناسب براي بیان ژن هاي تکثیر شده در باکتري براي ته T-vector:تهیه 

PET21cاســتخراج پلاســمید .  اســتفاده شــدPET21c از بــاکتري E.coli  بــه روشMini preparation 

 بـه وسـیله     NdeIبرش پلاسمید از سـایت برشـی        ). 25(انجام شد   ) استخراج پلاسمید در حجم کوچک    (

 DNA Extraction kitبعد از انجام واکنش، پلاسمید مورد نظر با استفاده از کیت. م شد انجاNdeIآنزیم 

# K0513شرکت Fermentasحـذف  (براي ایجاد انتهـاي صـاف   .  خالص شدOver hang (    در انتهـاي

بعد از انجام واکنش به منظـور زدودن  .   استفاده شدMung bean nucleaseپلاسمید برش یافته، از آنزیم 

  .مواد اضافی، پلاسمید با کیت خالص سازي خالص گردید
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  توالی هاي تکثیر شده  با استفاده از پرایمرهاي رفت و برگشت: 2جدول 

   Med-6 توالی ژن

       ggcagccat  

       acctaatcct aatgtggagg cctcgcccct aaggatgtgt aacctattaa ggacaaggtc  

       caaaatatta tttctctaat gacttacaat agttcattat tatatgcagc tgtggaatcc  

       ataggagttt gctatgggat gattggaaat aatctaccat ctaggcaaga tgttgtgaat  

       ttatatagat caagaggcat taaccaaatg cgtctttact tcccagatga acaagccctc  

       caagccctta gaggttccaa catagagttg atccttgatg tggctaggga aacccttaat  

       tctcttagaa atgccaatga agccacaaat tgggtcaata gatatgtgaa accctatgct  

       cgagatgtta aaatcaagta catcactgtc ggaaatgaaa ttaaacctta cgacagtgaa  

       gcacaatcca ttctccctgc catgcaaaac attcaaaatg ctatttcagc agccaattta  

       cagggacaaa tcaaggtctc aatagcaatt gacatgactt tgattggtaa ttcatatcca  

       cccaataatg gtgttttcac tgaccaagca aaaccataca tacaaccaat aataaacttc  

       ctaaagaaca atggagcacc acttcttgcc aatgtgtatc cgtacttcgc ttatatcaat  

       aataaacaaa gcatttctct tgattatgct ctttttagac aacaaggaaa caatcaagtt  

       ggttaccgaa acctttttga tgcccagtta gattcagtat acgctgctct tgagaaagtt  

       ggcgcttccg gtgtgaagat agttgtgtcc gagagtgggt ggccatctgc aggtggagat  

       agtgcctcaa cggacaacgc tgccacatat tatcgtaatt tgatcaatca cgtcaggaat  

       gggactccta agagacccgg agctattgag acttacttgt ttgccatgtt tgatgaaaat  

       cagaagactg gtgcagcaac tgaacaacat tttggtctct ttaatcctaa cagaacacct  

       aaatatcaaa taagtttcaa ttgataatct aaaaaagcta tgtagctaac taaatagttt  

       actacgaata attgtgtcat gtgtgcacat gttgtttcca tctttctatg tctgtaatga  

       attaaataaa tgaaatatca tatatcttgt ttacttatgt aattccccca ttatatttta  

                                                                                                  gtttgtgttt gatgtcatgg tgga  

  

