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 چکیذُ  
 ٔیىشٚثی، ضذ فقبِیت ثٝ تٛاٖخّٕٝ ٔی اصذ. داس٘ ٔتٙٛفی صیؼتی ٞبیفقبِیت وٝ ٞؼتٙذ حّمٛی پپتیذٞبی اص ثضسي ایٝدػت ػبیىّٛتبیذٞب

ٞب دس ٌیبٞبٖ ثٝ كٛست خب٘ٛادٜ  ػبیىّٛتبیذ ؿجٝوشد.  اؿبسٜ ـیوحـشٜ وـی ٚ، ػَّٛتخشیت ٌّجِٟٛبی لشٔض ،یضذٚیشٚػ ضذتٛٔٛسی،

عشاحی ؿذ ٚ  آغبصٌش ؿذٜ پشٚتئیٗتٛاِی ٘ٛاحی حفبؽت دس ایٗ پظٚٞؾ ثش اػبع ثبؿٙذ.ؿذٜ ٚ داسای ٘ٛاحی حفبؽت ؿذٜ ٔی ثیبٖ ط٘ی

 ػبصی ٚ تقییٗ تٛاِی ؿذ٘ذ.ٕٞؼب٘ٝ ٞبی ؿجٝ ػبیىّٛتبیذ دس رست  ٞبی وذوٙٙذٜ پشٚتئیٗ طٖ RACE-PCR '3تىٙیه ثب اػتفبدٜ اص

ػبیىّٛتبیذ خذیذ دس ٖ ؿجٝطـبٖ داد وٝ تقذاد ٘ٝ ٘ PGI  ٞبی ط٘یٔٛخٛد دس پبیٍبٜ دادٜ ٞبیثب تٛاِیدػت آٔذٜ ٝٞبی ثٔمبیؼٝ تٛاِی

دػتٝ اَٚ ؿجبٞت صیبدی  .ٞب آٟ٘ب سا ثٝ دٚ دػتٝ تمؼیٓ وشدای ایٗ طٖٔمبیؼٝ تٛاِی ٘ٛوّئٛتیذی ٚ اػیذآٔیٙٝ دػت آٔذٜ اػت.رست ثٝ

ؿذٜ ػبیىّٛتبیذی ثٛد٘ذ. دػتٝ دْٚ داسای داسای ٘ٛاحی حفبؽت    ٞبی ط٘ی داؿتٝ ٚٞبی ٔٛخٛد دس پبیٍبٜ دادٜ ػبیىّٛتبیذ ثب ػبیش ؿجٝ

 یٙٝیٗ ٌضاسؽ دس صٔــٔتغیش ثٛد. ایٗ اِٚ 413-485ٞبی ایٗ دٚ دػتٝ اص  ػبختبس ٔٙؾٓ ػبیىّٛتبیذی ٘جٛد٘ذ ٚ تقذاد ٘ٛوّئٛتیذ

 ٞب داسد.ٖطٞب ثٛد ٚ ٘ـبٖ داد وٝ رست تٙٛؿ ثبلایی اص ایٗ ػبیىّٛتبیذ دس ٌشأیٙٝٞبی ؿجٖٝط ػبصیب٘ٝـٕٞؼ

 

 RACE-PCR '3پپتیذٞبی حّمٛی ضذٔیىشٚثی،، رست ،ػبیىّٛتبیذؿجٝ: کلیذی ّایٍاشُ
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 هقذهِ

