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  همسانه سازي ژن پكتات لياز، عامل تخريب ديواره سلولي در انگور

  
  )1( رامين حسيني ،)1(، قاسمعلي گروسي )2(، سيد شرف الدين موسوي )1(رحيم حداد 

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

  
 آنزيمي است كه سبب پوسيدگي نرم و تحليل بافت گياهان از طريق تخريب ديواره سلولي در (EC 4.2.2.2)پكتات لياز 

ت لياز انگور تحت ي مورد نظر با طراحي آغازگر از ژن پكتاcDNAدر اين بررسي همسانه سازي . اندام ها مي گردد
 جفت باز مي 422ژن حاصله داراي .  صورت گرفتcDNA بوسيله تكثير سريع انتهايي Vitis vinifera از GPL1عنوان 

در مرحله نخست پس از طراحي آغازگرها با استفاده از .  آمينو اسيد از پيش ماده پروتئين را كد مي نمايد140باشد كه 
cDNA كه از استخراج RNAه بود واكنش  حاصل شدPCRسپس قطعه مورد نظر با آنزيم هاي برشي با .  انجام شد

 هضم شده و طي فرايند ليگاسيون به  pUC19استفاده از سايت هاي برشي تعبيه شده در دو طرف خود بهمراه پلاسميد
ي نوتركيب با كلني ها.  همسانه سازي گرديدE. coli در اين بررسي ژن پكتات لياز در باكتري .يكديگر متصل شدند

 جهت اطمينان از صحت توالي همسانه  آنپس از. مورد بررسي قرار گرفتند وهضم آنزيمي PCR دو تكنيك از استفاده
 Clustalw2 و Blast با استفاده از نرم افزارهاي DNAنتايج توالي يابي .  استفاده گرديدDNAسازي شده، از توالي يابي 

   .مورد تجزيه و تحليل قرار گرفتند
  

   pUC19،cDNA، آنزيم هاي برشي، كلوني، PCR پكتات لياز، :واژه هاي كليدي

  

  مقدمه 
از ميوه هاي نافراز گرا   ميوه انگور.يكي از محصولات مهم دنيا، كه سطح زير كشت آن سالانه افزايش مي يابد، انگور است         

ايـن ميـوه،   شـيرين   -  در مرحله ترش.مي باشد كه خصوصيات رشدي نمودار دابل سيگموئيدي را از خود نشان مي دهد
همچنـين افـزايش وزن    تسريع در رشد و نمـو و  ش رنگ، نرم شدن،رتعدادي از رويدادها اتفاق مي افتد كه شامل گست

جملـه ميتـوان بـه آلفـا         نآتحقيقات نشان داده اند كه آنزيمهـاي بـسياري در ايـن رويـداد دخيـل انـد كـه از                       .حبه ميباشد 
ــداز، بتاگالا ــداز،گالاكتوزي ــان       كتوزي ــو گلوك ــلولاز، گزايل ــتراز، س ــل اس ــين متي ــاز، پكت ــات لي ــاز، پكت ــي گالاكتورون پل
بررسي هاي بيشتر نشان داده اند كه از اين بين، آنزيم پكتات لياز داراي تاثير قابل                 .ره نمود اغيره اش  و اندوترانسگليكوزيلاز

بـه دنبـال آن نـرم        در رابطه با تخريب ديواره سـلولي و        رشيرين گياه انگو  -توجهي نسبت به ساير آنزيم ها در مرحله ترش        
پـذيري ميـوه     افزايش فـساد    ميوه و   و ماندگاري  اين مسئله موجب  كاهش عمر نگهداري       كه   شدن حبه انگور دارا مي باشد     

 ـ   پس از همسانه سازي،بنابراين به نظر مي رسد كه     . مي شود  ازداري  با كاهش فعاليت آنزيم  پكتات لياز از طريـق تكنيـك ب
  .آنتي سنس، بتوان ميزان ماندگاري ميوه را افزايش داد

  

  ها روش مواد و
 شـيرين  –شواريته بي دانه سفيد در مرحله تـر  بافت حبه انگوردر اين راستا . گرديد  كل RNAاستخراج در ابتدا اقدام به 

 (  بـافر اسـتخراج  ml1 حاوي ml2وب  گرم به يك تي1/0ميزان  ببا استفاده از هاون و ازت مايع بصورت پودر در آمده و
PVP2%, β-mercaptoethanohl 2%, SDS 1%, CTAB 2%, 25Mm EDTA pH 8, 2M NaCl,        
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Tris-HCl pH 8 100mM  (65 دقيقه در حمام آب گرم بـا دمـاي   30 بمدت مورد نظر تيوپ پس از آن. اضافه گرديد 
مرتبه با يك حجـم برابـر از    در مرحله بعد پروتئين ها دو.  شدورتكس دقيقه به آرامي 5هر  وگرفت درجه سانتيگراد  قرار     

قيقه د 5 درجه سانتيگراد به مدت 4 در دماي rpm  14000دور  استخراج گرديده و با )v/v 1:24(ايزوآميل الكل  :كلروفرم
حجـم   6/0و   M3 سديم اسـتات  حجم محتويات،    1/0 سپس . به يك تيوب جديد منتقل گرديد      مايع رويي . سانتريفيوژ شد 

