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دانه از بافت حبه انگور بیجداسازی و توصیف یک ژن پکتات لیاز  سازی مولکولی،همسانه 

 (Vitis vinifera L. cv. Bidaneh Sefid) سفید

 
Molecular Cloning, Isolation and Characterization of a Pectate Lyase Gene from 

Grape (Vitis vinifera L. cv. Bidaneh Sefid) Berry Tissue 
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 چکیده

های موثر در تجزیه برخی مواد آنزیمهای عامل و ی در دوره رشد آن، فعال نمودن ژنهای گیاههای مهم سلولیکی از فعالیت

های مختلفی در تخریب دیواره سلولی و نرم شدن اساس مطالعات انجام شده، آنزیم بر .در مراحل اولیه تشکیل میوه است ذخیره شده

های پکتات لیاز از ژنیکی از ناقص  cDNAدر این مطالعه، . باشدپکتات لیاز میها، آنزیم ترین این آنزیماز مهم .بافت میوه نقش دارند

 برداریمراز نسخهای پلیبا استفاده از تکنیک واکنش زنجیره( Vitis vinifera L. cv. Bidaneh Sefid) سفید دانهبافت حبه انگور بی

های بیوشیمیایی و ویژگی ساختار مولکولی، و سازیهمسانه pUC19جداسازی و در ناقل ( Reverse Transcriptase-PCR)معکوس 

 392ک پروتئین با بوده و ی bp934 طول ، بهVvPel1 نوکلئوتیدی این ژن، تحت عنوانتوالی . فیلوژنتیکی آن مورد بررسی قرار گرفت

کیلو  87/31ترتیب برابر به بینی شده این پروتئینپیش یزوالکتریکوزن مولکولی محاسبه شده و نقطه ا. کنداسیدآمینه را رمز می

نشان داد که این پروتئین از نظر ساختاری مشابه با  VvPel1ی بررسی ساختارهای دوم و سوم توالی پروتئین. باشدمی 12/6دالتون و 

های پکتات لیاز دست آمده شباهت زیادی را با توالیهتوالی پروتئینی ب. باشدهای پکتات لیاز گزارش شده از موجودات دیگر میتوالی

بررسی . نشان داد Populus trichocarpa و Ricinus communis ،Fragaria ananassa ،Prunus persicaاز قبیل  سایر گیاهان

 .پکتات لیازهای گیاهی تعلق دارد Iفیلوژنتیکی نیز مشخص کرد که این ژن به زیرگروه 
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 مقدمه

ها شدن بافت آنها، نرم های مهم میوهیکی از ویژگی

آنزیمی  تغییرات آنزیمی و غیر ای ازحاصل مجموعهاست که 

تغییر بافت را  بوده وساختار دیواره سلولی  ساز و در سوخت و

های سلولی دیواره .(Barnavon et al. 2000) در پی دارد

عامل  علاوه برها بوده و دهی بافتول یکپارچگی و شکلومس

عنوان مانعی فیزیکی در به ،میوهآوری تعیین کننده در عمل

مین قطعات ابا ت نموده وزا عمل یبرابر تهاجم عوامل بیمار

های های نموی و دفاعی در سلولپکتیکی نیز موجب پاسخ

در گیاهان . (Seymour & Gross, 1996) دنشومیوه نارس می

از مواد اولیه دیواره سلولی شامل پلی% 49عالی، در حدود 

بوده و مابقی آن را  و پکتین سلولزهمی سلولز، ساکاریدهای

 .Nunan et al) دهدهای ساختاری تشکیل میپروتئین

پلیمرهای پکتیکی و  ،هارسیدگی میوهدر فرآیند  .(2001

هضم شده و  ، زنجیره طویل پکتینشکسته شده سلولزیهمی

جدا و آرابینوز از دیواره سلولی  قندهای خاصی مانند گالاکتوز

استحکام دیواره سلولی و اتصالات بین  ،این تغییرات. شوندمی

سلولی را کاهش داده و منجر به نرم شدن بافت میوه و 

یواره عمل هماهنگ هیدرولازهای مختلف د توسطرسیدن آن 

 شودمی( EC 4.2.2.2)ها پکتات لیازویژه به سلولی
(Nunan et al. 2001). این حوادث در رشد و نمو حبه انگور  

(Vitis vinifera L.) در مرحله  ویژهبه ،باشندمی قابل توجه

شدگی سریع و سایر تغییرات از قبیل  که با نرم 3دگرفرمی

افزایش رشد، تجمع گلوکز و فروکتوز، کاهش سطوح 

 تهای رنگی همراه اساسیدهای آلی و آغاز تغییر رنگ در رقم

(Barnavon et al. 2000) . 