ثبس دس ی غیشفبدی ٞؼتٙذ وٝ اِٚیٗیٞبپشٚتئیٗ ػبیىّٛتبیذٞب

آفشیمبیی ثٙبْ  یخٛاف داسٚیی ٌیبٞ دس ٔغبِقٝ 1970ػبَ 

ػبختبس  .(et al. 1973 Gran ) ؿٙبػبیی ؿذ٘ذوبلاتب وبلاتب 

فشد اػت ٚ ثبفث پشٚتئیٙی دس ػبیىّٛتبیذٞب  خبف ٚ ٔٙحلش ثٝ

دٔبیی ٚ آ٘ضیٕی  پبیذاسی پشٚتئیٗ دس ثشاثش تدضیٝ ؿیٕیبیی،

ٚ  وشثٛوؼیّیا٘تٟبی  .(Colgrave et al. 2004)ٌشدد ٔی

ٞٓ ٔتلُ ؿذٜٞب تٛػظ پیٛ٘ذ پپتیذی ثٝٔیٙی ایٗ پشٚتئیٗآ

ایٗ پشٚتئیٗ وٙٙذ.ٔیػبختبسی حّمٛی ایدبد ا٘ذ ٚ دس ٘تیدٝ 

ٔیٙٝ ٞؼتٙذ وٝ دس آاػیذ 30 داسای تمشیتعٛس ثٝٞبی حّمٛی 

اػیذآٔیٙٝ ػیؼتئیٗ ٚخٛد داسد وٝ دٚ ثٝ دٚ  ؿؾ آٟ٘ب یٗث

ا٘ذ ٚ دس ٘تیدٝ ی ثٝ ٞٓ ٔتلُ ؿذٜػِٛفیذتٛػظ پیٛ٘ذ دی

ػِٛفیذ اػت وٝ پشٚتئیٗ ػبیىّٛتبیذ داسای ػٝ پیٛ٘ذ دی

آٚس٘ذ ٚخٛد ٔیثٝ یٙی حّمٛیئٞبی ػیؼتػبختبسی ثٝ ٘بْ ٌشٜ

(Craik et al. 1999.)  ٚ ػبختبس حّمٛی ٘مؾ ٟٕٔی دس فقبِیت

ٞبی ػیؼتئیٙی ٚخٛد ٌشٜ ٚ وٙذٔی ایفبپبیذاسی پشٚتئیٗ 

 Colgrave) ٟٔٓ اػت پبیذاسی دس ثشاثش دٔبی ثبلاحّمٛی ثشای 

and Craik, 2004ػِٛفیذی دس لؼٕت داخّی (. پیٛ٘ذٞبی دی

ػغح  ثبفث آثٍشیضی ٌیش٘ذ ٚ دس ٘تیدٝٔی پشٚتئیٗ لشاس

 (.Burman et al.  2008)ؿٛ٘ذ ٔی خبسخی پشٚتئیٗ

 ثشیؼّت ٚ  ٔٛثیٛعػبیىّٛتبیذٞب ثٝ دٚ صیش خب٘ٛادٜ ٟٔٓ       

وٛ٘فٛسٔبػیٖٛ  اػبعثٙذی ثشؿٛ٘ذ. ایٗ تمؼیٓتمؼیٓ ٔی

پیٛ٘ذ پپتیذی حضٛس  .دس حّمٝ پٙدٓ اػتآٔیٙٝ پشِٚیٗ اػیذ

ؿٛد. ثبفث زشخؾ دس ػبختٕبٖ پشٚتئیٗ ٔی حبِت ػیغثٝ

صیش  ٚ حبِت ػیغپیٛ٘ذ پپتیذی ثٝداسای ٔٛثیٛع   صیش خب٘ٛادٜ

 ،ٕٞىبساٖ ٚوشایه  ثبؿذفبلذایٗ ػبختبس ٔی ثشیؼّت خب٘ٛادٜ

(1999ٚ ) ((Jennings et al. 2005 . ًدٚ ػْٛ تمشیجب 

ػبیىّٛتبیذٞبیی وٝ تب وٖٙٛ ؿٙبػبیی ؿذٜ ا٘ذ ٔتقّك ثٝ صیش 

ٞب ثشیؼّت(. Zhang et al. 2009)ٞؼتٙذ  ثشیؼّتخب٘ٛادٜ 

 ٚ پٙحوبتیٛ٘ی دس حّمٝ  آٔیٙٝاػیذٞبیؿبُٔ تقذاد صیبدی 

 ٞؼتٙذ. ػٝدس حّمٝ  αٚ ٕٞسٙیٗ داسای یه ٔبسپیر  ؿؾ

 دس ٞش دٚ صیش خب٘ٛادٜ حفؼ ؿذٜ اػت. زٟبسٚ  یه حّمٝ

 ٞبیی ثٝ ٘بْػبیىّٛتبیذٞب ؿبُٔ لؼٕتٞبی وذوٙٙذٜ طٖ     

، آٔیٙی ا٘تٟبی ٘بحیٝ وذوٙٙذٜ ػیٍٙبَ پپتیذ، ٘بحیٝ اثتذایی،

 ٞب اثتذا ثٝ كٛست. ایٗ طٖثبؿذدْ ٔی ٚ ٘بحیٝ ػبیىّٛتبیذ

پشٚتئیٗ ػبیىّٛتبیذ ثیبٖ ؿذٜ ٚ پشٚتئیٗ اِٚیٝ حبكُ دس پیؾ

ػِٛفیذ ٚ ػپغ تـىیُ ثب٘ذٞبی دی، ثشؽ آ٘ضیٕی٘تیدٝ 

-ٚ ثبِغ دس ٔی حّمٛیكٛست ثٝ ثٝ ٞٓ آٖاتلبَ اثتذا ٚ ا٘تٟبی 

داسای ػبختبس  آٔیٙی (. ا٘تٟبیGruber et al. 2007)آیذ 

پشٚتئیٗ ػبیىّٛتبیذ ثٝ  ٚ دس تجذیُ پیؾ اػتِفب آٔبسپیر 

 ػبیىّٛتبیذ ثبِغ ٘مؾ داسد.

ٞبی دفبفی ٌیبٞبٖ قّك ثٝ پشٚتئیٗــٛتبیذٞب ٔتــػبیىّ     

ٞب دس ی، ثیبٖ ایٗ طٖــٞبی صیؼتثبؿٙذ. فلاٜٚ ثش تٙؾٔی

َ ثیبٖ بٔثثشای  ٞبی غیشصیؼتی ٘یض ٌضاسؽ ؿذٜ اػت.تٙؾ

فبُٔ ٍٞٙبْ حّٕٝ O. affinis ٌیبٜ دس ٞبی ػبیىّٛتبیذطٖ

 تٙؾ baoshanensis  Violaٌیبٜ  دس صا افضایؾ یبفت.ثیٕبسی

  ٕٞىبساٖ ٚ طاً٘سا افضایؾ داد ٞب  ػبیىّٛتبیذ ثیبٖوبدٔیْٛ 

صیؼتی صیبدی ثشای ٞبی ٘مؾ ایٗ ثش فلاٜٚ (.2009)