Med-23توالی ژن 
       attggtgtta actatggcac  

       aatagcaaac aaccttccac caccatctca agttgcaaaa tttctcttac actctaccat  

       aattaacaag gtgagaatct ttgatgctaa ccaagaaatc ttacaagcat ttgaaaatac  

       aagaattgag ataaccataa caatacctaa tgaccaaata cccaacataa ccaatttaac  

       cttagctcaa caatgggtca aaaccaatgt ccaacccttc attccttcaa tcaacatcat  

       aagaatctta gtaggtaatg aagttttatc aacagctaac aagcttttta ttaccaacct  

       tgtccctgcc atgcaaactt tacacactgc ccttataaca acttcattag acaaccttat  

       aaaagtgtcc acaccacatt ctttaggtat tttgtctaat tcaagtccac catctagtgg  

       taggtttaga gaaggctatg atatacatat aatcaaacca atgcttaggt ttcttaaaga  

       tacaaattca cctttcatgg ttaaccctta tccttttttt gcttgcactt caagcaacct  

       agattacgca cttttccgtg caaattcagg ggttttggat gataatacta aattacatta  

       cactaatatg tttgatgcac aacttgatgc tgtttattca gctatgaaag ttttgggctt  

       tgaggatgtt gagattgtta ttggcgaaac gggttggcct acgataggcg actcggccca  

       aattggtgtc gatgggaaca gtgcttctga ctataatggg aatcttataa gacatgttac  

       ttctggggtt ggaacacctc tcatgccaaa ccggactttt gagacatata tttttgcttt  

       gtttgatgaa aatctaaagc ccggtccaat atgtgaaagg aattttgggt tgttccgacc  

       caacatgact cttgtctatg atgacgtccc aataatgaga aaaaatgtag ctgttgctaa  

       cagtcattct aaagcaatat tgtcattcat gacagccttg agcttcttga ttggttggtg  

       gacttaaatt ttgttggctc attgttcatt tctagcagcc tcaaaatacg cgcgacaaat  

       catttcagat tttgcacatt cggagaaaat atagtttttg tttcgtttga aatttgaatg  

       tgtactttgc gacaaatcaa gagtgtttgt gccgtccgga tttatatttt ggaaatcatg  

                                                                  tgtggttttt cagaaatgcg cggagtgggt gaaattg  

  

  Med-32 توالی ژن

       c aaataggtgt ttgttatggc  

       atgatgggaa ataatctacc atcacaacgt gaagcaatag atctttgcaa atcaaacaac  

       atcaaaagaa tgaggctata tgatccaaac caagctgctc ttgaagcact tagaaattct  

       ggcattgagc ttatgttagg tgtgccaaat tctgatcttc aaaacattgc taccaacaat  

       gacattgcaa ttcaatgggt acaaaaaaat gtactaaact tctaccctag tgtcaaaatc  

       aaatacatcg cggttggtaa tgaagttaac ccagttggtg gctcttctca attcgcaaaa  

       tttgttcttc cggcaatcca aaacatatat caagcaataa gagcgaaaaa tctgcacgat  

       caaatcaagg tttcaacggc tattgacatg accatgatag gaacttcgta cccgccgtct  

       aaaggttcat ttagaagcga tgtgaggtca tatttggatc caattatagg ctacttagta  

       tatgcaaatg cacctttatt tgcaaatatt tactcttatt ttagctataa agataaccca  

       aaagacatct cacttcaata tgctttattc acttctccta atgttgtggt ttgggatggt  

       tcaaggggat accaaaatct atttgatgct ttgttggatt cattacatgc tgcaattgat  

       aatactggaa ttggttttgt taaggttgtt gtgtctgaga gtggttggcc ttcagatggt  

       ggatttgcaa ctacttatga taatgcaaga gtttatcttg ataatttgat taggcatgtt  

       aaaggtggga caccaatgag gtctggacct attgagactt atatatttgg attgtttgat  

       gagaatcaga agaatcctga gttagagaaa cattttggag tgttttatcc taataaacag  

       aaaaagtatc catttggatt tcaggggaaa attgatggta ctaatttgtt taatgtgtct  

       tttcctctta agagtgacat ttaattttgt tttaagaaag ggtgacactt aattatataa  

       ttaaggttgc tctctttatg tatatctgaa ataaaatggt tgtcttgttt tgatcttgta  

       accacaactc atataatata tctccaccac ataattgtca cattttcttt taaaaaaatg  

       tcgcatatga ccatttaaca catattaaga taatatggta tataaaaaga aaataattga  

       tattatatta tatcattatt tttaaatatt ctagttttga tattttttag tatatttttc  

       ttaaaaagat aatgtgactc aacaatggtg tcaaagtcga tgggtcgcca agggtttgaa  

       ttggcttctt gtatccaaag tcttctagaa aggtgttaag gcggaagctt ttgttgagca  

       gcgcaatgac cgtacaagtg caagtgtatg tggataaaag agctttcgtt gtaagggtta  

       aaaccattca acaacattca acacccactt tttcaattcc caacactgc              

       