جداسازی،  زیادی در زمینه هایپژوهش کنونتا

های تخریب آنزیم سازی، بررسی فعالیت کاتالیتیکیسانههم

شدگی بافت به تاخیر انداختن نرم نیز کننده دیواره سلولی و

در گیاهان  سنسبا استفاده از تکنیک بازداری آنتی میوه

 .Nunan et al) و همکاراننونان  .مختلف انجام شده است

تخریب دیواره  های درگیر درعالیت آنزیمبررسی فبا ( 2001

 ندنشان داد 3رقم کوردو سلولی در طول رشد و نمو حبه انگور

 رسیدگیفرآیند در طول پکتات لیاز  آنزیم هایکه رونوشت

این و نشان دهنده نقش مهم وجود داشته  به میزان زیادی

شدگی بافت میوه در فرآیند تخریب دیواره سلولی و نرم آنزیم

، 2فرنگی رقم چاندلرپژوهش دیگری در گیاه توت در. است

دو  (Benitez-Burraco et al. 2003) و همکارانبوراکو  بنیتز

                                                 
1. Veraison 

2. V. vinifera cv. Gordo 
3. Fragaria ananassa cv.Chandler 

از بافت را  FaPelBو  FaPelAژن پکتات لیاز تحت عناوین 

گذاری  لکه بررسیبا ده و سازی نموزی و همسانهمیوه جداسا

 دارای که تنها FaPelBکه برخلاف ژن  ندسادرن نشان داد

توسط یک خانواده چند ژنی  FaPelAباشد، ژن یک نسخه می

این گیاهان تراریخته  چنین بررسیهم .گرددمی رمزکوچک 

 Jimenez-Bermudez) و همکارانبرمودز  یمنزجتوسط  رقم

et al. 2002 )سنس حاوی یک توالی آنتیها نشان داد که آن

تراریخته در های میوه کهطوریهبوده بژن پکتات لیاز  از

گونه تفاوت هیچ مرحله رسیدگی کامل در مقایسه با شاهد

در  نداشته و حتی داری از نظر رنگ، اندازه، شکل و وزنمعنی

داری طور معنیهای رسیده بهمیوه ،های تراریختهاغلب لاین

 .های شاهد بودندتر از میوهسفت

سازی یک مطالعه، جداسازی و همسانه هدف از این

کننده پکتات لیاز، تحت عنوان  رمزناقص  cDNAتوالی 

VvPel1دانه سفید، از بافت حبه انگور بی 

(Vitis vinifera L. cv. Bidaneh Sefid )تا در  دباشمی

-آتی بتوان از آن در جهت به تاخیر انداختن نرم هایپژوهش

-شدگی بافت حبه انگور با استفاده از تکنیک بازداری آنتی

خصوصیات بیوشیمیایی و چنین، هم .نمودسنس استفاده 

دست هبعدی توالی پروتئینی ب بعدی و سه ساختارهای دو

عنوان الگو از گیاه لیاز به تآمده با استفاده از یک ژن پکتا

وژی و همول بررسی. بینی شدپیش( Juniperus ashei)سرو 

در  نیز برای تعیین جایگاه آن ژن همسانه شده فیلوژنتیکی

 .های پکتات لیاز انجام شدنگروه ژ

 

 هامواد و روش

 کل RNAاستخراج مواد گیاهی و 

دانه بیاز گیاه انگور بافت حبه در مرحله دگرفرمی 

تحقیقات انگور، وابسته به  ایستگاهاز مزارع انگور  سفید

، و منابع طبیعی استان قزوین کشاورزیسازمان تحقیقات 

آوری و پس از جمع، (استان قزوین)واقع در شهر تاکستان 

های آلومینیومی ، درون ورقهگرمی یکهای نمونه توزین

. ایع تثبیت گردیدبندی شده و بلافاصله درون ازت مبسته

 -79به آزمایشگاه انتقال داده شده و در دمای  ها سریعاًنمونه

 کل RNA. گراد تا زمان استفاده، نگهداری شدنددرجه سانتی

 در مقیاس کوچک CTABمبتنی بر روش  از با استفاده

  .(Heidari Japelaghi et al. 2011) استخراج گردید
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 Reverse Transcriptaseو واکنش  cDNA سنتز رشته اول

-PCR 
 RNAمحلول  gµ1با استفاده از  cDNAرشته اول 

، RNase-free DNase I (Fermentas)کل تیمار شده با آنزیم 

RevertAidبردار معکوس آنزیم نسخه
TM 

M-MuiV 

(Fermentas) و آغازگرهایOligo (dT)18  (Qiagen ) سنتز

گراد درجه سانتی 93برداری در دمای خهواکنش نس. گردید

-سازی آنزیم نسخهمدت یک ساعت انجام و عمل غیر فعالبه

گراد به مدت درجه سانتی 89در دمای (RT) بردار معکوس 

بدین ترتیب از رشته اول مولکول . دقیقه صورت گرفت 39

cDNA  مولکولDNA-RNA عنوان الگو در ساخته شده به

تکثیر . استفاده گردید Reverse Transcriptase-PCRواکنش 

و Pfu (Fermentas )با استفاده از آنزیم  VvPel1 ژن

آغازگرهای اولیگونوکلئوتیدی طراحی شده بر اساس توالی 

( AY043234با شماره دستیابی )پکتات لیاز ژن نوکلئوتیدی 

  انجام شد 8نسخه  Oligoافزار با استفاده از نرم
(Rychlik, 2007) . شامل سه نوکلئوتید آغازگرهای اختصاصی

 1′در انتهای  BamHIاضافی و جایگاه شناسایی آنزیم برشی 

. آلمان سنتز شدند Metabionبودند که توسط شرکت 

-Tris( pH 8.8)حاوی  µl19مخلوط واکنش در حجم نهایی 

HCl 20 mM  ،mM (NH4)2SO4 10 ،mM KCl 10،2 mM 

MgSO4، Triton X-100 0.1% ،0.1 mg/ml BSA ، 

500 µM  از هرdNTP ،pM 50  رفت و )از هر آغازگر

 واحد از آنزیم 1.25الگو و  ng 100 DNA، (برگشت

pfu DNA polymerase واکنش . مورد استفاده قرار گرفت

Reverse Transcriptase-PCR دستگاه  با استفاده از

ریزی در قابل برنامه( ، انگلستانTechne-TC512)ترموسایکلر 

چرخه دمایی انجام شد که شرایط دمایی و زمانی هر  21

-درجه سانتی 49واسرشتگی در دمای  مرحله: چرخه شامل

درجه  17حله اتصال در دمای ثانیه، مر 29مدت گراد به

 83حله تکثیر در دمای مدت یک دقیقه و مرگراد بهسانتی

چنین مرحله هم. مدت یک دقیقه بودگراد بهدرجه سانتی

 2مدت گراد بهدرجه سانتی 49تگی اولیه در دمای واسرش

گراد بهدرجه سانتی 83نهایی در دمای ثیر دقیقه و مرحله تک

آغازگرهای اختصاصی مورد . دقیقه انجام گرفت 39مدت 

 آغازگر رفت با استفاده شامل 

 'GTCAATGTCCACATTGCTAAGGATCCTAC-5-'3توالی 

 ت باــــــــــــــــــــــــــــــر برگشـــــــــــو آغازگ

 'CACCACATGGAAATATCCATGGATCCATC-5-'3توالی 

 .بود
 

 VvPel1کننده رمز cDNAیابی سازی و توالیهمسانه

 Reverseسازی محصول خالص پس از

Transcriptase-PCR  با اندازه مورد نظر از روی ژل با استفاده

 GF-1 PCR Clean Up)از کیت استخراج اسید نوکلئیک 

Kit-Vivantis) ، ژن مورد نظر و ناقل پلاسمیدیpUC19 

(Fermentas ) توسط آنزیم برشیBamHI (Fermentas )

سپس واکنش . سازی شدندخالص مجددا و هگردید تیمار

انجام T4 (Fermentas )لیگاز  DNAاتصال با استفاده از آنزیم 

های گرفته و محلول اتصال به روش شوک حرارتی به سلول

، انتقال داده DH5αسویه  Escherichia coli باکتریمستعد 

-انجام آزمون سفید با. (Sambrook & Russell, 2001) شد

شده انتخاب  های نوترکیبعنوان کلونیبهتعدادی کلونی  ،آبی

 SDSقلیایی با  روش تحلیلبا  های نوترکیبپلاسمید و

 و برش PCRو با استفاده از دو تکنیک  استخراج گردیده

 & Sambrook) قرار گرفتند تردقیق آنزیمی مورد بررسی

Russell, 2001). یابی توالیDNA  پلاسمید نوترکیب با

در دو جهت رفت  T7انداز باکتریوفاژ استفاده از آغازگرهای راه

3 توسط شرکت و برگشت
Seqlab آلمان، انجام شد. 

