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با استفاده  (Trogonella foenum-graecum) گیاه شنبلیله (Def2)مطالعه ساختار ژن دفنسین 

  cDNAژنومی و  DNAاز فرم 
 

Structural Analysis of Def2 Gene from Trigonella foenum-graecum by Characterization 

of Its Genomic and cDNA  

 
 43و زهرا مقدسی جهرمی 3ا زمانی، محمدرض*2، مصطفی مطلبی1مریم اعتباری

 

 14/02/95تاریخ پذیرش:                     09/10/92تاریخ دریافت: 

  

 چکیده

کننده های عملیک گروه غالب از پروتئین باشندلکولی پایین و غنی از سیستئین میجزء خانواده پپتیدی با وزن موکه ها دفنسین

در کنند. های قارچی نقش مهمی ایفا میهای پاتوژندر حفاظت از بذر گیاهان در برابر عفونتدهند. این پپتیدها غشایی را تشکیل می

 منظوربدین. گردیدو تعیین توالی  سازیهمسانهشناسایی،  (Trigonella foenum-graecum) شنبلیلهاز گیاه  Def2 این تحقیق ژن

DNA به روش  گیاه شنبلیله ژنومیCTAB آغازگرهای اختصاصی از و با استفاده  استخراجfDefM  وrDefM  2ژنDef  تکثر شد. قطعه

الگوهای هضم تأیید با از  پسدست آمده . سازه بهسازی شدهمسانه pJET1.2 ناقلدر جفت باز  050 تکثیر شده به طول مورد انتظار

خراج و تاس ده روزه گیاه شنبلیلهجوانه از  mRNAساختار این ژن، جهت مطالعه  گذاری شد.نام pJETME3به نام  PCRآنزیمی و 

cDNA  د. شآن سنتزcDNA ناقلدر جفت باز  219مورد انتظار به طول  حاصل pJET1.2 استفاده از  باتأیید  سازی و پس ازهمسانه

 DNAگذاری شده و جهت تعیین توالی مورد استفاده قرار گرفت. مقایسه توالی نام pJETME4به نام  PCRالگوی هضم آنزیمی و 

آن  Open reading frameجفت باز و  484حاوی یک اینترون به طول  شنبلیلهگیاه  Def2این ژن نشان داد که ژن  cDNAژنومی و 

 هایبا توالی شنبلیلهاز گیاه  Def2دست آمده از ژن همقایسه توالی اسیدآمینه ای ب .کنداسیدآمینه را کد می 02پپتیدی به طول 

  cDNAاز این توالی ژنی و  .درصد را نشان داد 100تا  4/98مورد مقایسه قرارگرفت و مشابهتی بین  ثبت شده در بانک ژنی مرتبط

های منظور افزایش مقاومت علیه بیماریتوان در مراحل تحقیقاتی بعدی جهت انتقال به گیاه کلزا بهمی Def2یید شده مربوط به ژن تأ

 قارچی استفاده نمود.
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 مقدمه

ط به حمله های مربودر طول کشت گیاهان زراعی آسیب

ها از مهمترین عوامل کاهش محصولات کشاورزی محسوب قارچ

شود. مشاهدات نشان داده است که برخی گیاهان در برابر می

شود. به آنها وارد نمی های قارچی مقاوم بوده و آسیبیپاتوژن

ها قرار مقاوم هنگامی که در معرض پاتوژن گیاهان این

بیان را  هاییشده و ژن ها فعالگیرند سیستم دفاعی آنمی

هایی است که منجر به ها پروتئیند که محصول این ژنکننمی

 گرددمقاوم شدن گیاه در برابر پاتوژن و یا مهار رشد پاتوژن می

 ;Maleck and Dietrich, 1999) مونتسانو ؛مالک و دیتریچ

Montesano, 2003 .)های مرتبط با ها، پروتئیناین پروتئین

گذاری ( نامPathogen Related (PR) proteinsزایی )بیماری

انواع مختلفی  و براساس نوع عملکرد و ساختار به هشد

 ,Carvalho and Gomes) اروالهو و گمزک شوندبندی میتقسیم

هستند که گیاهی  هاییکی از این انواع دفنسین که (2009

با خاصیت  (اسیدآمینه 80الی  02پپتیدهای کوچک )بین 

این پپتیدهای ضدقارچی در بسیاری از  باشند.میقارچی ضد

 گیاهان وجود دارند. میزان زیاد بیان این پپتیدها در خانواده

Fabaceace  بین انواع آنها توالی حفاظت شده و همچنین

رتی کالی و  باشددهنده اهمیت این پپتیدها برای گیاه مینشان
(Olli and Kirti, 2006).  در میان اعضای خانوادهFabaceace 