1386پاییز، 1، شمارهدومیافته هاي نوین کشاورزي، سال  52

  پلاسمید وتهیـه ناقـل مناسـب بـراي همـسانه      3΄براي افزایش نوکلئوتید تیمیدین تري فسفات به انتهاي       

 نانوگرم،  600 پلاسمیدي DNAنمونه  ( پلی مراز این واکنش    Taqسازي قطعات تکثیر شده به وسیله آنزیم        

 پیکومـول و  dTTPs 100یک برابـر،  ):10X (PCR واحد، بافر 5): میکرولیتر/ واحد5( پلیمراز Taqآنزیم 

در دماي   )  رسانده شد  20حجم کل واکنش با آب مقطر سترون به         
oC72          به مدت دو سـاعت انجـام شـد 

  ). 17و12(

 پلاسمید برش 5ات دو انتهاي َبراي حذف گروه فسف  pET21c: حذف گروه فسفات انتهاي برش یافته

محلول  این واکنش . استفاده شد calf intestinal alkaline phosphatase (CIP)از آنزیم ،pET21cیافته

)DNAمیکروگرم،  بافر 2:  برش یافته پلاسمیدCIP) X10 :(1 برابر، آنزیم CIP) 11): میکرولیتر/ واحد 

 دقیقه در دماي 30به  مدت )  میکرولیتر رسانده شد30واحد و حجم کل واکنش با آب مقطر سترون به

محتوي لوله اپندورف به مدت  بعد براي غیر فعال کردن آنزیم، در مرحله.  درجه سانتیگراد قرار گرفت37

 دقیقه در دماي15
 

پس از غیر فعال کردن آنزیم، محلول واکنش در .  درجه سانتیگراد قرار داده شد65

 از کیت خالص سازي استفاده DNAسپس جهت خالص سازي . رد شوددماي محیط قرار گرفت تا س

  .شد

با قطعات  T-vectorواکنش همسانه سازي   :T-vector هدف به DNA  واکنش اتصال قطعات

: T- vector پلاسمید  DNA(بر اساس این واکنش  T4 DNA ligase  با استفاده از آنزیم PCRتکثیرشده 

    : ligase (10x) واحد، بافر آنزیمT4 DNA ligase :2نوگرم، آنزیم  نا300:  هدفDNA نانوگرم،100

در دماي  ) میکرولیتر20 برابر، حجم کل واکنش1
oC22 به منظور غیر فعال . ساعت انجام شد16 به مدت

 دقیقه در 20ها به مدت کردن آنزیم، لوله
oC 652/1سپس محتوي واکنش روي ژل .  قرار داده شد %

TBEولت الکتروفورز گردید70ابت در ولتاژ ث .  

 DNAبه منظور انتقال وتکثیر  پلاسمید محتوي قطعات  E. coli MC1061تهیه سلول هاي مستعد باکتري 

  ).Transformation(مورد نظر به آن انجام شد

 از pET21cاستخراج پلاسمید :E. coli در پلاسمید و باکتري Med-6  و Med-23 تأیید وجود قطعات

انجام شد و سپس براي تایید وجود قطعه  مورد ) استخراج پلاسمید در حجم کوچک (E. coliباکتري 

 استفاده شد و پرگنه هایی که حاوي قطعه مورد XbaI و EcoRI و برش آنزیمی با دو آنزیمPCRنظر از 

از آن جا که قطعات همسانه شده در وکتور می توانند به دو صورت مستقیم . نظر بود جدا شدند

براي تعیین . قرار گرفته است جدا شوند) ΄3 به΄5(کوس قرارگیرند باید قطعاتی که در جهت درست  ومع

 که از T7 با آغازگرهاي اختصاصی رفت قطعات و آغازگر  PCRجهت قطعات همسانه شده از واکنش 

  .طراحی شده بود، استفاده می شد pET21cپلاسمید  
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   تکثیر  قطعات با آغازگرهاي رفت وبرگشت قطعات:1 شکل

  Med–32 ژن - Med 4–23 ژن - Med 3 - 6 ژن - Fermentase2  شرکتIII نشانگر مولکولی - 1

   شاهد- 5 

  

                                

  

  

  

  

  

  

XbaI و  EcoRI برش  پلاسمیدهاي نوترکیب با دو آنزیم:2شکل 

  III نشانگر مولکولی - Med5–32ژن - Med 4–23ژن -Med  3 - 6ژن -2 شاهد- 1

  