 

بینی ساختارهای دوم و سوم پروتئین پیش و بررسی توالی

 VvPel1دست آمده از ه ب

 د ــــــدی حاصل از فرآینــــــی نوکلئوتیـــــــتوال

 Translateه ــامـــتفاده از برنـــــــــیابی با استوالی

(http://www.expasy.ch/tools/dna.html ) مورد ترجمه قرار

ی ـــی توالــــات بیوشیمیایــــه و خصوصیـــــگرفت

های هــاده از برنامـــدست آمده با استفهای بهــــاسیدآمین

ProtParam (Gasteiger et al. 2005)،ProtScale 

(http://arbl.cvmbs.colostate.edu/molkit/hydropathy/index.ht

ml) و TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/ services/)  مورد

 بینی موقعیت پیش چنینهم .بررسی قرار گرفت

با استفاده از ترکیبی از سه برنامه  VvPel1زیرسلولی ژن 

TargetP (Emanuelsson et al. 2007) ،iPSORT  

(Bannai et al. 2002)  وYLOC (Briesemeister et al. 

با  VvPel1ساختار دوم توالی پروتئینی  .تانجام گرف ،(2010

 ,SOPMA (Geourjon & Deleageهای استفاده از برنامه

تعیین  PSIpred (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/)و  (1995

  I-TASSERگردیده و ساختار سوم توسط برنامه 

(Zhang, 2008)  پروتئینو با استفاده از ساختار کریستالی 

عنوان به (J. ashei: PDB ID 1PXZ)سرو  گیاه پکتات لیاز از

 اسیدهای آمینه . بینی قرار گرفتمورد پیش الگویک 

                                                 
1. Sequence Laboratories Gottingen 
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نیز  ، حفظ شده در طی تکاملمهم از نظر ساختاری و فعالیت

و  Conseq (Ashkenazy et al. 2010)های توسط برنامه

PatchFinder (Nimrod et al. 2008) شناسایی شدند. 

 

 بررسی فیلوژنتیکی

منظور یافتن دست آمده بهای بهتوالی اسیدآمینه

های اطلاعاتی با استفاده از های مشابه در بانکپروتئین

 3بیوتکنولوژیدر مرکز ملی اطلاعات  BLASTpالگوریتم 

مورد جستجو قرار گرفته و تعدادی توالی پروتئینی از منابع 

ترین شباهت را با توالی مورد نظر داشتند، مختلف که بیش

توالی پروتئینی  سازی چندگانهردیفهم. انتخاب شدند

VvPel1  منظور شناسایی نواحی به دست آمدهههای بتوالیو

 ClustalW2افزار نرم ازبا استفاده  حفظ شده در طی تکامل

انجام  (http://www.abi.ac.uk) 3بیوانفورماتیک اروپاموسسه در 

  Neighbor Joiningروش یک درخت فیلوژنتیکی به. شد

  MEGA4.1 Beta 2زار ـــــــــافاده از نرمـــــبا استفو 

(Tamura et al. 2007)  ساخته شده و بررسیBootstrap  با

برای  حدود اطمیناندست آمدن همنظور بتکرار به 3999

شماره  (.Felsenstein, 1985) انجام گردید ها نیزشاخه

های اطلاعات های پروتئینی موجود در پایگاهدستیابی توالی

 ، مورد استفاده جهتEMBLو  NCBI ،SwissProtتوالی 

در  ژنتیکی،سازی چندگانه و روابط فیلوردیفهای همبررسی

 .آمده است یکجدول 

 

 نتایج و بحث

و خصوصیات  و بررسی توالی نوکلئوتیدی سازیهمسانه

 VvPel1 دست آمدهه ببیوشیمیایی پروتئین 

cDNA کننده رمزVvPel1  با استفاده از تکنیک

Reverse Transcriptase-PCR دانه از بافت حبه انگور بی

سازی همسانه pUC19سفید، جداسازی و در ناقل پلاسمیدی 

نشان داد  nBLASTیابی و بررسی با برنامه و نتایج توالی شده

، یک ژن سازی شده در جهت معمولیکه قطعه همسانه

، VvPel1کننده رمز cDNA. (3شکل ) باشدپکتات لیاز می

با  GenBank NCBIپایگاه توالی نوکلئوتیدی ثبت شده در 

بوده که با  bp 934طول به ،HQ333522شماره دستیابی 

آغاز شده و با ( کننده اسیدآمینه والینرمز) GTCکدون 

خاتمه یافته و یک ( کننده اسیدآمینه والینرمز) GTGکدون 

(. A3 شکل)نماید می رمزاسیدآمینه را  392پروتئین با 

                                                 
1. National Center for Biotechnology Information 

(NCBI) 
2. European Bioinformatics Institute 

دست آمده با هبررسی خصوصیات بیوشیمیایی پروتئین ب

وزن مولکولی  نشان داد که ProtParamاستفاده از برنامه 

بینی شده پروتئین یزوالکتریک پیششده و نقطه امحاسبه 

VvPel1  با فرمول مولکولیC689H1054N206O202S10ترتیب ، به

 آلیفاتیکشاخص . باشدمی 12/6دالتون و  کیلو 87/31برابر 

منظور برآورد مقاومت پروتئینعنوان یک عامل مهم بهآن، به

محاسبه گردید که نشان دهنده  91/73ها در برابر حرارت، 

 باشددر برابر حرارت می VvPel1ژن مقاوم بودن 

(Kim et al. 2008) .چنین شاخص ناپایداری آن در لوله هم

در  ،ProtParamبا استفاده از برنامه ، محاسبه شده آزمایش

بندی های پایدار تقسیمبوده و در رسته پروتئین 38/23حدود 

 2گریزیشاخص آب(. Gasteiger et al. 2005)شود می

 ,Kyte & Doolittle) دولیتل و کیتمحاسبه شده به روش 

-آب با داشتن نواحی، VvPel1نشان داد که پروتئین  (1982

و از مجموع ( B3 شکل)گریز بوده ، به میزان زیادی آب9گریز

( Asp+Glu)اسیدآمینه با بار منفی  33کل اسیدهای آمینه، 

تعداد کل اسیدهای آمینه با بار مثبت آن که داشته، در حالی

(Arg+Lys ) باشدمی 7برابر . 
 