پليـت اسـيد     .شـد درجـه سـانتيگراد نگهـداري         -80 دقيقـه در دمـاي       30به آن افزوده و به مدت         ايزوپروپانول محتويات،
در   درجـه سـانتيگراد جمـع آوري شـده و    4 دقيقـه در دمـاي   30 بمدت  rpm  14000با دور نوكلئيك بوسيله سانتريفيوژ

lµ200   آب DEPC   حجم ليتيوم كلرايد     3/0عد  در مرحله ب  .  شده حل گرديد M 8     تيوب هـا بـه       و افزوده شد  به نمونه ها
 ريفيوژ بـا دور  نتي كل بـه وسـيله سـا   RNA پس از آن . درجه سانتيگراد نگهداري شدند4 مدت يك طول شب در دماي

rpm14000    ود لامينارفلو  ه درشسته شده و% 70اتانول وسيله  ب، درجه سانتيگراد رسوب داده4 دقيقه در دماي     30 به مدت
در اين تحقيق واكنش نسخه برداري معكوس با اسـتفاده از آنـزيم              .شد شده حل    DEPC آب    مقدار مناسب  خشك  و در   

جداسـازي ژن   جهـت    . سـنتز شـد    cDNA انجام گرفت و ملكـول هـاي         dTو پرايمر اوليگو  ) RT(نسخه بردار معكوس    
 NCBIموجود در بانك ژن   AY043234 با شماره شناسايي ي ژنومي ژن پكتات لياز انگورDNA از توالي   ،پكتات لياز 

جهـت  .  رشته تكثير گرديد    با استفاده از واكنش زنجيره اي پليمراز        سپس . استفاده و آغاز گرهاي اختصاصي طراحي گرديد      
 از طريـق آغـاز      EcoRIمكان برشي آنزيم محـدود كننـده        ها  ن   و ناقل پلاسميدي و اتصال آ      PCRهضم آنزيمي محصول    

 توسط  pUC19رهاي اختصاصي در دو انتهاي ژن  پكتات لياز تعبيه گرديد و پس از آن ژن مورد نظر و ناقل پلاسميدي                      گ
در مرحله بعد واكنش اتـصال بـا        .  هضم گرديده و پس از خالص سازي، رسوب داده شده اند           EcoRIآنزيم محدود كننده    

 پـس از   كـه )E. coli (سميد حاوي ژن به سلول هـاي مـستعد   انتقال پلا .، انجام گرفتT4ليگاز DNA استفاده از آنزيم 
 پـس از آن     .اسـتفاده گرديـد   ) 1972كوهن و همكاران،    (، از تكنيك شوك حرارتي       منظور براي اين ،  تهيه سلول هاي مستعد   

  . صورت گرفتSDS استخراج پلاسميد با استفاده از محلول قليايي و 
  

 نتايج و بحث

 نوكلئوتيد كـه بـه ترتيـب        22آغازگرهاي رفت با طول     . استفاده از برنامه اليگو طراحي شدند     در مرحله نخست آغازگرها با      
  6بمنظـور افـزايش بيـان ژن قبـل از ايـن تـوالي وبلافاصـله        ACC   نوكلئوتيد با توالي 3 نوكلئوتيد از ابتداي ژن 10شامل

جام فعاليـت آنـزيم برشـي در انتهـاي رشـته            نوكلئوتيد جهت سايت برشي وهمچنين توالي هاي اختياري اضافي كه براي ان           
 نوكلئوتيـد وبـدون نيـاز بـه         23آغازگرهاي برگـشت نيـز بهمـين ترتيـب منتهـي بـا طـول                . ضروري است، طراحي گرديد   

بـا  .  بـود EcoRIسايت برشي كه براي هر دو آغازگر در نظر گرفته شده بود مربوط به آنـزيم  .  طراحي شدند ACCتوالي
 انجام شد وسپس قطعـه مـورد نظـر بـا         PCR حاصل شده بود واكنش      RNA كه از استخراج     library cDNAاستفاده از 

استفاده از سايت هاي برشي تعبيه شده در دو طرف خود بهمراه پلاسميد مورد نظر هضم شده و طي فرآيند ليگاسـيون بـه                        
كلنـي هـاي نوتركيـب بـا     . رديـد  همسانه سـازي گ E. coli ژن پكتات لياز در باكتري تحقيق در اين .يكديگر متصل شدند

 جهت اطمينان از صحت تـوالي همـسانه    آنپس از. مورد بررسي قرار گرفتندهضم آنزيمي    وPCR دو تكنيك از استفاده
 و  Blast بـا اسـتفاده از نـرم افزارهـاي           DNAنتـايج تـوالي يـابي       .  اسـتفاده گرديـد    DNAسازي شـده، از تـوالي يـابي         

Clustalw2    و توالي يابي    .  قرار گرفتند   مورد تجزيه و تحليلcDNA        نشان داد كه اين ژن با طـول bp 422     عامـل   بـا ژن
شـباهت دارد كـه   % 99، حدود bp 429 با طول NCBI در AY043234 با شماره  شناسايي پكتات لياز انگور رقم شيراز  

  .بيانگر ايزوفرمي جديد از اين ژن در رقم ايراني بي دانه سفيد مي باشد
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 Abstract 
Pectate lyase (EC 4.2.2.2) is an enzyme involved in the maceration and soft rotting of plant tissue 
via degradation of cell wall in organisms.  In this study, the cloning of a novel full-length cDNA of 
pectate lyase gene was designed using primers catch from GPL1 cDNA of Vitis vinifera by rapid 
amplification of cDNA ends.  The achieved cDNA exhibited 422 bp encoding a 140 amino acid 
protein precursor.  In the first step, the primers were designed using forementioned cDNA (GPL1).  
Total RNA was extracted and cDNA was achieved by PCR reaction.  Then, aforesaid segment 
digested by restriction enzyme site in the two restriction site of fragment.  The pUC19 vector 
plasmid were digested and adjoined with fragment applying ligation process.  Pectate lyase gene 
cDNA was cloned in the E. coli.  Recombinant clones were analyzed by both PCR and enzyme 
digesting method to confirm cloning.  The inserted fragment was analyzed by sequencing to 
indicate recombination. The result of DNA sequencing was evaluated by Blast and Clustalw2 
software. 
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