الی و  باشد.دفنسین متفاوت می ژن 2گیاه شنبلیله دارای 
مذکور فعالیت ضدقارچی  هایدفنسین نشان دادند که کرتی

 ،Rhisoctonia solani هایتوجهی را در برابر قارچقابل
Phaeoisariopsis personata و Fusarium monoliformae 

  .(2006، رتیکالی و ) اندنشان داده

نوع و میزان فعالیت مهاری و غلظت مورد نیاز برای مهار     

همچنین به نوع پپتید دفنسین گیاهی  پاتوژن، به نوع قارچ و

از آنها که برخی به نحوی .(Park, 2002) پارک بستگی دارد

باعث مهار رشد و  Raphanus sativus مانند دفنسین گیاه

ها های تغییر شکل یافته در قارچهمچنین باعث ایجاد هیف

ضمن مهار  Dahlia merckiiکه دفنسین گیاه شود درحالیمی

 اسبرن کندگونه تغییر شکلی را ایجاد نمیرشد قارچ، هیچ
(Osborn, 1995). 

ها از دو اگزون و یک و یا دو اینترون ساختار ژنی دفنسین    

ر کامل یک پپتید طوبه تشکیل شده است. اگزون اول تقریباً

کند. توالی توسط یک اینترون با اندازه متغیر سیگنال را کد می

اگزون دوم دومین اصلی دفنسین را کد  شود وگسیخته می

 ,Chen, 2004; Pelegrini) بیر و ویور ؛پلگرینی ؛چن کندمی

2008; Beer and Viver, 2008).  

با توجه به اهمیت دفنسین در ایجاد مقاومت علیه     

تحقیق شناسایی، تکثیر،  های قارچی، هدف از اینپاتوژن

باشد می شنبلیلهگیاه  Def2سازی و بررسی ساختار ژن همسانه

که نهایتاً بتوان از آن جهت انتقال به گیاهان زراعی استفاده 

 نمود.
 

 هاروشمواد و 

-Trigonella foenumر گیاه و شنبلیله )ودر این تحقیق از بذ

graecum)  استفاده شد. بذرهای این گیاه از بانک ژن گیاهی

  ملی ایران تهیه گردید.

 

  DNAروش استخراج 

، بذور این گیاه در گلدان حاوی شنبلیلهبرگ گیاه برای تهیه 

شد ( کشت داده شد. پس از ر1:1پرلیت ) -ورمیکولیت

توسط ازت مایع  آوری وهای جوان جمعها، برگگیاهچه

روش به ژنومی آن DNAصورت پودر درآمده و استخراج هب

CTAB  دویل و دویلانجام شد (Doyle and Doyle, 1987 .)

DNA میکرولیتر آب مقطر سترون حل و  50دست آمده در هب

 ید.گراد برای استفاده بعدی نگهداری گرددرجه سانتی -20در 

 

 mRNAروش استخراج 

( 1:1پرلیت ) -در گلدان حاوی ورمیکولیت شنبلیلهبذرهای 

 30 روزه شنبلیله با اسید جاسمونات 10کشت داده شد. جوانه 

عمل گیری بهساعت از آن نمونه 24مولار القاء شد و بعد از میلی

از با استفاده  ،های القاء شدهجوانه از mRNAاستخراج آمد. 

mRNA (mRNA Isolation Kit, Roche Co. )ی جداساز کیت

 .انجام شدشرکت سازنده مطابق با دستورالعمل 

 

 ی اختصاصیآغازگرهاطراحی 

صورت گرفت  Oligo5افزار راحی آغازگرهای اختصاصی با نرمط

که  Def2 تکثیر ژنطراحی شده جهت  مشخصات آغازگرهایو 

در شنبلیله های گزارش شده مربوط به گیاه ردیفی توالیاز هم

های ( با شماره ثبت2002) رتیکالی و  توسط NCBIسایت 

AF535089 وAY182163   استفاده شده است، به شرح زیر

 باشد.می

MDeff 5´GCTCTAGAATGGAGAAGAAATCACTAGCAG3´ 

MDefr5´GGAGCTCTTAACATCTTTTAGTACACCAACAAC3´ 
 

 اختصاصی PCR شرایط انجام

 PCRدر مخلوط واکنشی به سازی اختصاصی پس از بهینه

 نانوگرم MgSO ،30 4مولارمیلی 2میکرولیتر، شامل  25حجم 
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DNA ،3/0 مولار میلی 2/0آغازگر،  میکرومولارdNTP 5/2، و 