 تٛاٖ ثٌٝضاسؽ ؿذٜ اػت وٝ اص خّٕٝ ٔیػبیىّٛتبیذٞب 

اتلبَ  خٌّٛیشی اص (، Chen et al. 2005ٞبی ضذ ایذص )فقبِیت

 .Witherup et al) ثٝ غـب ػِّٛی ٘بلُ فلجی ٘ٛسٚتٙؼیٗ

تخشیت ٌّجِٟٛبی (، et al. 1973 Granتؼٟیُ صایٕبٖ ) (،1994

 ٞبی ػشعب٘ی(، فقبِیت فّیٝ ػSchöpk et al. 1993َّٛ)لشٔض 

(Lindholm et al. 2002ٚ ) وـیٞبی حـشٜفقبِیت 

(Jennings et al. 2005 ).اؿبسٜ ٕ٘ٛد  

 ٚ  سٚ٘بع ،ثٙفـیبٖی ٜ  ٞب تبوٖٙٛ دس ػٝ خب٘ٛاد ػبیىّٛتبیذ     

. (Herrmann et al. 2008) ؿذٜ اػت ٌضاسؽ وذٚئیبٖ

ػبیىّٛتبیذی سا دس  ٞبی ؿجٝٔغبِقبت ثقذی ٚخٛد تٛاِی

ٞبیی ٔب٘ٙذ ٌٙذْ, رست ٚ ثش٘ح ٘ـبٖ دادٜ اػت  ٌشأیٙٝ

(Mulvena et al.  2006.) ٟٓٔٝػبیىّٛتبیذٞب  تشیٗ ؿجبٞت ؿج

ثبؿذ ثقذی ٔیثب ػبیىّٛتبیذٞب دسحّمٝ ؿٕبسٜ یه ػبختبس ػٝ

اػت وٝ دس ٕٞٝ ػبیىّٛتبیذٞب  هٌّٛتبٔی اػیذآٔیٙٝ ٚاخذوٝ 

 ی ٘یضػبیىّٛتبیذ ٞبی ؿجٝحفؼ ؿذٜ اػت ٚ دس تٛاِی وبٔلاً

دس پبیذاسی ػبختبس ػبیىّٛتبیذٞب  اػیذآٔیٙٝایٗ  .ٚخٛد داسد

ٞبی اص طٖ (. ٞشیهMulvena et al. 2006ثؼیبس ٟٔٓ اػت )

تٛاِی ػیٍٙبَ اػتب٘ذاسد  حبٚی ٞبؿٙبػبیی ؿذٜ دس ٌشأیٙٝ

پشٚتئیٗ ثبؿذ. ایٗ پیؾپشٚتئیٗ ٔیٚ پیؾ ٘ذٚپلاػٕیآٝ ؿجى

 اػیذآٔیٙٝؿؾ  ؿبُٔاػیذآٔیٙٝ اػت وٝ  26 -36ؿبُٔ 

دس  ذ.ٙثبؿیٝ ػبیىّٛتبیذٞبی ؿٙبختٝ ٔیؿج ثؼیبسػیؼتئیٗ 

احتٕبِی ٌٙذْ پٙح ٚ اسصٖ یه تٛاِی ؿجٝ ػبیىّٛتبیذ  دٜ،رست 

ٌضاسؽ  PGIٞبی صیؼتی دس پبیٍبٜ دادٜ پشداصیثش اػبع دادٜ

  .(Mulvena et al. 2006ؿذٜ )

ٔغبِقٝ  ٚ ػبصیٕٞؼب٘ٝتبوٖٙٛ ٞیر ٌضاسؿی دس ٔٛسد       

ٔٛاسد  اػت ٚ ٘ـذٜٔٙتـش ٞبی ؿجٝ ػبیىّٛتبیذی دس غلات طٖ

ایٗ  EST پبیٍبٜ دادٜدس ٞبی صیؼتی پشداصیدادٜفٛق ثشاػبع 

ٞبی طٖ ػبصیٞذف اص ایٗ تحمیك ٕٞؼب٘ٝ ٌیبٞبٖ ثٛدٜ اػت.

 ٞبتقییٗ تٛاِی ایٗ ٕٞؼب٘ٝ ٚ ػبیىّٛتبیذ دس رست وذوٙٙذٜ ؿجٝ

ٞبی ٔٛخٛد دس پبیٍبٜ  یذػبیىّٛتب ٞب ثب ػبیش ؿجٝ ٚ ٔمبیؼٝ تٛاِی

 ثبؿذ.  ٔی EST ٞبی دادٜ
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 ّا هَاد ٍ رٍش

 هَاد گیاّی

 ( دس ؿشایظ اتبله704K ثزٚس ٌیبٜ رست )سلٓ ػیٍُٙ وشاع

آصٔبیـٍبٜ ثیٛتىِٙٛٛطی دا٘ـىذٜ وـبٚسصی دا٘ـٍبٜ  دس سؿذ

 ٌشاد ٚ ؿشایظ ٘ٛسیدسخٝ ػب٘تی Cº2±20ثب دٔبی وشدػتبٖ

h14ٚ سٚؿٙبیی h10  ص٘ی اص  ٚ پغ اص خٛا٘ٝؿذ٘ذ تبسیىی وـت

ت صٞب ٕ٘ٛ٘ٝ ثشداسی كٛست ٌشفت ٚ ثلافبكّٝ داخُ ا وّئٛپتیُ

  ؿذ. ٔبیـ لشاس دادٜ

   RNAاستخراج 

AccuZolٞبی ثشداؿت ؿذٜ ثب اػتفبدٜ اص ویت  ٛپتیُئاص وّ
TM 

كٛست ٌشفت ٚ ثب   RNA( اػتخشاج BIONEER)ؿشوت 

% كحت حضٛس آٟ٘ب ٔٛسد ثشسػی لشاس ٌشفت 1وٕه طَ آٌبسص 

، WPA Biowave II) ثب دػتٍبٜ ٘ب٘ٛدساح RNAٚ ویفیت 

 تقییٗ ؿذ. اٍّ٘ؼتبٖ(

 

  cDNAسٌتس 

RevertAidاص ویت  cDNAػٙتض  ٔٙؾٛسثٝ
TM

 first strand 

cDNA synthesis  ؿشوت(Fermentase ثب وٕه آغبصٌش )

Oligo dT-anchor  ٓسٚ٘ٛیؼی ٔقىٛعتٛػظ آ٘ضی MMLV) ( 

 ػٙتض ؿذ. cDNAٞبی اػتخشاج ؿذٜ، اِٚیٗ سؿتٝ RNA  اص

 

 طراحی آغازگر

ٞبی  ٞبی ٘ٛوّئٛتیذی پشٚتئیٗ ثب اػتفبدٜ اص تٛاِی

 PGIبیتـــــٛد دس ػـــذْ ٚ رست ٔٛخــــػبیىّٛتبیذ ٌٙ ؿجٝ

(http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/plant.htmlٓٞ ٚ )-

ثب  ClustalW (http://www.ebi.ac.uk)سدیفی آٟ٘ب دس ػبیت 

آغبصٌش اختلبكی عشاحی  حفبؽت ؿذٜوشدٖ ٘بحیٝ ٔـخق

 (.1ذ)خذَٚؿ

 
RACE-PCR '3 
ثشاػبع دػتٛساِقُٕ  RACE '3پّیٕشاص ای ٚاوٙؾ ص٘دیشٜ

ا٘دبْ ( Bahramnejad et al. 2010٘ظاد ٚ ٕٞىبساٖ)ثٟشاْ

ػٙتض ؿذٜ،  cDNAاص  lµ2 ؿبُٔ lµ25دس ٚاوٙؾ  ٌشفت.