های ساختاری پروتئین ای و موتیفبررسی توالی اسیدآمینه

 VvPel1دست آمده ه ب

 ، VvPel1دست آمده از هپپتیدی بتوالی پلی

  ان،ــــهای پکتات لیاز گیاهیـــابه با سایر توالـــمش

 R131MPRCR136حاوی یک جایگاه فعال با شش اسیدآمینه 

(Arg131-Met132-Pro133-Arg134-Cys135-Arg136 )

 های پکتات لیاز گیاهانبه هر حال بررسی توالی. باشدمی

 ،Arg131 ،Pro133اسیدآمینه  چهارکه تنها  دهدنشان می

Arg134  وArg136  انددر طی تکامل حفظ شدهجایگاه فعال 

به های پکتات لیاز گیاهی در توالیو بنابراین جایگاه فعال 

. (Czerwinski et al. 2005)شود نشان داده می RxPRxRشکل 

دارای سه اسیدآمینه با بار مثبت  VvPel1جایگاه فعال توالی 

(Arg
باشد که نقش مهمی را در واکنش آنزیم با غشای می( +

ایفا میانی و دیواره سلولی و در نتیجه تخریب و هضم دیواره 

برخلاف توالی جایگاه (. Czerwinski et al. 2005)نمایند می

از نارنگی  CuPelهای پروتئینی ، توالیVvPel1 پروتئین فعال

(Citrus unshiu ) وJaPel  از سرو(J. ashei )ترتیب به به

 سیستئین و (Met) متئونین جای اسیدهای آمینه حفظ شده

(Cys )اسیدهای آمینه دارای ،در جایگاه فعال خودشان 

توالی  همچنین .باشندمی( Ala) آلانین و (Ile) ایزولوسین

                                                 
3. Hydropathy 
4. Hydrophobic 
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در توالی پروتئینی پکتات ( G205LTLYG210)جایگاه فعال 

و  VvPel1پروتئین با  Globodera rostochiensisلیاز نماتد 

و فاقد هر های پکتات لیاز گیاهان متفاوت بوده سایر توالی

 (.Popeijus et al. 2000)باشد گونه اسیدآمینه با بار مثبت می

با  VvPel1سازی چندگانه توالی پروتئینی  ردیفاساس هم بر

های پروتئینی پکتات لیاز از سایر گیاهان، چهار توالی

 Asp51 ،Asp53 ،Asp75های با موقعیتاسیدآمینه آسپارتات 

شناسایی شدند که با اسیدهای آمینه آسپارتات  Asp79و 

های پروتئینی حفظ شده در طی تکامل، موجود در توالی

اسیدهای . (B6 شکل) باشندپکتات لیاز گیاهان منطبق می

Caوظیفه اتصال یون  آمینه آسپارتات
به توالی پروتئینی  2+

-موجب فعال شدن آنزیم می دنبال آنهب نموده وآنزیم را ایفا 

. (Benitez-Burraco et al. 2003; Kudla et al. 2007)گردند 

 و نماتد  هاباکتری ها،قارچپروتئینی  هایبررسی توالی

G. rostochiensis  نشان داد که تعداد اسیدهای آمینه

Caآسپارتات درگیر در اتصال با یون 
در مقایسه با توالی  2+

، 2ترتیب شامل تر بوده و بهگیاهان کم و VvPel1 پروتئینی

 های ساختاری موتیف. باشنداسیدآمینه می 3و  2

های پروتئینی پکتات لیاز حفظ شده در طی تکامل در توالی

شوند نیز مشاهده می VvPel1گیاهان، در توالی پروتئینی 

(Truong et al. 2001) . بر این اساس، سه موتیف ساختاری

 : شناسایی گردید که عبارتند از VvPel1در توالی پروتئینی 

 I (W64VDH67)موتیف  -

 II (D75GLVDAVMGSTAITISNNHF94 )موتیف  -

 III (L128IQRMPRCRHGYFHVV143)موتیف  -

و جایگاه فعال  IIبه موتیف  Asp79و  Asp75اسیدهای آمینه 

 .تعلق دارند IIIبه موتیف 

 

 

 

سازی چندگاانه و ساخت درخت فیلوژنتیکی به همراه ردیفهای پروتئینی مورد استفاده برای تهیه همتوالیمشخصات : 3جدول 

 EMBLو  NCBI ،SwissProtهای اطلاعات توالی شماره دستیابی موجود در پایگاه
Table 1. The protein sequences characteristics on NCBI, SwissProt and EMBL used for preparation of multiple 

alignment and construction of phylogenetic tree with their accession Nos 

 ردیف
No. 

 نام گیاه
 Plant Name 

 نام علمی 
Scientific Name 

 نام ژن
Gene Name 

 شماره دستیابی
Accession Number 

1 Arabidopsis Arabidopsis thaliana AtPel NP_567409 
2 Rice Oryza sativa OsPel CAE02420 
3 Cotton Gossypium hirsutum GhPel AAY85180 

4 Strawberry Fragaria ananassa FaPelA 
FaPelB 

AF339025 
AF339024 

5 Maize Zea mays ZmPel NP_001141589 
6 Giant millet Sorghum bicolor SbPel XP_002446075 
7 Apricot Prunus mume PmPel BAE48664 
8 Cypress Juniperus ashei JaPel 1PXZ_A 
9 Soybean Glycine max GmPel ACU21247 
10 Apple Malus domestica MdPel AAQ84042 
11 Castor been Ricinus communis RcPel XP_002518146 
12 Peach Prunus persica PpPel ADD62392 
13 Poplar Populus trichocarpa PtPel XP_002297822 
14 Tangerine Citrus unshiu CuPel ABQ45845 

15 Fungi 

Aspergillus niger 
Aspergillus terreus 

 
Colletotrichum gloeosporioides 

Glomerella cingulata 

AnPelA 
AtPelB 
AtPelC 
CgPel1 
GcPelB 

AJ276331 
CH476605 
CH476606 
AF156983 
AF052632 

16 Bacteria 

Erwinia chrysanthemi 
 

Streptomyces coelicolor 

EcPelA 
EcPelE 
ScPel 

P29155 
P18210 

AL939110 
17 Nematode Globodera rostochiensis GrPel1 AF127915 
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با استفاده از تکنیک  VvPel1تکثیر ژن (  pUC19-VvPel1،Aهای نوترکیب و ساختار ناقل نوترکیب ، تایید کلونیRT-PCR :3شکل 