 (10X)میکرولیتر بافر  5و  Pfu-DNA polymerase واحد آنزیم

، KClمولار میلی Tris-HCl، 8/8 pH= ،100مولار میلی 200)

و یک  X100درصد تریتون  4SO24)(NH ،1مولار میلی 100

سپس واکنش  صورت گرفت.( BSAلیتر از گرم در میلیمیلی

 40مدت گراد بهدرجه سانتی 94شامل دمای  دور، 30برای 

ثانیه و در نهایت،  40مدت گراد بهدرجه سانتی 55ثانیه، دمای 

ثانیه انجام گردید. بعد  40مدت گراد بهدرجه سانتی 02دمای 

 10 مدتگراد بهدرجه سانتی 02دور، واکنش در  30مام از ات

درصد یک روی ژل آگارز  PCRدقیقه قرار گرفت. محصول 

 الکتروفورز گردید. 

  

   cDNAتهیه 

در حجتم  Oligo (dt) کل با استتفاده از آغتازگر cDNAساخت 

 کرولیتتتر آغتتازگرمی RNA ،1 کرولیتتترمی14) کتترو لیتتترمی 20

(Oligo (dt ،2 بافر  کرولیترمیRT، 1آنتزیم کرولیتر میM-Mulv 

(Roshe)  کرولیتر می 1وRNase Inhibitor  .انجتام شتدcDNA 

و  MDef-F/R بتتا استتتفاده از آغازگرهتتای Def2مربتتوط بتته ژن 

در شرایط ذکر  Pfu ((Fermentasمراز پلی DNAوسیله آنزیم هب

 .   تکثیر شدجهت انجام کلونینگ در قبل  هشد

 

 د و کلون کردنروش استخراج پلاسمی

صتتورت گرفتتت  Alkaline lysisروش استتتخراج پمستتمید بتته

(. بتترای Sambrook and Russell, 2001) ستتمبروک و راستتل

PCR -TMJET loneCکلتتون کتتردن ژن تکثیتتر شتتده از کیتتت

cloning (Frementas)   .استفاده شد 

برای کلون کردن این ژن ابتدا استخراج و تخلیص محصتول     

Pfu-PCR ستفاده از کیتبا ا (PCR Product Purification Kit 

(Roche) ) .انجام گرفتDNA  خالص شده )فرمDNA  ژنومی و

cDNA پس از )ligation  بتا وکتتورpJET1.2هتای ، بته ستلول

منتقتل گردیتد.  DH5α  E. coliمستعد تازه تهیه شده بتاکتری

 تریپتونباکتو) SOBهای حاوی وکتور نوترکیب در محیط کلنی

، %5/0مخمتر  -متولار، عصتاره بتاکتومیلتی 10کلریدسدیم  ،2%

متولار، میلتی 10متولار، کلریتدمنیزم میلی 10سولفات منیزیم 

میکروگترم در هتر  100حتاوی  متولار(میلتی 5/2کلریدپتاسیم 

ستیلین گستترش داده شتدند. در ایتن مرحلته لیتر آمپتیمیلی

دنظر های حتاوی قطعتات متورعنوان کلونهای حاصله بهکلونی

ییتد توستط الگتوی قطعات کلون شده پس از تأانتخاب گردید. 