  : BL 21( DE3) E.coli به باکتري آماده شده DNA انتقال پلاسمید حاوي قطعه

جدایه باکتریایی برگزیده براي بیان زیاد ژن و BL21.  استفاده شدE.coli BL21براي بیان ژن از باکتري

 IonوOmpt   فاقـد پروتئازهـاي  BL21اسـترین   .اسـت  E.coliتري تولید پروتئین نوترکیب در سیستم باک

(DE3 )استرین . می شود باعث ثبات پروتئینهاي نوترکیب است و بنابراین BL21 یـک کپـی از    همچنین

RNA T7پلیمراز را حمل میکند که تحت کنترل IPTG   موجب القاء و راه انـدازي پروموتـور  Lacuv5

BL21تهیـه سـلول هـاي مـستعد      پلاسـمیدهاي حـاوي قطعـات و   بعـد از اسـتخراج   ).11(مـی شـود  
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  . انجام شد BL21 پلاسمید به ناقل انتقال

 LB میلی لیتر محیط     5 در   PET21c حاوي پلاسمید نوترکیب     BL21یک پرگنه از باکتري      :القاي پروتئین 

 میلـی لیتـر     100باکتري کشت داده شـده بـه        .  مایع حاوي آنتی بیوتیک آمپی سیلین کشت شبانه داده شد         

اضافه شد و در دماي ) لیتر/  میلی گرم100(جدید حاوي آنتی بیوتیک آمپی سیلین  LBمحیط 
oC37 و با 

 سـترون   IPTG رسـید بـه محـیط    6/0 باکتري به  ODزمانی که .   بهم زده شددور در دقیقه 150سرعت 

 باکتري ها دوبـاره  IPTGکردن   بعد از اضافه .)بود M mol1  در محیط  IPTGمقدار نهایی (اضافه شد 

پنج سـاعت بعـد از اضـافه    .   مخلوط شدنددور در دقیقه 120 درجه سانتی گراد و با سرعت  37در دماي   

 دور در دقیقه با سانتریفیوژ رسوب داده شدند و فاز بالائی دور ریختـه  4000 باکتري ها در   IPTGکردن 

 اضـافه شـد و بخـوبی مخلـوط شـد و دوبـاره       4/7یدیته  با اسTE میلی لیتر بافر   5به رسوب باکتري    . شد

        بـاکتري هـا تـا انجـام مراحـل بعـدي در      رسـوب   .  فاز بالا دور ریختـه شـد       سانتریفیوژ انجام شد وسپس   

  ).21(  درجه سانتی گراد نگهداري شد –20

 100 میلـی لیتـر از کـشت مـایع تولیـد شـده بـا                 5رسوب باکتریایی معـادل       :SDS-PAGE الکتروفورز

 میکرولیتـر از بـافر   بـار    100مقـدار  .  دقیقه جوشانده شـد    5میکرولیتر آب مقطر مخلوط شده و به مدت         

 میلـی  20 میلی لیتـر، گلیـسرول   10) مولار1( Tris-HCLمیلی لیتر،  %40) SDS) 10(گذاري  تهیه شده  

به نمونه  )      میلی لیتر      61/8قطر   میلی لیتر، آب م    39/1 میلی گرم، بتامرکاپتواتانول     20لیتر، بروموفنول بلو    

نمونه هاي آماده شده .  درجه سانتیگراد قرار گرفت94ها  اضافه شد و دوباره به مدت پنج دقیقه در دماي        

 ولت به مدت چهار ساعت الکتروفورز 150با ولتاژ    12SDS-PAGE%به میزان پنج میکرولیتر روي  ژل  

  .شدند

 56حلول رنگ آمیزي به مدت یک ساعت روي شیکر با سرعت            ژل درم   :SDS-PAGE رنگ آمیزي ژل  

اسـید اسـتیک و   % 10آب مقطر، % 45متانول ، % 45محلول رنگ آمیزي شامل  . دور در دقیقه قرار داده شد     

  .پنج میلی گرم کوماسی بلو بود

 ژل رنگ آمیزي شده تا زمان ظهور بندهاي پروتئین و پاك شدن پس زمینـه در محلـول                 : رنگ زدایی ژل  

