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  عامل تخريب ديواره سلولي در انگور  گالاكتوزيداز،-همسانه سازي ژن بتا

  
 )3( قاسمعلي گروسي ،)2(، رحيم حداد )1(رضا حيدري 

 گروه بيوتكنولوژي كشاورزي، -2، قزوين، )ره( دانشجوي كارشناسي ارشد بيوتكنولوژي كشاورزي، دانشگاه بين المللي امام خميني -1
   گروه بيوتكنولوژي كشاورزي، دانشگاه-3، قزوين، )ره(دانشگاه بين المللي امام خميني 

  ، قزوين)ره( بين المللي امام خميني 
  

 ميوه ها، نرم شدن بافت آنها است كه حاصل مجموعه اي از تغييرات آنزيمي و غير آنزيمي در هاي مهم يكي از ويژگي
سوخت وساز و ساختار ديواره سلولي است، بنابراين، اين موضوع اثرات قابل توجهي بر حمل ونقل وانبارداري ميوه ها 

 - براساس مطالعات انجام شده، آنزيم بتا.پس از برداشت بر جاي مي گذارد، چرا كه بسياري از ميوه ها فساد پذيرند
بدين ترتيب به نظر مي . گالاكتوزيداز نقش بسيار مهمي در تخريب ديواره سلولي وبه دنبال آن نرم شدن حبه انگور دارد

 گالاكتوزيداز از طريق تكنيك بازداري آنتي سنس بتوان ميزان ماندگاري ميوه پس از -رسد كه با كاهش فعاليت آنزيم بتا
رداشت را افزايش داد و در نتيجه ميزان ضايعات و فسادپذيري ميوه در هنگام برداشت، حمل و نقل و انبارداري به ميزان ب

 pUC19 جداسازي و در ناقل PCRدر اين تحقيق ژن كد كننده اين آنزيم از طريق تكنيك . قابل توجهي كاسته مي شود
  .اه انگور انتقال داد و اثرات آنرا بر روي نرم شدگي حبه انگور مطالعه نمودكلون گرديد تا در تحقيقات آتي بتوان آنرا به گي

  
  قدمه م

ميوه ها منابع ضعيف پروتئين و چربي بشمار مي روند، اما به سبب محتواي بالاي ويتامين و مواد معدني، در رژيم غـذايي               
بـذور، از فعاليـت سـوخت و سـاز نـسبتا بـالايي       و در مقايسه با ساير منابع غذايي گياهي مانند   بشر اهميت بسزايي دارند   

 حاصـل مجموعـه اي      ، كه يكي از ويژگي هاي مهم رسيدگي آنها بـشمار مـي رود،              ميوه ها   نرم شدن  .برخوردار مي باشند  
در انگـور    . سوخت وساز وساختار ديواره سلولي است كه تغيير بافـت را در پـي دارد               آنزيمي و غير آنزيمي در    ازتغييرات  

ايـن مـسئله     گالاكتوزيداز نقش بسيار مهمي در تخريب ديواره سلولي و به دنبال آن نرم شدن حبه انگور دارد و                  -آنزيم بتا 
 -نظر مي رسد كه با كاهش فعاليت آنزيم بتا    ه  بنابراين ب . دافزايش فسادپذيري ميوه مي شو     و ماندگاري ميوه كاهش  موجب  

   .وان ميزان ماندگاري ميوه را افزايش دادبت گالاكتوزيداز از طريق تكنيك بازداري آنتي سنس،
  

  ها  روش مواد و
با استفاده از ) Verasion( شيرين دانه سفيد در مرحله ترش  بافت حبه انگور واريته بي،  كلي RNAاستخراججهت 

 PVP, 2%(  بافر استخراجml1 حاوي ml2 گرم به يك تيوب 1/0به ميزان  هاون و ازت مايع بصورت پودر در آمده و

CTAB, 25mM EDTA pH 8, 2M NaCl, 300mM Tris-HCl pH 82% 2%β-mercaptoethanol,( 
لايه  استخراج گرديده و )v/v 1:24(ايزوآميل الكل    :پروتئين ها دومرتبه با يك حجم برابر از كلروفرم        سپس   .اضافه گرديد 

قدار ايزوپروپانول به آن افزوده و به مدت         م 6/0 و   M3 مقدارسديم استات    1/0 ، و بالايي به يك تيوب جديد منتقل گرديد      
جمـع  سرعت بيـشينه    با   پليت اسيد نوكلئيك بوسيله سانتريفيوژ     .دنگهداري گردي درجه سانتيگراد    -80 دقيقه در دماي     30