RT-PCR  درصد که منجر به تولید یک تک باند منفرد شده است 3/3و الکتروفورز روی ژل آگاروز .M ) نشانگر مولکولیkb 3 ،3 ) ژن

VvPel1 ژن ( 3فت حبه، تکثیر شده از باVvPel1 برگ تکثیر شده از بافت .B )های نوترکیب با استفاده از هضم آنزیمی و تایید کلونی

پلاسمید غیر نوترکیب ( 3 پلاسمید غیر نوترکیب هضم نشده، (kb 3 ،3نشانگر مولکولی ( M. درصد 3/3الکتروفورز روی ژل آگاروز 

 ،BamHIآنزیم هضم شده با  VvPel1پلاسمید نوترکیب حاوی ژن ( 9پلاسمید نوترکیب هضم نشده، ( BamHI ،2آنزیم هضم شده با 

. باشدمی( MCS)سازی در جهت معمولی روی جایگاه چندگانه برای همسانه VvPel1حاوی ژن ناقل نوترکیب ( VvPel1 .Cژن ( 1

Ap)سیلین مقاومت به آمپی و lacZهای ، ژن(pMB1)برداری ناقل نوترکیب توالی مسئول رونوشت
R )و جایگاه چندگانه برای همسانه-

 اندسازی روی ناقل نوترکیب نیز نشان داده شده
Figure 1: The RT-PCR, analysis of recombinant clones and structure of pUC19-VvPel1 recombinant vector. A) The 

amplification of the VvPel1 gene using RT-PCR and 1.2% agarose gel electrophoresis that it has produced a single 

band. M) 1 kb DNA ladder, 1) The VvPel1 gene from berry tissue, 2) The VvPel1 gene from leaf tissue. B) Analysis of 

recombinant clones by enzymatic digestion and 1.2% agarose gel electrophoresis. M) 1 kb DNA ladder, 1) Non-

recombinant and non-digested plasmid, 2) Non-recombinant plasmid digested by BamHI, 3) Recombinant and non-

digested plasmid, 4) Recombinant plasmid digested by BamHI, 5) VvPel1 gene. C) The recombinant vector contains 

VvPel1 gene in correct direction into multiple cloning site (MCS). The pMB1 sequence, lacZ gene, Ap
R 

gene, and MCS 

have been also indicated on recombinant vector. 

 

 
 

با استفاده از  VvPel1بینی موقعیت زیرسلولی پیش

نشان داد  YLOCو  iPSORT ،TargetPترکیبی از سه برنامه 

های سلولی نبوده و به احتمال متعلق به اندامک VvPel1که 

ها همچنین بررسی. تعلق دارد 3به مسیرهای ترشحی% 41/44

با داشتن یک  VvPel1نشان داد که  TMHMMبا برنامه 

عنوان یک پروتئین  دومین غشایی در انتهای آمینوی خود، به

موقعیت اسیدهای (. A2شکل )شود خارج سلولی شناخته می

                                                 
1. Secreted Pathway 

آمینه مهم از نظر ساختاری و فعالیت، حفظ شده در طی 

در  PatchFinderو  ConSeqهای تکامل، که توسط برنامه

، (B2شکل )اند شناسایی شده VvPel1توالی پروتئینی 

 :عبارتند از
Val1- Val3- Ile20- Asp51- Gly52- Asp53- Trp64- 

Asp66- His67- Asp75- Gly76- Asp79- Ser84- Thr85- 

Thr88- Ser90- His97- Leu102- Gly104- Asp107- 

Asp112- Met115- Ala120- Asn122- Gln130- Arg131- 
Pro133- Arg134- Arg136-Gly138- His141- Val143. 

 

A 

B 
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شماره . VvPel1توالی نوکلئوتیدی و پروتئینی ژن ( VvPel1 .Aژن  Hydropathicتوالی نوکلئوتیدی، پروتئینی و شاخص  :3شکل 

های به ترتیب با رنگ IIIو  I ،IIهای ساختاری موتیف. اندنوکلئوتیدها و اسیدهای آمینه به ترتیب در سمت چپ و راست آورده شده

Caآبی، قرمز و سبز و اسیدهای آمینه موجود در جایگاه فعال و اسیدهای آمینه آسپارتات درگیر در اتصال با یون 
نیز به ترتیب با  2+

گریز های آبدومین. VvPel1توالی پروتئین  Hydropathicبررسی شاخص ( B. اندای شکل نشان داده شدهکادرهای مستطیلی و دایره

 .دوست در زیر خط قرمز رنگ قرار دارندهای آبدر بالا و دومین

Figure 2: Nucleotide and deduced amino acid sequences, and Hydropathic index of VvPel1 gene. A) Nucleotide and 

deduced amino acid sequences of VvPel1 gene. Nucleotide and amino acid residue numbers are shown on the left and 

right, respectively. The structural motifs of I, II, and III are indicated in blue, red, and green, respectively. The putative 

active site sequence and aspartate (Asp) residues involved in binding with Ca
+2 

are shown by rectangular and circular 

boxes. B) Hydropathic index analysis of VvPel1 deduced protein sequence. Hydrophobic domains are indicated by 

positive numbers; hydrophobic domains are above the line, and hydrophilic domains are below. 

 

 

 VvPel1بررسی ساختار دوم توالی پروتئینی 

با  VvPel1بررسی ساختار دوم توالی پروتئینی 

نشان داد که این پروتئین مشابه با  PSIpredاستفاده از برنامه 

 4حاوی  ، گرموجودات دیاز های پکتات لیاز سایر توالی

 ββαβββββββبا آرایش  αو تنها یک مارپیچ  βصفحه کوچک 

 .Benitez-Burraco et al. 2003; Czerwinski et al)باشد می

2005; Xiao et al. 2008) (شکل A9.)  جایگاه فعالVvPel1 

واقع  3و در ناحیه مارپیچ پیچیده 9βو  8βمابین صفحات 

شده و اسیدهای آمینه آسپارتات درگیر در اتصال با یون 

Ca
، 5β تشکیل دهنده صفحه Asp79، به جز اسیدآمینه 2+

-همچنین موتیف. مارپیچ پیچیده قرار دارند در ناحیههمگی 

اند که دهی شدهای سازمانبه گونه IIIو  I ،IIهای ساختاری 

و  βها تشکیل دهنده صفحه یا صفحات بخشی از توالی آن

. باشندهای پیچیده میبخش دیگر تشکیل دهنده مارپیچ

                                                 
1. Coiled Coil 
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 SOPMAتوسط برنامه  VvPel1ساختار دوم توالی پروتئینی 

نیز مورد بررسی قرار گرفته و مشاهده شد که این آنزیم 

 β (36/24)% ،39صفحه  α (34/33)% ،16مارپیچ  36حاوی 

باشد می%( 76/24)مارپیچ تصادفی  18و %β (84/4 )پیچ 

پپتیدی این نتایج با ساختار دوم توالی پلی (.B9 شکل)