lµ12 Mastermix (Fermentase ،)lµ8 ،آة فبلذ ٘ٛوّئبص 

lµ5/1 ثب غّؾت  آغبصٌش اختلبكیMμ100 ،lµ 5/1  آغبصٌش

ا٘دبْ ؿذ. ؿشایظ صٔب٘ی ٚ دٔبیی  Mμ100ثب غّؾت  ٔقىٛع

 min  3ٔذتثٝ Cº94كٛست ای پّیٕشاص ثٝ ٚاوٙؾ ص٘دیشٜ

، s40ٔذت ثٝ Cº94ؿبُٔ  زشخٝ 35ثشای ؿشٚؿ ٚ ػپغ 

Cº53 ٝٔذت ثs40 ،Cº72 ٝٔذتثs 40  دس ٟ٘بیت ٚCº72 

 ثٛد.  min20ٔذت ثٝ

آٔیضی % ثب س1ً٘طَ آٌبسص  دس PCRآ٘بِیض ٔحلَٛ      

ثشٚٔبیذ كٛست ٌشفت ٚ ػپغ ثب٘ذ ٔٛسد ٘ؾش اص طَ اتیذیْٛ 

ػبصی ثب٘ذ ٔٛسد ٘ؾش اص طَ آٌبسص تٛػظ ویت خبِق خذا ؿذ.

Nucleic Acid Extraction  ؿشوت(Vivantis كٛست )

%  1ییذ ٚخٛد لغقٝ ٔٛسد ٘ؾش اص طَ آٌبسص أثشای ت .ٌشفت

اػتفبدٜ ؿذ ٚ ٕٞسٙیٗ غّؾت آٖ تٛػظ ٘ب٘ٛدساح 

 خذا ؿذٜ اص طَ، ثب اػتفبدٜ اص ویت DNAٌیشی ؿذ.  ا٘ذاصٜ

kit cloning InsTAclone
TM

 PCR  (K1214, (Fermentase 

ٔٛخٛد دس ایٗ ویت ٔمبْٚ  ٘بلُ. ػبصی ؿذدسٖٚ ٘بلُ ٕٞؼب٘ٝ

 ػیّیٗ اػت.ثیٛتیه آٔپیثٝ آ٘تی

 
 

 ٞب  تٛاِی آغبصٌش :1خذَٚ

Table 1: Primers' sequences 

 تٛاِی آغبصٌش                                                      ٘بْ آغبصٌش                                                     
name sequences                                                    primer sequences                                                

 

AGAGAGAGAGGAAAGCTAGC 

 

ZF(Forward) 

 

 
CAATAAGTTGAACACCACCG 

 

 
ZR(reverse) 

 

 

GACCACGCGTATCGATGTCGACTTTTTTTTTTTTTTTTV 
 

 
Oligo dT anchor 

primer 

 

GACCACGCGTATCGATGTCGAC 
 
PCR anchor primer 
 

 

http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/plant.html
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 6ٞبی ٔٛخٛد دس ؿىُ ػبیىّٛتبی ؿجٝٔـخلبت  :2 خذَٚ
Table 2: Characteristic of cyclotide-like gene in Fig 6 

EST 

associated number 

Source 

  هٌبع

Plant 

 گیاُ

Name 

 ًام

Length 

Bp 

 اًذازُ)جفت باز(

E value Identity 

 یکساًی

Identity with 

  یکساًی با

- Current study Zea mays Zm cyc1 485 1e-155 88% NM001151219 

- Current study Z. mays Zm cyc2 467 8e-148 88% BT009169 

- Current study Z. mays Zm cyc3 464 1e-142 87% BT009169 

- Current study Z. mays Zm cyc4 463 4e-142 95% BT009169 

- Current study Z. mays Zm cyc5 513 2e-143 95% BT009169 

- Current study Z. mays Zm cyc6 425 5e-30 75% BT009169 

- Current study Z. mays Zm cyc7 470 106e-37 74% CF015733 

- Current study Z. mays Zm cyc8 413 2e-44 83% EU975452 

- Current study Z. mays Zm cyc9 412 5e-25 92% BT009169 

BE125990 P G I Sorghum bicolor S1 383    

AL450615 P G I vulgare Hordeum  H1 562    

CF060985 P G I Z.mays Z1 474    

CF014141 P G I Z. mays Z2 502    

CK369406 P G I Z. mays Z3 505    

BM379838 P G I Z. mays Z4 526    

CF630454 P G I Z. mays Z5 518    

CF013901 P G I Z. mays Z6 538    

CN070702 P G I Z. mays Z7 392    

BI674581 P G I Z. mays Z8 496    

BM080572 P G I Z. mays Z9 571    

CK368015 P G I Z. mays Z10 601    

CA617438 P G I Triticum aestivum W1 429    

CK154330 P G I T. aestivum W2 907    

CK154890 P G I T. aestivum W3 889    

CA595705 P G I T. aestivum W4 596    

BE591233 P G I T. aestivum W5 466    

        

        

 

http://www.google.com/search?hl=en&biw=1366&bih=677&sa=X&ei=HN-vT6CYJcWH4gTQ_vGwCQ&ved=0CBsQvwUoAQ&q=hordeum+vulgare&spell=1
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 % ٔـبٞذٜ ؿذ1سٚی طَ آٌبسص  RACE-PCR '3پغ اص ا٘دبْ تىٙیه وٝ  ٔشاصای پّیص٘دیشٜ ٚاوٙؾ : ٔحلٛلات1ؿىُ