متـانول  % 45محلول رنگ زدایی شامل .  دور در دقیقه قرار گرفت     56رنگ زدایی بر روي شیکر با سرعت        

  .اسید استیک بود% 10آب مقطر و  % 45، 

 میلـی لیتـر از کـشت    5رسوب باکتریایی بدست آمده از  :شکستن دیواره باکتریائی با کمک اولترا سوند  

. وژ شـد  دور در دقیقه سـانتریف    13000س در     مخلوط شد وسپ     بافر TEمایع تولید شده  در یک میلی لیتر         

.  زده شـد  بافر به رسوب اضـافه شـد و بـه خـوبی هـم            TEفاز بالا دور ریخته شد و دوباره یک میلی لیتر         

% 20سوسپانسیون باکتریایی در لوله هاي اپندورف روي یخ قرار داده شد و با دستکاه اولتراسوند با سیکل             

 دور در 13000مخلوط به دست آمده در دماي چهار درجه سـانتیگراد در        . مار شد به مدت هشت دقیقه تی    
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 دقیقه سانتریفیوژ شد سپس فاز بالا به طور کامـل از رسـوب جـدا و در لولـه جدیـدي       10دقیقه به مدت    

  .ریخته شد

  

  

  

  

  

  

  

  

  

سوپ - 2 کیلودالتون 45 و 20، 10 مارکر پروتئینی با اندازه-  1(هاي بیان شده    پروتئینSDS-PAGE الکتروفورز :3شکل 

     Med-23سوپ بالاي - Med-6   6 اجسام نامحلول -5  شاهد سوپ بالاي- 4 اجسام نامحلول شاهد -3بالاي شاهد 

  )Med-32 اجسام نامحلول - Med-32  9 سوپ بالاي -Med-23  8 اجسام نامحلول - 7

  

ه پروتئین هاي فـاز جامـد و فـاز مـایع بـه              ک  بعد از این  :  تا کردن پروتئین تراریخت از اجسام نامحلول      

نتـایج نـشان داد     .  رانده شدند  SDS-PAGEوسیله اولتراسوند از هم جدا شدند به طور جداگانه روي ژل            

که درصد بالایی از پروتئین در فاز جامد به فرم اجسام  نامحلول و درصد پائینی از پروتئین در فاز محلول   

 -وسپانسیون پروتئینی اجسام نامحلول در یک میلی لیتـر بـافر گوانیـدین             میکرولیتر س  10مقدار  . قرار دارد 

،Guanidine-HCL( :M6/6، Tris-HCL(pH8) :mM50، DTT :mM1 ،Glutathione:mM1(سـاکارز 

Sucrose:5 (%     سـاکارز دقیقـا     -بافر گوانیـدین  .  دقیقه با سرعت مینیمم مخلوط گردید      15حل شد و براي 

ول پروتئینی آماده شده به دو قسمت مساوي تقسیم شـده و هـر قـسمت در                 محل. قبل از مصرف تهیه شد    

بافرهـاي  .  ساعت دیالیز گردیـد    24 حجم از یکی از دو بافر زیر داخل کیسه دیالیز براي مدت              200مقابل  

    .دیالیز هر هشت ساعت یک بار تعویض شدند

  ساکارز% 5 حاوي  pH 5 میلی مول 25بافر فسفات 

  ساکارز% 5  حاوي pH 7 مول  میلی25بافر فسفات 

  :بررسی خاصیت ضد قارچی پروتئین هاي تولید شده 

  بررسی میزان جوانه زنی اسپور

چهار روز  بعد از .  استریل کشت داده شدندPDA روي محیط Fusariumو Alternariaقارچ هاي 

داگانه داخل ویالهاي کشت، اسپورهاي تولید شده با استفاده از اسکالپل از سطح محیط جدا و به طور ج

براي به دست آوردن غلظت مناسبی از اسپورها، تعداد اسپورهاي . حاوي آب مقطر استریل ریخته شدند
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به . موجود دریک قطره از هر کدام از ویال ها، روي لام هموسایتومتر زیر میکروسکوپ شمارش شد

هر کدام به طور  Med-32 وMed-6 ،   Med-23از پروتئین هاي نمونه)   میکرولیتر100( میزان مساوي 