FaPelA فرنگی از توت(F. ananassa ) مارپیچ  7که حاویα 

پیچ  32متصل شده توسط %β (36/24 )صفحه  16، %(14/1)

β (94/4 )% و ژن  %(31/96)مارپیچ تصادفی  66وPtPel  از

 α (34/6)% ،16مارپیچ  4با ( Populus trichocarpa)صنوبر 

و %β (24/7 )پیچ  33متصل شده توسط %β (36/24 )صفحه 

 تشابه زیادی را نشان داد%( 31/96)مارپیچ تصادفی  66

(Benitez-Burraco et al. 2003; Zhao et al. 2007) . در

حاوی ( J. ashei)از سرو  JaPel، ژن VvPel1مقایسه با 

 αمارپیچ  3این ژن شامل . باشدکمتری می αهای مارپیچ

 βپیچ  32متصل شده توسط %β (99 )صفحه  17، %(64/9)

 باشدمی%( 29/19)مارپیچ تصادفی  82و %( 48/7)

(Czerwinski et al. 2005) .ساختار  همچنین، مقایسه

 .Gهای پکتات لیاز از نماتد با ژن VvPel1دوبعدی 

rostochiensisها نشان داد که ها و باکتری، قارچVvPel1 

ها داشته اما و قارچ G. rostochiensisتشابه زیادی با نماتد 

 تری داردها، مارپیچ پیچیده کمدر مقایسه با باکتری

(Popeijus et al. 2000) ( شکلB9.) 
 

A       B 

 

 

  

 

 

 .VvPel1و شناسایی اسیدهای آمینه مهم از نظر ساختاری و فعالیت در توالی پروتئینی  TMHMMبررسی شاخص  :2شکل 

 A )های غشایی توالی پروتئینی بررسی دومینVvPel1  با استفاده از شاخصTMHMM . دست آمده ه پروتئینی بتوالیVvPel1  با داشتن یک

شناسایی اسیدهای آمینه مهم از نظر ساختاری و ( B. تواند به غشای پلاسمایی متصل شده و موجب تخریب دیواره سلولی شوددومین غشایی می

حفظ شده به ترتیب از رنگ سبز تیره تا  اسیدهای آمینه از متغیر تا کاملاشدگی حفظ. ها در طی تکاملشدگی آنفعالیت و بررسی میزان حفظ

نمایانگر یک اسیدآمینه مخفی شده و دور از حلال، : bنشان دهنده یک اسیدآمینه قرار گرفته در معرض حلال، : e. قرمز تیره نشان داده شده است

f : یک اسیدآمینه مهم از نظر فعالیت وs :یک اسیدآمینه مهم از نظر ساختاری 

Figure 3: TMHMM index analysis and identification of functional and structural important residues in VvPel1 deduced 

protein sequence. A) Analysis of membrane domains of VvPel1 deduced protein sequence by TMHMM program. The 

VvPel1 deduced protein sequence contains a membrane domain, binding to plasma membrane and modifying cell wall. 

B) Identification of functional and structural important residues and conserved residue analysis of VvPel1. Residue 

conservation from variable to conserved is shown in green to dark red, respectively. e: An exposed residue according to 

the neural-network algorithm; b: A buried residue according to the neural-network algorithm, f, A predicted functional 

residue (highly conserved and exposed), s: A predicted structural residue (highly conserved and buried) 

 

  VvPel1بررسی ساختار سوم توالی پروتئینی 

-مدلبه عنوان یک الگو برای  JaPelبا استفاده از ژن 

بعدی برای توالی پروتئینی ای، یک ساختار سهمقایسه سازی

VvPel1  توسط برنامهI-TASSER بینی قرار مورد پیش

های بعدی تمام توالیمشابه با ساختار سه VvPel1. گرفت

 ;Czerwinski et al. 2005) پکتات لیاز از موجودات مختلف

Xiao et al. 2008)،  صفحه کوچک  4شاملβ  و یک مارپیچ

α صفحه  4گرد با که به شکل یک مارپیچ راست بودهβ 

، طوری در فضای αمرکزی احاطه شده توسط یک مارپیچ 

در  R131MPRCR136جایگاه فعال یابد که بعدی آرایش میسه

مدل  (.A1 شکل) گیردمیقرار  9βانتهای آمینوی صفحه 

، βبه همراه موقعیت قرارگیری صفحات  VvPel1روبان 

های ساختاری و اسیدهای ، جایگاه فعال، موتیفαمارپیچ 

Caآمینه آسپارتات درگیر در واکنش با یون 
 B1در شکل  2+

-دوست و آباسیدهای آمینه باردار، آب. اندنمایش داده شده

گریز و توزیع اسیدهای آمینه مهم از نظر ساختاری و فعالیت 

به ترتیب در  VvPel1به همراه سطح واندروالس در پروتئین 

 E1همچنین شکل  .اندنشان داده شده D1و  C1های شکل

در ( IIIو  I ،II)های ساختاری موقعیت قرارگیری موتیف

 . دهدرا نشان میسطح پروتئین 
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-موتیف. PSIpredبا استفاده از برنامه  VvPel1ساختار دوم توالی پروتئینی ( VvPel1 .Aبررسی ساختار دوم توالی پروتئینی  :9شکل 

های آبی، قرمز و سبز و اسیدهای آمینه موجود در جایگاه فعال و اسیدهای آمینه آسپارتات به ترتیب با رنگ IIIو  I ،IIهای ساختاری 

Caدرگیر در اتصال با یون 
ساختار دوم توالی پروتئینی ( B. اندای شکل نشان داده شدهنیز به ترتیب با کادرهای مستطیلی و دایره 2+

VvPel1  با استفاده از برنامهSOPMA های مارپیچ. های پکتات لیاز ازموجودات دیگرلیو مقایسه آن با تواα صفحات ،βهای ، پیچβ  و