PCR  و هضتتم آنزیمتتی جهتتت تعیتتین تتتوالی )توستتط شتترکت

SeqLab Gottingen, Germany بتتا استتتفاده از آغازگرهتتای )

 مورد استفاده قرار گرفت.   pJET1.2اختصاصی 

 

 تجزیه و تحلیل بیوانفورماتیک

عات موجود در بانک ژنی با اطم Def2بررسی مشابهت توالی ژن 

انجتتام شتتد. مقایستته تتتوالی  Blastافتتزاری توستتط برنانتته نتترم

های ثبت شده در با توالی Def2ای ژن نوکلئوتیدی و اسیدآمینه

انجام گرفتت.  CLUSTAL Wافزاری بانک ژنی توسط برنامه نرم

 آنزیم Catalytic Core Domainبینی ساختمان سه بعدی پیش
Def2  از برنامه با استفادهSWISS-Model  .صورت گرفت 

 

  نتایج 

ی هستند که توانایی چقارجمله پپتیدهای ضدها ازدفنسین

زا را های بیماریحفاظت بذور گیاهان مختلف در مواجهه با قارچ

زنی از حمله ین پپتیدها، بذور را هنگام جوانهباشند. ادارا می

 Trigonella) لهکند. گیاه شنبلیزا حفاظت میهای بیماریقارچ

foenum-graecum) جمله گیاهانی است که خاصیت از

(. 2006، رتیکالی و ) قارچی دفنسین آن گزارش شده استضد

جهت شناسایی شنبلیله ژنومی گیاه  DNAدر این تحقیق از لذا 

آغازگرهای اختصاصی  استفاده شد.  (Def2)دفنسینو تکثیر ژن 

(MDef-F/R) برای تکثیر ژن کامل Def2 با استفاده از توالی-

با  PCRراحی و واکنش طهای مربوط به این ژن در بانک ژن 

تکثیر  DNAانجام گرفت. طول  مرازپلی pfuاستفاده از آنزیم 

 Def2براساس توالی مربوط به ژن  شده توسط این آغازگرها
قطعه باشد. بررسی مورد انتظار می جفت باز 005شنبلیله گیاه 

دهد که ، نشان میایط بسیار اختصاصر شده فوق در شرکثیت

نمایند با طول مورد انتظار را تکثیر می  DNAاین آغازگرها، 

 (.1 )شکل
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 100bp ladder (Fermentas)= مارکر M ،(1)ردیف  F/R-MDefاز گیاه شنبلیله با استفاده از آغازگرهای  Def2تکثیر ژن  :1شکل 

Fig. 1: Amplification of Def2 gene from Trigonella foenum-graecum using MDef-F/R as primers, M= 100bp  
ladder (Fermentas)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (MDef-F/R ،2 با استفاده از آغازگرهای PCRالگوی  (1توسط:  Def2حاوی فرم ژنومی ژن  pJETME3تأیید سازه نوترکیب  :2شکل 

 bp ladder  (Fermentas) 100مارکر= XbaI ،Mالگوی هضم آنزیمی با استفاده از آنزیم 
Fig. 2: Confirmation of pJETME3, containing genomic DNA of Def2 gene by 1) PCR pattern using MDef-F/R primers, 

2) digestion pattern using XbaI, M= 100bp ladder (Fermentas) 

 

 
 100bp ladder= مارکر M، (1)ردیف  F/R-MDefاز گیاه شنبلیله با استفاده از آغازگرهای  Def2ژن  cDNAتکثیر  :3شکل 

(Fermentas) 
Fig. 3: Amplification of cDNA of Def2 gene from Trigonella foenum-graecum using MDef-F/R primers, M= 100bp 

ladder (Fermentas) 

 

از ژل آگارز جهت  PCRاستخراج و تخلیص محصول     

 اتصال واکنشمحصول انجام گرفت. سازی این ژن همسانه

DNA  خالص شده و ناقلpJET1.2 های مستعد تازه به سلول

های شد. از کلونی منتقل  E. coli DH5α تهیه شده باکتری

M        1           2  

 

3000 
 

1000 
 

500 705b 

 

219bp 

705bp 
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قطعه کلون اندازه  .استخراج پمسمید انجام شد دست آمدهبه

و ( 2)شکل  تأیید شد و هضم آنزیمی PCR الگوی سطشده تو

-هقرار گرفت. اطمعات بتأیید تعیین توالی مورد صحت آن با 

دست آمده از تعیین توالی نشان داد که طول قطعه تکثیر شده 

باشد. ( می5)شکل  جفت باز 005 برابر Def2مربوط به ژن 

اری گذنام pJETME3نام ه سازه حاصل پس از تأیید نهایی ب

 گردید.