Fig1: 3' RACE-PCR amplified product on 1% agrose gel 

 

 
 ٞبی ػفیذ : تلٛیش طَ اِىتشٚفٛسص، اػتخشاج پلاػٕیذ اص وّٛ٘ی2ؿىُ

Fig 2: Plasmid extraction from white colony 

 

 
 ٞبی اػتخشاج ؿذٜ اص پلاػٕیذ  Zf   ٚZrٞبی  ٔشاص تٛػظ آغبصٌشای پّی تلٛیش طَ آٌبسص، ٚاوٙؾ ص٘دیشٜ :3ؿىُ 

Fig 3: PCR amplification with Zf and Zr primer of extracted plasmid 
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Competent cellتْیِ سلَل هستعذ )
 ٍ تراریختی(  

 ػٛیٝ E.coli اص ثبوتشیٞبی ٔؼتقذ ٔٙؾٛس تٟیٝ ػَّٛثٝ

DH5α         سٚؽ وّؼیٓ وّشایذ ثٝ وبس ٌشفتٝ ؿذ

(Sambrook & Russell, 2001) . ٝسٚؽ فیضیىی تشاسیختی ث

اص  lµ100 ثٝ ٔیضاٖ ا٘دبْ ٌشدیذ، دس ایٗ سٚؽ رٚة ٚ ا٘دٕبد

اص پلاػٕیذ حبٚی طٖ ٔٛسد٘ؾش ٔخّٛط  lµ1ػَّٛ ٔؼتقذ سا ثب 

-ٝٚ ػپغ ثلافبكّٝ ث Cº42دس دٔبی  s90ٔذت ٝٚ ث ٌشدیذ

ٔبیـ ثٝ  lµ 500 ،LB ػپغ ؿذ. سٚی یخ ٌزاؿتٝ min3ذت ٔ

-ٝ، ثrpm180، دٚسCº37ٛثبتٛس )ــٚ دس ا٘ى ٌشدیذ بفٝــآٖ اض

صٔبٖ ٔٛسد٘ؾش  ٔذتپغ اص  ؿذ. ( لشاس دادh2-1ٜ ٔذت

خبٔذ حبٚی آٔپی ػیّیٗ  LBٞب سٚی ٔحیظ وـت  ثبوتشی

-1 )غّؾت
 mg/ ml100)، X-gal   ٚIPTG ٌشدیذ٘ذ وـت  ٚ

 .٘ذٞبی آثی ٚ ػفیذ ٔـبٞذٜ ؿذ وّٛ٘ی h12پغ اص ٌزؿت 

آة ٔمغش  lµ50اص یه وّٛ٘ی دس  ٔمذاسی تشاسیختیییذ أتثشای 

 .حشاست دادٜ ؿذ min5ٔذت ثٝ Cº95ٚ دس دٔبی  حُ ؿذ

 فٙٛاٖ اٍِٛ دس ٚاوٙؾ پغ دٚ ٔیىشِٚیتش اص ٔبیـ سٚیی ثٝػ

PCR  َٛاػتفبدٜ ؿذ ٚ ٔحلPCR   ٚ پغ اص ا٘دبْ ٚاوٙؾ

ٔٛسد٘ؾش ٚ تبییذ حضٛس طٖ  DNAثشای ٔـبٞذٜ ا٘ذاصٜ لغقٝ 

ٞبیی  وّٛ٘ی % ثبسٌزاسی ؿذ.1طَ آٌبسص  دسدس وّٛ٘ی ٔشثٛعٝ 

خبٔذ  LBٞب تبییذ ؿذ، ثش سٚی  وٝ حضٛس طٖ ٔٛسد ٘ؾش دس آٖ

-1ػیّیٗ )غّؾت حبٚی آٔپی
 mg/ml100) ؿذ٘ذ ٚاوـت  ٚ

وبس ثٝاػتخشاج پلاػٕیذ  ثشای سؿذ پغ اص یه ؿجب٘ٝ سٚص

یه  سٚؽ ِیض لّیبیی كٛست ٌشفت.ثٝ اػتخشاج پلاػٕیذ سفتٙذ.

ٔبیـ  ml5/1 LBٞبی ٚاوـت ؿذٜ سا ثٝ  وّٛ٘ی اص ثبوتشی

ػپغ  لشاس دادٜٔذت یه ؿجب٘ٝ سٚص ٝٔٙتمُ ٚ داخُ ا٘ىٛثبتٛس ث

( min1،Cº4 ٚ  rpm12000ثبوتشی سؿذ وشدٜ سا ػب٘تشیفیٛط )