 اندهای تصادفی به ترتیب با خطوط آبی، قرمز، سبز و بنفش نشان داده شدهمارپیچ

Figure 4: Analysis of secondary structure of VvPel1 deduced protein sequence. A) The secondary structure of VvPel1 

deduced protein sequence by PSIpred program. The structural motifs of I, II, and III are indicated in blue, red, and 

green, respectively. The putative active site sequence and aspartate (Asp) residues involved in binding with Ca
+2 

are 

shown by rectangular and circular boxes. B) The secondary structure of VvPel1 deduced protein sequence by SOPMA 

program and its comparison with pectate lyase sequencesfrom other organisms. The α helix, β sheet, β turn, and coiled 

coil are indicated by blue, red, green, and purple lines, respectively 

 

های با سایر ژن VvPel1بررسی همولوژی و فیلوژنتیکی ژن 

 پکتات لیاز از موجودات دیگر

-با توالی VvPel1بررسی فیلوژنتیکی توالی پروتئینی 

پپتیدی پکتات لیاز از موجودات مختلف با استفاده از های پلی

نشان داد که   Neighbor Joiningبه روش Mega4افزار نرم

: دست آمده به سه گروه عمده شامله درخت فیلوژنتیکی ب

به  ؛بندی شدهها و نماتد تقسیمقارچ-هاگیاهان، باکتری

ها خود شامل دو زیرگروه قارچ-هاطوری که گروه باکتری

گروه پکتات (. A6شکل )باشد ها میها و قارچمجزا باکتری

-تفکیک می JaPelو ژن  I ،IIلیازهای گیاهی به سه زیرگروه 

و سایر  VvPel1شامل یک شاخه از ژن  Iزیرگروه . شود

ای و یک شاخه از های پکتات لیاز از گیاهان دولپهتوالی

 Oryza)برنج : ای از قبیللپههای پکتات لیاز گیاهان تکتوالی

sativa, OsPel)ای، ذرت خوشه (Sorghum bicolor, SbPel )

به همراه  VvPel1ژن . باشدمی( Zea mays, ZmPel)و ذرت 

، یک Iدر زیرگروه  RcPelو  FaPelA ،FaPelBهای ژن

ها رسد که این ژنزیرشاخه مجزا را تشکیل داده و به نظر می

دست آمده از ه نتایج ب. از یک جد مشترک مشتق شده باشند

های موجود با تعدادی از پژوهشبررسی فیلوژنتیکی مشابه 

 (.Pua et al. 2001; Zhao et al. 2007)باشد می

دست آمده از بررسی فیلوژنتیکی، ه بر اساس نتایج ب

پپتیدی پکتات های پلیبا توالی VvPel1ای توالی اسیدآمینه

لیاز از گیاهان مورد مقایسه قرار گرفت و نشان داده شد که 

: اهت زیادی را با گیاهانی از قبیلشب VvPel1توالی پروتئینی 

% 47یکسانی و % Ricinus communis ،RcPel :46)کرچک 

یکسانی % F. ananassa ،FaPelA :46)فرنگی ، توت(شباهت

% Prunus persica ،PpPel :41)، هلو (شباهت% 47و 

: P. trichocarpa ،PtPel)و صنوبر ( شباهت% 47یکسانی و 

میزان یکسانی و شباهت . رددا( شباهت% 47یکسانی و % 41

VvPel1  با ژنJaPel  از گیاه سرو که به عنوان یک الگو در

بینی شده بعدی پیشای ساختار سهسازی مقایسهمدل

VvPel1  مورد استفاده قرار گرفت(Xiao et al. 2008 ) به ،

های پکتات در بین توالی. باشدمی% 67و % 19ترتیب برابر 

ترین تشابه را با پکتات لیازهای بیش VvPel1لیاز گیاهی، ژن 

توالی . دهدنشان می IIهای زیرگروه و سپس توالی Iزیرگروه 

ها، های پکتات لیاز از قارچبا توالی VvPel1پروتئینی 

نیز مورد مقایسه قرار  G. rostochiensisها و نماتد باکتری

ها ترین تشابه را با قارچگرفت و نشان داده شد که بیش

(Aspergillus terreus ،AtPelC :27 % 11یکسانی و %

 G. rostochiensisترین تشابه را با نماتد و کم( شباهت

(GrPel1 :34 % شباهت% 23یکسانی و ) ،دارد(Popeijus et 

A 

B 
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al. 2000 .) علاوه بر توالی جایگاه فعال، اسیدهای آمینه

Caآسپارتات درگیر در واکنش با یون 
های و موتیف 2+

های با سایر توالی VvPel1سازی چندگانه ری، همردیفساختا

پکتات لیاز از گیاهان، نواحی حفظ شده در طی تکامل را 

 (.B6شکل )دهد نشان می

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

. و نواحی مارپیچ پیچیده β، صفحات αبه همراه مارپیچ  VvPel1مدل روبان ( VvPel1 .Aساختار سوم توالی پروتئینی  :1شکل 

، اسیدهای آمینه موجود در جایگاه فعال و اسیدهای آمینه (Val143)، اسیدآمینه والین پایانی (Val1)اسیدآمینه والین آغازین 

Caآسپارتات درگیر در اتصال با یون 
 VvPel1مدل روبان ( B. اندآبی و سفید نشان داده شدههای سبز، قرمز، به ترتیب به شکل کره 2+

Caهای درگیر در واکنش با یون ، جایگاه فعال، آسپارتاتβ، صفحات αو موقعیت قرارگیری مارپیچ 
 IIو  Iهای ساختاری و موتیف 2+

بررسی اسیدهای آمینه ( C. نددهرا نشان می 3βو  2βها بلندترین مارپیچ پیچیده بین صفحات فلش. بعدینسبت به هم در فضای سه

بررسی ( VvPel1 .Dدر پروتئین ( سفید رنگ)گریز و آب( خاکستری رنگ)دوست ، آب(قرمز رنگ: آبی رنگ، منفی: مثبت)باردار 

 . VvPel1سطح واندروالس در پروتئین % 39به همراه ( قرمز رنگ)و فعالیت ( آبی رنگ)اسیدهای آمینه مهم از نظر ساختاری 

E )های ساختاری در سطح پروتئین ت قرارگیری موتیفموقعیVvPel1 .های ساختاری موتیفI ،II  وIII های آبی، به ترتیب با رنگ

 اندقرمز و سبز نشان داده شده

Figure 5: Three-dimensional models for VvPel1 deduced protein sequence. A) Cartoon display of the three-dimensional 

structure of VvPel1 with α-helix, β-sheets, and coiled coil regions. The initial valine (Val1) residue, end valine (Val43) 

residue, putative active site sequence, and aspartate (Asp) residues involved in binding with Ca
+2 

are shown by green, 

red, blue, and white spheres, respectively. B) Cartoon display of VvPel1 and placement position of α-helix, β-sheets, 

putative active site sequence, aspartate (Asp) residues involved in binding with Ca
+2

, and structural motifs of I and II. 