 24 دور در دقیقه به مدت 120جداگانه داخل ویال هاي حاوي اسپور ریخته و سپس روي شیکر با 

.   ساعت  زیر میکروسکوپ اندازه گیري شد24درصد جوانه زنی اسپورها بعد از . ساعت  قرار داده شد

 اسپور 200تایج آزمایش در هر تکرار  براي  آزمایش هر کدام از نمونه ها در سه تکرار انجام شد و ن

  .شمارش گردید

  : Fusariumو Alternara تاثیر پروتئین ها بر رشد هیف قارچ هاي

 یک قطعه از قارچ هاي ذکر شده به شکل دایره برش زده و وسط PDAداخل یک پتري حاوي محیط 

جنس نیتروسلولز، رنگ سفید و داراي به فاصله مساوي از مرکز، چهار عدد دیسک از . پتري قرار داده شد

.   قرار داده شدMILLI PORE از شرکت VSWP200 با شماره شناسایی mµ 025/0منافذي به اندازه 

 میکرولیتر از نمونه هاي پروتئینی 100مقدار . این دیسک ها خاصیت نگه داشتن پروتئین را دارند

، 2، 1ی به ترتیب روي دیسک هاي شماره و پروتئین هاي شاهد منف Med-6،Med-23،Med-32نمونه

پنج روز بعد .  میکرولیتر از نمونه ها روي دیسک ها ریخته شد100دو روز بعد دوباره .  ریخته شد4 و 3

  .رشد قارچ ها در نزدیک دیسک ها بررسی شد

   

  

  

  

  

   تحت تاثیر پروتئین هاي نوترکیبAlternara و Fusarium رشد هیف قارچ - 4شکل 

  

    و بحثنتایج

گلوکاناز شناخته شده در سایر - 3و1به  پروتئین هاي  بتا % 50سه توالی کدکننده با شباهت بالاي     

همسانه سازي ت از طریق واکنش هاي پلیمراز، با تکثیر قطعا. گیاهان، درژنوم یونجه یکساله شناسایی شد

ي نوترکیب، پلاسمیدهاي همسانه شده به منظور تولید انبوه پروتئین ها.  انجام شدPET21cآنها در نا قل

تولید پروتئین هاي .  القاء گردیدندIPTG منتقل شدند و تحت تاثیر BL21 سویه E.coliبه باکتري 

همچنین مشخص شد پروتئین هاي تولید شده .  مورد تائید قرار گرفتSDS-PAGEنوترکیب با تکنیک 

ین هاي تولید شده در اجسام نامحلول با روش پروتئ. به صورت اجسام نامحلول و محلول تولید می شوند

فعالیت ضد قارچی پروتئین ها در سه تکرار روي جوانه زنی اسپور قارچ ها . حل کردن ساده تا زده شدند
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 و هیف Alternariaجوانه زنی قارچ . و در دو تکرار روي رشد هیف قارچ ها، مورد بررسی قرار گرفت

و رشد هیف هاي   Fusariumاما جوانه زنی اسپور قارچ . ترل شدآن تحت تاثیر هر سه نوع پروتئین کن

  هیچ تاثیري Med-6  کنترل شد در حالی که  پروتئین  Med-32 و Med-23آن تحت تاثیر دو پروتئین  

با توجه به این که سه قطعه مورد بررسی در این تحقیق با استفاده از .  نداشت Fusariumروي قارچ 

ه انتخاب شدند و فعالیت آنها در گیاه یونجه یکساله مورد بررسی قرار نگرفته  رایان-روش هاي زیست

. است، پیشنهاد می شود بیان پروتئین هاي مذکور در سطح رونویسی و ترجمه مورد بررسی قرار گیرد

همچنین به منظور بررسی دقیق تر فعالیت ضد قارچی پروتئین هاي نوترکیب تولید شده در این تحقیق، 

 خاصیت ضد میکروبی آنها Brad fordن ها ابتدا خالص شوند وسپس با انداره گیري آنها با روش پروتئی

به منظور بررسی دقیق تر فعالیت ضد قارچی پروتئین هاي . غلظت هاي مختلف آزمایش شوددر 

ا در نوترکیب و استفاده از نتایج آن در ایجاد گیاهان تراریخت، پیشنهاد می شود فعالیت این پروتئین ه
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