ؿبُٔ ٔحَّٛ ػشد  lµ100دػت آٔذٜ سا دس ٝٚ سػٛة ثٕ٘ٛدٜ 

mM50 ٌّٛوض،ـــ mM Tris-Hcl5(8pH=،)EDTA  mM10 

(8 pH=)  ُٔذت ٝٚ ثٌشدیذ حmin5 ٜدس دٔبی اتبق لشاس داد 

% NaOH M2/0  ٚSDS 1اص ٔحَّٛ حبٚی  lµ200ٚ ثقذ  ؿذ

سٚی یخ  min5ٚ ثٝ آسأی ٔخّٛط ٚ  ٌشدیذثٝ آٖ اضبفٝ 

 M 3 (8/4 تبت پتبػیٓــاػ lµ150 پغــــػؿذ. ٝ ــٌزاؿت

pH = ٚ ٜاضبفٝ وشد ) min15 پغ اص  .سٚی یخ لشاس دادٜ ؿذ

 Cº4 ٚ rpmدس دٔبی  min5ٔذت ٝػپشی ؿذٖ صٔبٖ لاصْ ث

ؿذ ٔبیـ سٚیی ثٝ تیٛة خذیذ ٔٙتمُ  ؿذ.ػب٘تشیفیٛط  12000

پغ اص ٔخّٛط وشدٖ  ؿذ.ٞٓ حدٓ آٖ ایضٚپشٚپبَ٘ٛ اضبفٝ  ٚ

ط ٚ ثقذ ػب٘تشیفیٛ لشاس دادٜ ؿذ -20دس فشیضس min30ٔذت ٝث

ٚ سػٛة  ؿذ( Cº4  ٚrpm12000، دٔبی min20)ثٝ ٔذت 

ٚ ثقذ اص خـه  ـٛ دادٜ ؿذ%  ؿؼت70دػت آٔذٜ ثب اتبَ٘ٛ ٝث

 سػٛة ٚ ؿذ آة اػتشیُ ثٝ آٖ اضبفٝ lµ50ؿذٖ سػٛة 

ثشای تبییذ حضٛس پلاػٕیذ اص طَ  ٌشدیذ. حُدس آٖ  حبكُ

ثب ٘ب٘ٛدساح ػٙدیذٜ  پلاػٕیذٞب% اػتفبدٜ ٚ ویفیت 1آٌبسص 

-1 ٔبیذٚثشذیْٛـــاص اتی ٞبضی طَــــآٔیؿذ ) ثشای سً٘
mg/lit 

اص پلاػٕیذ اػتخشاج ؿذٜ ثب آة اػتشیُ lµ5/0. اػتفبدٜ ؿذ( 1

 PCRفٙٛاٖ اٍِٛ دس ٚاوٙؾ اص آٖ ثٝ lµ5/0ٚ  ٌشدیذسلیك 

(lµ8 master mix ،lµ10  ،آّةlµ5/1  ٔؼتمیٓآغبصٌش  ٚlµ5/1 

اػتفبدٜ ٚ  (Mμ100ٔقىٛع اختلبكی )ثب غّؾت آغبصٌش 

ثبسٌزاسی ٚ ثب ٔـبٞذٜ ثب٘ذ  %1دس طَ آٌبسص PCR ٔحلَٛ 

 ییذ ؿذ.أٞبی ٘ٛتشویت ت ٘ؾش كحت پلاػٕیذٔٛسد

 

 آًالیس بیَاًفَرهاتیکی ٍتعییي تَالی 

ؿذٜ، ثشای تقییٗ تٛاِی ثٝ ییذأپلاػٕیذ ٘ٛتشویت ت12 تقذاد

 ٞبیذ. تٛاِیــتبدٜ ؿـفشػخٙٛثی( )وـٛس وشٜ Bioneer ؿشوت

 NCBIلافبتی ـــپبیٍبٜ اعت آٔذٜ اثتذا دس ـــــدػٝث

)http://www.ncbi.nlm.nih.gov/(، پغ اص  ٌشدیذ٘ذ ثلاػت ٚ

ػبیىّٛتبیذ ٞؼتٙذ، ؿجٝدػت آٔذٜ ٝٞبی ث ییذ ایٗ وٝ تٛاِیأت

 (/http://web.expasy.org/translate)ٞب  الذاْ ثٝ تشخٕٝ تٛاِی

پبیٍبٜ ای آٟ٘ب تٛػظ ٔیٙٝآٞبی ٘ٛوّئٛتیذی ٚ اػیذ ؿذ ٚ تٛاِی

افضاس سدیف ٚ تٛػظ ٘شْٞٓ(  http://www.ebi.ac.uk) اعلافبتی

Mega4 .دسخت تىبّٔی آٟ٘ب سػٓ ؿذ 

 

 ًتایج ٍ بحث 

ای اػیذآٔیٙٝ ٚ ٘ٛوّئٛتیذی ٞبیتٛاِی پظٚٞؾ ایٗ سد

ٞبی  ٚ تٛاِی ؿذ یـــثشسػ  دس رست ٔٛخٛد  یػبیىّٛتبیذ ؿجٝ

ثب خب٘ٛادٜ Zm cyc 1-9دػت آٔذٜ دس ایٗ ٔغبِقٝ ٝث

 ای ػبیىّٛتبیذ حّمٛی ٔٛخٛد دسپبیٍبٜ دادٜٞبی ؿجٝ پشٚتئیٗ

EST دػت آٔذٜ ٚ ٝٞبی ث ثش اػبع تٛاِیٔمبیؼٝ ؿذ٘ذ.  غلات

 PGIٞبی ٔٛخٛد دس پبیٍبٜ اعلافبتی  ٔمبیؼٝ آٟ٘ب ثب ػبیش تٛاِی

ٞبی خذیذ ٚ ٔتٙٛؿ  تٛاِی رستٔـخق ؿذ وٝ دس 

 .ٚخٛد داسد یػبیىّٛتبیذ ؿجٝ

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://web.expasy.org/translate/


  19آٍری زیستی در کشاٍرزی/ جلذ یازدّن/ شوارٓ دٍم/ زهستاى في

14 

 

 
 

 
ٞبی ٔختّف لؼٕت ، PGIٞبی پشٚتئیٙی ٔغبِقٝ حبضش ثب تٛاِی پشٚتئیٙی ؿجٝ ػبیىّٛتبیذ رست ٔٛخٛد دس سدیفی تٛاِیٞٓ :4ؿىُ 

 ٞب ٔـخق ؿذٜ اػتتٛاِی
Fig4: alignment of protein sequences in current study with maize cyclotide-like EST in ESTdatabase 

 

 
 ػبیىّٛتبیذ ٔٛخٛد دس پبیٍبٜ دادٜ ٞبی ؿجٝ ثب یىی اص پشٚتئیٗ دػتٝ اَٚ دػت آٔذٜٝث ػبیىّٛتبیذی ٞبی سدیفی پشٚتئیٗ: 5ٓٞؿىُ