 

 
 (F/R-MDef، 2با استفاده از آغازگرهای  PCRالگوی  (1توسط:  Def2ژن  cDNAحاوی  pJETME4تأیید سازه نوترکیب  :4شکل 

 100 bp ladder (Fermentas)مارکر = XhoI ،Mو  XbaI هایالگوی هضم آنزیمی با استفاده از آنزیم

Fig. 4: Confirmation of pJETME4, containing cDNA of Def2 gene by 1) PCR pattern using MDef-F/R primers, 2) 

digestion pattern using XbaI and XhoI, M= 100bp ladder (Fermentas) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

الی اینترونی با حروف توالی اگزونی با حروف بزرگ و تو :ای پروتئین مربوطهآمینهو توالی اسید گیاه شنبلیلهاز  Def2ژن  توالی :5شکل 

 مشخص شده است Underlineصورت به Signal peptide توالی کوچک نشان داده شده است.

Fig. 5: Nucleotide and deduced amino acid sequences of Def2 gene from Trigonella foenum-graecum. The exon and 

intron sequences are shown in capital and small letters respectively. Signal peptide sequence is underlined 

 

 

ATG GAG AAG AAA TCA CTA GCT GGC TTG TGC TTC CTC TTC CTC GTT  

M   E   K   K   S   L   A   G   L   C   F   L   F   L   V 

CTC TTT GTT GCA C gtaattaagtccatcattctttgtattaattatatactgta  

L   F   V   A   Q 

tttgttatatttaattatcgtcttacgtgctttttttataaaaaaaaatagagacaaaaataaataaatcaaagaagtctt

gaagacgtcaaaattatatatcaatttaatttttatatatgtctctattttaatttttctaataatgatatttgatttttt

ttttggaacatcagagaatttgtaaataagagacataaaaaaaattctaataatgttattaaaaaatttgtattatttgtt

tttgaaagagaaaaaaaaaattagtgagtagtgacatattagtatgttagtagttttttttttttttttaaagaagtatgt

tagtagttgttaatgttagttttttgttgtgggtgggagttaaacccacaattatttttttgttaatgttataattatatc

tatatgtaatattctaatattgttgtaatggtacatgcag AA GAA ATT GTG GTG ACT GAA 

                                     E  I   V   V   T   E 

GCC AAA ACT TGT GAG AAT TTG GCT GAT AAA TAC AGG GGA CCA TGC  

A   K   T   C   E   N   L   A   D   K   Y   R   G   P   C 

TTC AGT GGC TGT GAC ACT CAT TGC ACA ACC AAA GAA CAC GCA GTT  

F   S   G   C   D   T   H   C   T   T   K   E   H   A   V 

AGC GGC AGA TGC AGG GAT GAT TTT CGT TGT TGG TGT ACT AAA AGA  

S   G   R   C   R   D   D   F   R   C   W   C   T   K   R 

TGT TAA 

C   *  
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 ایرشته درون سولفیدی دی پیوندهای نمایش (Β، 2 وصفحات Α مارپیچ نمایانگر (1 شنبلیله. گیاه DEF2 پپتید فضایی ساختار :4 شکل

 DEF2  پپتید در

Fig. 6: 3D structure of Def2 peptide from Trigonella foenum-graecum. 1) α-helix and β-sheet structures, 2) 