The longest of coiled coil between β2 and β3 sheets is indicated by narrows. C) Analysis of positively charged (blue), 

negatively charged (red), hydrophilic (gray), and hydrophobic (white) residues of VvPel1. D) Analysis of functional 

(red) and structural (blue) important residues of VvPel1 as 10% of van der Waals. E) The placement position of 

structural motifs in VvPel1 deduced protein sequence. The structural motifs of I, II, and III are indicated in blue, red, 

and green, respectively 

A 

D 
E C 

B 
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 . های پروتئینی پکتات لیاز از موجودات دیگربا توالی VvPel1سازی چندگانه توالی پروتئینی بررسی فیلوژنتیکی و همردیف :6شکل 

A ) بررسی فیلوژنتیکیVvPel1 ها و نماتدباکتریها، گیاهان، قارچ: های پروتئینی پکتات لیاز از موجودات مختلف شاملبا توالی .

سازی چندگانه ردیفهم( B. رسم گردید Neighbor Joiningبه روش  MEGA4.1 Beta 2افزار درخت فیلوژنتیکی با استفاده از نرم

های با توالی VvPel1دست آمده از ه توالی پروتئینی ب. های پروتئینی پکتات لیاز از سایر گیاهانو توالی VvPel1توالی پروتئینی 

و ( IIIو  I ،II)های ساختاری موتیف. ردیف شدندهم ClustalW2افزاز با استفاده از نرم IIو  Iهای پکتات لیاز گیاهی از زیرگروه

Caاسیدهای آمینه آسپارتات درگیر در اتصال با یون 
شماره . اندهای مثلث نشان داده شدهبه ترتیب با کادرهای سیاه رنگ و علامت 2+

 آمده است 3سازی چندگانه در جدول ردیفهای پروتئینی مورد استفاده در ساخت درخت فیلوژنتیکی و تهیه همدستیابی توالی

Figure 6: Phylogenetic analysis and multiple sequence alignment of VvPel1 deduced protein sequence with pectate 

lyase protein sequences from other organisms. A) Phylogenetic analysis of VvPel1 with pectate lyase protein sequences 

from different organisms including plants, fungi, bacteria, and nematode. The Neighbor Joining tree was constructed 

using MEGA4.1 Beta 2 software. B) Multiple sequence alignment of VvPel1 deduced protein sequence and pectate 

lyase protein sequences from other plants. The protein sequence deduced from the VvPel1 was aligned with plant 

pectate lyase protein sequences from subgroups I and II using the ClustalW2. The structural motifs (I, II, and III) and 

aspartate (Asp) residues involved in binding with Ca
+2

 are indicating by black boxes and triangles, respectively. 

Accession numbers of used protein sequences for construction of phylogenetic tree and multiple sequence alignment are 

given in Table 1

A 

B 
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پکتات لیاز، تحت ناقص  cDNAدر این بررسی یک 

یـک  ( V. vinifera) ، از بافت حبه گیـاه انگـور  VvPel1عنوان 

 Reverseبـا اسـتفاده از واکـنش    ( بیدانـه سـفید  )رقم ایرانی 

Transcriptase-PCR  ســازی گردیــده و جداسـازی و همســانه

بـا  . هـای بیوشـیمیایی آن مـورد بررسـی قـرار گرفـت      ویژگی

سـاختاری نشـان داده شـد     مدل سازیهای استفاده از بررسی

از نظر سـاختارهای دوم و سـوم مشـابه بـا سـایر       VvPel1که 

هـای  بـوده و بررسـی   های پکتات لیاز از موجودات دیگـر توالی

 نتیکی نشان داد که این ژن شباهت بالایی باهمولوژی و فیلوژ

پکتـات لیـاز گیاهـان دیگـر داشـته و بـه        های پروتئینیتوالی

با توجه بـه تنـوع    .پکتات لیازهای گیاهی تعلق دارد Iزیرگروه 

ــد ســوخت و ســاز ســلولی،    ــاز در فرآین ــات لی ــت پکت و دخال

هـا  جداسازی، شناسایی، بررسی فعالیت کاتالیتیکی و بیان آن

ویـژه در سـایر   ه دوره زایشی بو پروتئین در  RNAسطوح در 

 ـ آنـزیم ، توصیه شده تا بتوان دیدگاه مناسبی از این هامیوه ه ب

ممکن  .را بهبود بخشید دست آمدهه اطلاعات بدست آورده و 

طـول مـدت مرحلـه     ،است در آینده بتوان بـا دگرگـونی ژنـی   

  .رسیدگی و اضمحلال سلول را بهبود بخشید
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Molecular Cloning, Isolation and Characterization of a Pectate Lyase Gene from 

Grape (Vitis vinifera L. cv. Bidaneh Sefid) Berry Tissue 
 

Haddad
1*

, R., Moosavi
3
, S. S., Garoosi

2
, Gh., Hoseini

2
, R., and Heidari Japelaghi

3
, R. 

  

Abstract 

One of the important activities of the plant cell on the life cycle is to promot genes and enzyms involved in 

degradation of the storage components at the bigining of the fruit formation. Based on the researches, different 

enzymes take part in the cell wall modification and fruit tissue softening. Pectate lyase is one of the most important 

enzymes involved in such activities. Partial cDNA of a pectate lyase gene was isolated from grape (Vitis vinifera L. cv. 

Bidaneh Sefid) berry tissue by reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) technique and then was 

cloned into a pUC19 plasmid. Then, molecular structur, biochemical and phylogenetic characteristics were analyzed. 

Nucleotide sequence of the gene, called VvPel1, revealed a 429 bp long, encoding a protein of 143 amino acid residues. 

The calculated molecular mass and the predicted isoelectric point of the deduced polypeptide were 15.78 and 6.53 kDa, 

respectively. Analysis of secondary and three dimensional structures of the deduced polypeptide sequence for VvPel1 

was shown that VvPel1 is similar to those of previouly reported pectate lyase proteins from other organisms. The 

deduced protein sequence was indicated a high similarity to pectate lyases isolated from plants such as Ricinus 

communis, Fragaria ananassa, Prunus persica, and Populus trichocarpa. Phylogenetic study was also demonstrated 

that VvPel1 gene belongs to the subgroup I of plant pectate lyases.  

 

Keywords: Grape, Pectate lyase, Softening, Cell wall, Cloning 
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