ESTdatabase)) 
Fig5: First class of Z. mays new cyclotide-like protein alignment with one putative cyclotide-like EST in ESTdatabase 

http://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=maizes&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCAQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wiktionary.org%2Fwiki%2Fmaizes&ei=U1NMUK7_EI3Cswa_34HIAw&usg=AFQjCNHbsQ0kp4hNn2TJeU8ITs7wab533g
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 (1اص رست )ولاع  دػت آٔذٜٝػبیىّٛتبیذ ث ٞبی ؿجٝ سدیفی ٘ٛوّئٛتیذی تٛاِی: 6ٓٞؿىُ 
Fig 6: Zea Mays new cyclotide-like class I nucleotide alignment 

 

 bpدس حذٚد ثب٘ذیته RACE-PCR'3غ اص ا٘دبْ تىٙیهپ     

ٔٛسد ثب ا٘ذاصٜ ٚ  (1)ؿىُ ٔـبٞذٜ ؿذ %1 طَ آٌبسص دس 500

دس ٘تیدٝ تقییٗ  داؿت. ٕٞخٛا٘یٞب  ػبیىّٛتبیذا٘تؾبس ؿجٝ

وّٛ٘ی تلبدفی پغ اص اػتخشاج پلاػٕیذ ٟ٘بیتب ٘ٝ  12تٛاِی 

ٔؼتمیٓ دس آغبصٌش دػت آٔذ.ٝػبیىّٛتبیذ دس رست ث طٖ ؿجٝ

تٛا٘ؼت  ٜ ثٛد ٚ ثٙبثشایٗعشاحی ؿذ٘بحیٝ حفبؽت ؿذٜ 

تب  413ٞب ثیٗ ا٘ذاصٜ  تٛاِی تقذادی صیبدی طٖ سا تىثیش وٙذ.

دػت آٔذٜ ثب ٞبی ثٝػت تٛاِی٘ٛوّئٛتیذ ٔتغیش ثٛد. ثلا 513

٘ـبٖ داد  PGI  ٚNCBIای  ٞبی ٔٛخٛد دس پبیٍبٜ دادٜتٛاِی

(. دسكذ تـبثٝ 1ػبیىّٛتبیذ ٞؼتٙذ)خذَٚٞب ؿجٝوٝ ایٗ تٛاِی

ػبیىّٛتبیذٞبی ٔٛخٛد دس پبیٍبٜ دػت آٔذٜ ثب ؿجٝٞبی ثٝتٛاِی

٘یض اص  E value% ٔتغیش ثٛد ٚ 95تب  %74ای روش ؿذٜ اص دادٜ

5e
-25

1eتب   
ػبیىّٛتبیذ ٔتفبٚت ثٛد وٝ ٘ـبٖ اص ؿجٝ 155-

 ؿذٜ دس رست داسد.ٞبی ٕٞؼب٘ٝثٛدٖ تٛاِی

ثٝ دٚ دػتٝ تمؼیٓ  دػت آٔذٜی ثٝٞب ػبیىّٛتبیذ ؿجٝ     

ٞبی  ٞب ؿجبٞت صیبدی ثب تٛاِی ؿذ٘ذ. دػتٝ اَٚ تٛاِی

 4 وٝ دسؿىُ ؿتٙذػبیىّٛتبیذی ؿٙبختٝ ؿذٜ دا ؿجٝ

ٞبی ٔٛخٛد یٗ دػتٝ ٚ یىی اص پشٚتئیٗٞبی ٔختّف ا لؼٕت

ٞبی پشٚتئیٙی  دادٜ ٔـخق ؿذٜ اػت. ایٗ تٛاِیدس پبیٍبٜ

، خبیٍبٜ ٘بحیٝ اثتذایی ػیٍٙبَ، ٞبیؿبُٔ لؼٕت

ثبؿذ. عَٛ ػیٍٙبَ ثب ٘شْ افضاس  ػبیىّٛتبیذی ٚ دْ ٔی ؿجٝ

Signal P (http://www.cbs.dtu.dk  )ٖثشسػی ٚ عَٛ آ 

دس  ٘بحیٝ اثتذایی. عَٛ دػت آٔذاػیذآٔیٙٝ ثٝ 24-30حذٚد

ثبؿذ،  اػیذآٔیٙٝ ٔی 70ٞبی ٔختّف تب حذٚد  ػبیىّٛتبیذ ؿجٝ

اػیذآٔیٙٝ ػیؼتئیٗ حفؼ  ؿؾحبٚی  ٞبػبیىّٛتبیذ ؿجٝ ایٗ

http://www.cbs.dtu.dk/
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-ثبؿٙذ وٝ ثب فٛاكُ ٔـخلی دس وٙبس ٞٓ لشاس ٌشفتٝ ؿذٜ ٔی