 به نمونه ها اضافه گرديـد وتيـوب         M 8 حجم ليتيوم كلرايد     3/0در مرحله بعد    .  حل گرديد  DEPCآوري شده ودر آب     
تريفيوژ بـا  ن كـل بـه وسـيله سـا    يRNA سـپس  ،نگهداري شـدند  درجه سانتيگراد 4 يك طول شب در دمايها به مدت 

  در نهايت،  .حل گرديد  DEPC بشسته شده و در مقدار مناسب آ      % 70رسوب و با استفاده از الكل اتانول        سرعت بيشينه   

 ٥٣
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مـورد  % 2/1الكتروفـورز ژل آگـاروز   و  كل استخراج شده بـا اسـتفاده از دسـتگاه اسـپكتروفتومتر        RNAكميت و كيفيت    
 گالاكتوزيداز انگور بـا  -ي ژنومي ژن بتا   DNAپس از انجام واكنش نسخه برداري معكوس، از توالي          . بررسي قرار گرفت  

جهت تكثيـر ايـن ژن      و آغاز گرهاي اختصاصي     شد  استفاده NCBI  موجود در بانك ژن    AM430243شماره شناسايي   
جهت سهولت همـسانه سـازي، مكـان        ،  PCR پس از خالص سازي محصول       .احي گرديد  طر ،PCRبا استفاده از تكنيك     

يداز تعبيه گرديد و پـس      زگالاكتو - از طريق آغاز گرهاي اختصاصي در دو انتهاي ژن بتا          KpnI برشي آنزيم محدود كننده   
. ند سـازي شـد   هضم گرديد و خـالص KpnI  توسط آنزيم محدود كننده pUC19از آن ژن مورد نظر و ناقل پلاسميدي         

و مطـابق بـا دسـتورالعمل شـركت         ) محصول شـركت فرمنتـاز    ( T4 ليگاز DNA واكنش اتصال با استفاده از آنزيم        سپس
 براي انتقال پلاسميد حاوي ژن به اين سلول هـا، از تكنيـك شـوك                ،پس از تهيه سلول هاي مستعد      .سازنده، انجام گرفت  

 انجام گرفـت و كلنـي هـاي    SDSيي و ااستفاده از محلول قليپلاسميد با  در مرحله بعد استخراج    .حرارتي استفاده گرديد  
  . و هضم آنزيمي مورد بررسي قرار گرفتندPCRنوتركيب با استفاده از دو تكنيك 

  

  نتايج و بحث
آنها، به   5 در انتهايKpnI، پس از طراحي آغازگرهاي اختصاصي و تعبيه مكان برشي آنزيم محدود كننده در اين بررسي 

، عمـل   PCRپس از اسـتخراج و خـالص سـازي محـصول            .  استفاده شد  PCRمنظور استخراج ژن مورد نظر، از تكنيك        
 انجام شـد و سـپس فرآينـد         KpnI با استفاده از آنزيم محدودگر       pUC19هضم آنزيمي ژن مورد نظر و ناقل پلاسميدي         

بررسـي  . ، انتقال داده شدDH5α، سويه E. coliاتصال انجام گرفت و پلاسميد نوتركيب طي فرآيند تراريزش به باكتري 
.  و هضم آنزيمي نشان داد كه ژن همسانه شده همان ژن مورد نظر است              PCRكلني هاي نوتركيب با استفاده تكنيك هاي        

 انجام گرفت و نتايج توالي يابي با اسـتفاده از   DNAجهت اطمينان كامل از صحت توالي همسانه سازي شده، توالي يابي            
 با ژن ،bp 336 نشان داد كه اين ژن با طول DNAتوالي يابي .  مورد تجزيه و تحليل قرار گرفتClustalw2فزار نرم ا

كه مي توانـد بيـانگر    ،شباهت دارد% 99، حدود bp 345 با طول NCBI در AM430243مورد نظر با شماره شناسايي 
  . ايزوفرمي جديد از اين ژن در رقم بي دانه سفيد باشد
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β-galactosidase gene cloning, the agent of cell wall modifying in grapevine 
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Abstract 
One of the important characteristics of fruits, is their tissue softening that is result of some 
enzymatic and nonenzymatic varieties in metabolism, catabolism and structure of cell wall. 
Therefore, this subject has the most effects on fruits transition and storage in post- harvest step, as 
the most fruits are curropting. β-galactosidase enzyme has the important role in cell wall 
modifying and berry tissue softening. Therefore, it seems that with the reduce of β-galactosidase 
enzyme activity by antisense inhibition technique, it is possible to increase fruit settlering in post 
harvest step and decrease the loss value and fruit decaying during harvest time. In this research 
project, the coding gene of forementioned enzyme was extracted by PCR technique and was 
cloned in pUC19 vector to be able to transfer into the grapevine plant for the future research and 
characterize the effects on the grape berry softening.  
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