demonstration of disulfide bond in Def2 peptide  
 

روزه گیاه شنبلیله که  10از جوانه  mRNAجهت استخراج     

 ستپتردید. ستتوسط اسید جاسمونیک القاء شد استفاده گ

RT-PCR  و سنتزcDNA  جهت بررسی حضور اینترون ژن

Def2 منظور با استفاده از پرایمر . بدینم گرفتانجاOligo 

(dt)18  و آنزیمReverse Transcriptase  اولین رشته ازcDNA 

و  MDef-F/R سنتز گردید. سپس توسط آغازگرهای اختصاصی

دست آمده هتهیه گردید. نتایج ب cDNAمراز، پلی Pfuآنزیم 

جفت باز  219دست آمده به طول هب cDNAنشان داد که 

سنتز شده نیز در ناقل  cDNA(. 3کثیر شده است )شکل ت

pJET1.2 یید توسط الگوی أسازی و پس از تهمسانه PCR و

گذاری و جهت نام pJETME4( به نام 4هضم آنزیمی )شکل 

دست هتعیین توالی قطعه کلون شده استفاده گردید. توالی ب

 ORFاین ژن که در برگیرنده  cDNAآمده نشان داد که طول 

جفت باز  219باشد با احتساب کدون خاتمه برابر ن میآ

 باشد. می

نشان شنبلیله  Def2ژن  cDNAهای ژنومی و مقایسه توالی    

جفت  484دهد که ژن مذکور دارای یک اینترون به طول می

در  544الی  59باشد. توالی اینترون از نوکلئوتیدهای باز می

 .(5واقع شده است )شکل  Def2توالی ژن 

 Def2ژن  cDNAژنومی با توالی  DNAمقایسه توالی     

دهد که این ژن یک دست آمده در این تحقیق نشان میهب

لکولی و( با وزن م5اسید آمینه )شکل  02طول ه پپتید بپلی

 نماید. کیلودالتون را کد می 2/8

دهد بررسی ساختار فضایی پپتید دفنسین شنبلیله نشان می    

باشد. این پپتید از دو اسیدآمینه می 02تید که طول این پپ

اسید  45اسید امینه( و پپتید بالغ ) 20قسمت پپتید نشانه )

اسیدآمینه  8آمینه( تشکیل شده است. پپتید بالغ دارای 

، 45، 41، 30های سیستئین بوده که در موقعیت اسیدآمینه

اند و منجر به در پپتید واقع شده 02و  48، 44، 40، 49

گردند که ای میرشتهسولفیدی درونپیوند دی 4گیری شکل

دنبال داری ساختار سه بعدی پپتید را بهخود پایاین به نوبه

-را شکل می CSαβسولفیدی موتیف دارد. این پیوندهای دی

شود این پپتید دارای یک طورکه مشاهده میدهند. همان

 (.4 باشد )شکلمی βصفحه  3و  αمارپیچ 

دست آمده از ژن دفنسین با هوالی اسیدآمینه بمقایسه ت    

های ثبت شده در بانک ژنی با استفاده از برنامه توالی

CLUSTAL W  نشان داد که این پپتید با پپتید دفنسین

 100به میزان   Cicer ariethinum و Cajanus cajanگیاهان 

 .M و Medicago sativaدرصد و با دفنسین گیاهان 
truncatula (. 0شباهت دارد )شکل  4/98یزان به م 
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ای پپتیدهای مشابه در بانک ، با توالی اسید آمینهاز گیاه شنبلیله Def2ای پپتید ( درصد مشابهت و تفاوت توالی اسید آمینهA :0شکل 

 Trigonella foenum، Cicer arietinum،Cajanus ای دفنسین گیاهانحاصل از آنالیز توالی های اسید آمینه درخت ژنی( B، ژنی

cajan، Medicago trincathula، M. sativa، Thapsia villosa، Arachisdiogoi diigoi و Pisum sativum 

Fig. 7: A) Percentage of sequence similarity and divergence between amino acid sequence of Def2 peptide and those of 

other plant defensins in GenBank. B) Phylogenetic tree and sequence distances of Def2 amino acid sequences 

comparing with defensins from Trigonella foenum, Cicer arietinum, Cajanus cajan, Medicago trincathula, M. sativa, 

Thapsia villosa, Arachisdiogoi diigoi and Pisum sativum 

 

 بحث

 های گیاهی ازجملههای بیولوژیکی متنوع دفنسینفعالیت

رتی کالی و های قارچی توانایی بالقوه آنها در مهار رشد پاتوژن
میکروبی و حتی فعالیت ضدانگلی، آنها های ضدفعالیت (،2006)

استفاده در مهندسی  عنوان کاندیداهای مناسبی برایرا به

ها آفات و بیماریاریخت مقاوم به تولید گیاهان تر و ژنتیک

ها جزء خانواده پپتیدی با وزن مولکولی دفنسین کند.مطرح می

باشند و یک گروه غالب از پایین و غنی از سیستئین می

از  دهند. این گروهکننده غشایی را تشکیل میهای عملپروتئین

تیس  اندو گیاهان یافت شده در پستانداران، حشرات هاپروتئین
همچنین این پپتیدها در  .(Theis and Stahl, 2004) استال و

های قارچی های پاتوژنحفاظت از بذر گیاهان در برابر عفونت

 . (Broekaert, 1997) بروئکارت کنندنقش مهمی ایفا می

و  های دفنسین، شناسایی و کلون کردنبا توجه به اهمیت ژن

برای انتقال به گیاه  منظور استفاده از آنهاها بهاین ژن مطالعه

های قارچی ضروری جهت ایجاد مقاومت در مقابل پاتوژن

که در گزارشات نشان  شنبلیلهباشد. در این تحقیق از گیاه می

 40باشد )داده شده است که دارای فعالیت ضدقارچی بالایی می

شناسایی،  cDNAدر دو فرم ژنومی و  Def2(، ژن پ 48و 

گردید. مطالعه ساختار این ژن  یو تعیین توال کلون ،تکثیر

 005این ژن دارای طولی برابر  فرم ژنومی نشان داد که

باشد. نوکلئوتید می 484طول ه نوکلئوتید و یک اینترون ب

 اندفنسین گیاه با ژناین ژن  ایاسید آمینه توالی مقایسه

Cicer ariethinum و  Cajanus cajan الی گزارش شده توسط
درصد  100( نشان داد که این دو ژن 2003و  2002)رتی کو 

د ضمن اینکه با دفنسین گزارش شده از گیاه نمشابهت دار

Medicago sativa  و گیاه (2005) و همکاران هانکزتوسطM. 

truncatula  درصد  4/98 (2004) و همکاراناسپلبرینک توسط

 دهد. شباهت را نشان می

که  هستندیدی پپتهای گیاهی کدکننده پلیدفنسیناغلب     

ای است که شود. بخش اول پپتید نشانهبه دو بخش تقسیم می
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Cajanus cajan 

Cicer arietinum 

Medicago trincathula 

Medicago sativa 

Thapsia villosa 

Arachisdiogoi diigoi 

Pisum sativum 

Percent identify 
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پلی پپتید قرار دارد و پپتید را به فضای خارج در انتهای آمینی

پپتید بالغ است که  بخشکند. بخش دوم، سلولی راهنمایی می

 نقش دفاعی را بر عهده دارد. 

د آمینه اسی 55-45بالغ، دارای  دفنسینبخش پردازش شده     

باشد. مشخصاً کیلودالتون می 0-5بوده که دارای وزن مولکولی 

صورت حفاظت شده در داخل توالی اسید آمینه سیستئین به 8

پیوند  4شته که منجر به ایجاد این پپتیدها وجود دا

شود که این به نوبه خود باعث ای میسولفیدی درون رشتهدی

-د. این پیوندهای دیگردپایداری ساختار سه بعدی پپتید می

دهند. را شکل می CSαβای، موتیف سولفیدی درون رشته

طور وجود این موتیف در پپتیدهای دارای نقش ضدمیکروبی به

    .(Michaelson, 1992) میکلسون گسترده به اثبات رسیده است

های آمینه به استثنای اسیددفنسین در پپتیدهای بالغ     

باشند. متغیر می مینه دیگر عمدتاًهای آتوالی اسید سیستئین،

پپتیدهای  دلیل تکامل سریععلت این امر احتمالاً به

 ،ها استناشی از رقابت فشرده بین پاتوژن که خودمیکروبی ضد

 .(1992، میکلسون) باشدمی

های دفنسین دهد که از ژنمطالعات منتشر شده نشان می    

ه گیاهان زراعی دست آمده از برخی گیاهان جهت انتقال بهب

ها دارای استفاده شده است و نشان داده شده است که این ژن

قارچی بسیار قوی بوده و قادرند علیه چندین فعالیت ضد

 ؛کانزاکی ؛گائوبیماری قارچی مقاومت مطلوبی را ایجاد نمایند 

(. مطالعات Gao, 2000; Kanzaki, 2002; Zhu, 2007) ژو

زراعی مهمی نظیر گندم، دهد که گیاهان مختلف نشان می

تیس و  ؛مونتیرو ؛ونگ و انجی ؛لی کلزا، چغندرقند و نیشکر
 ;Leah, 1991; Wang and Ng, 2001) بکر و اسپل ؛استال

Monteiro, 2003; Theis and Stahl, 2004; Beckers and 

Spoel, 2006گیرند و های قارچی قرار می( در معرض بیماری

مورد  Def2شوند. ژن مل میخسارات بسیار زیادی را متح

شناسایی و کلون  شنبلیلهمطالعه در این تحقیق که از گیاه 

مناسب، بیانی گیاهی های تواند با استفاده از ناقلشده است می

های جهت انتقال به گیاهان زراعی ایران که در معرض بیماری

 برداری قرار گیرد.  باشند مورد بهرهقارچی می
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