 حّمٝ 6ٞب ثبفث ایدبد  یؼتئیٗػِٛفیذ ایٗ ػپیٛ٘ذ دی .ا٘ذ

ٞبی  ٞبی حفؼ ؿذٜ اػیذآٔیٙٝػیؼتئیٗ فلاٜٚ ثش .ؿذٜ اػت

حفؼ ؿذٜ دیٍشی ٞٓ دس ایٗ ٘بحیٝ ٚخٛد داسد، اػیذآٔیٙٝ 

ٞب ٚخٛد داسد وٝ دس  دس اوثش ػبیىّٛتبیذ یه دس حّمٝ هٌّٛتبٔی

ایٗ ٔغبِقٝ  اص  دػت آٔذٜٝػبیىّٛتبیذی ث ٞبی ؿجٝ تٕبٔی تٛاِی

ٞبی  . ایٗ اػیذآٔیٙٝ دس پبیذاسی ػبختبس پشٚتئیٗتؿدا ٚخٛد

ٕ٘بیذ صیشا ثب دٚٔیٗ یب ػٛٔیٗ  ػبیىّٛتبیذ ٘مؾ ٟٕٔی ایفب ٔی

ٔٛخٛد دس  (Thr, Serی داسای ٌشٜٚ ٞیذسٚوؼیُ ) اػیذآٔیٙٝ

 .Rosengren et al) وٙذ پیٛ٘ذ ٞیذسٚط٘ی ایدبد ٔی ػٝحّمٝ 

تٕبْ ( دس Thr, Serایٗ اػیذآٔیٙٝ ٞیذسٚوؼیّٝ) .(2003

 ػبیىّٛتبیذی ٔٛخٛد دس خب٘ٛادٜ ٌشأیٙٝ ٞبی ؿجٝ تٛاِی

(Rosengren et al. 2003).  آخشیٗ اػیذآٔیٙٝ ٔٛخٛد دس

ٞب  وٝ دس اوثش ػبیىّٛتبیذ ثبؿذ حّك ٞؼٝ ٌّیؼیٗ یب آلا٘یٗ ٔی

وٝ دس ایٗ ٔغبِقٝ  (Rosengren et al. 2003)حفؼ ؿذٜ اػت

ٚ  ثبؿذ ٔیاػیذآٔیٙٝ  2-12ْ ٌّٚیؼیٗ ثٛد. عَٛ لؼٕت د

اػبع عَٛ دْ ثٝ دٚ دػتٝ ثب ٞبی ؿجٝ ػبیىّٛتبیذی ثش تٛاِی

دس ایٗ ٔغبِقٝ  ؿٛ٘ذ. عَٛ دْ وٛتبٜ ٚ دْ ثّٙذ تمؼیٓ ٔی

 ٞب ثب عَٛ دْ وٛتبٜ ثٛد٘ذ.  تٕبٔی تٛاِی

 

 
 ثبؿذ( ٔٛخٛد ٔی 2)ٔـخلبت فیٌّٛشاْ دس خذَٚ ٞب ػبیىّٛتبیذ دسثقضی اص ٌشأیٙٝ : فیٌّٛشاْ پشٚتئیٗ ٞبی ؿجٝ 7ؿىُ 

Fig 7: Phylogenetic tree of cyclotide-like proteins in some gramineous plants 

 
     
دػت آٔذٜ داسای ؿجبٞت ا٘ذوی ثب ٞبی ثٝ دػتٝ دْٚ تٛاِی     

ثبؿٙذ ٚ داسای عَٛ  ٞبی ؿٙبختٝ ؿذٜ ٔی ػبیىّٛتبیذ ػبیش ؿجٝ

ٞبی ایٗ دػتٝ اص  ػیٍٙبَ ٔتفبٚتی ٞؼتٙذ. فبكّٝ ػیؼتئیٗ

سدیفی پشٚتئیٙی ٞٓ 5ؿىُوٙذ.  ٘ؾٓ خبكی پیشٚی ٕ٘ی

ػبیىّٛتبیذ رست ثٝ ؿجٝدػت آٔذٜ سا ثب ٝػبیىّٛتبیذٞبی ث ؿجٝ

دس ایٗ ؿىُ  .دٞذ٘ـبٖ ٔی TC503118  ؿٕبسٜ دػتیبثی
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ٞبیی  أب تفبٚت ؿٛد،ٞب ٔـبٞذٜ ٔی ؿجبٞت صیبدی ثیٗ تٛاِی

ٕ٘بیذ.  ٞب سا ثٝ ػٝ دػتٝ تمؼیٓ ٔی ٘یض ٚخٛد داسد وٝ پشٚتئیٗ

 , Zm Zm cyc 1، دػتٝ دْٚ ؿبُٔ Zm cyc4دػتٝ اَٚ ؿبُٔ 

Zmcyc2,  Zm cyc 3, TC503118,  ُٔدػتٝ ػْٛ ؿب ٚZm 

cyc 5 ثٙذی ثش اػبع تفبٚت دس ٘ٛؿ  ثبؿذ. ایٗ دػتٝ ٔی

 اػیذآٔیٙٝ اػت.

ثب ٚخٛد ایٗ ؿجبٞت پشٚتئیٙی، ٕٞشدیفی ٘ٛوّئٛتیذی      

ذ. دس دػتٝ دْٚ، دٞ سا ٘ـبٖ ٔی ثیـتشی ٞبی ( تفبٚت6)ؿىُ

Zm cyc 3  ٘ٛوّئٛتیذ ٔتفبٚت ثب  8داسایZm cyc 2  ٚZm 

cyc 1  ٕٞؼبٖ تمشیجب ی ٞب ایٗ پشٚتئیٗوٙذ  اثجبت ٔیوٝ اػت

فیٌّٛشاْ  7ٔتفبٚتٙذ. دس ؿىُ  ٘ٛوّئٛتیذی اص ِحبػ

ػبیىّٛتبیذ ٔٛخٛد دس پبیٍبٜ دادٜ ثب  ٞبی ؿجٝ پشٚتئیٗ

دػت آٔذٜ دس ایٗ تحمیك سػٓ ؿذٜ اػت وٝ ٞبی ثٝ پشٚتئیٗ

ؿٛ٘ذ  ٞب ثٝ دٚ دػتٝ وّی تمؼیٓ ٔی دٞذ ایٗ پشٚتئیٗ٘ـبٖ ٔی

س ایٗ تحمیك دس ٞش دٚ دػت آٔذٜ دٞبی پشٚتئیٙی ثٝ وٝ تٛاِی

ٞب دس  ػبیىّٛتبیذ ٌیش٘ذ وٝ ٔـخلبت ایٗ ؿجٝ ٌشٜٚ لشاس ٔی

 اػت. ٔـخق ؿذٜ 2خذَٚ 

ٞب دس دفبؿ ٌیبٜ دس ثشاثش فٛأُ ٔختّف  ػبیىّٛتبیذ        

ٞبی ٞب ٌضاسؽ ػبیىّٛتبیذ ثیٕبسیضا ٘مؾ داس٘ذ. دس ٔٛسد ؿجٝ

دفبفی وٝ ٞبی  وٕتشی ٚخٛد داسد. دس تحمیمی ثش سٚی پشٚتئیٗ

دس رست ا٘دبْ ؿذٜ اػت،   Ustilago maydisفّیٝ لبسذ

 :GenBank)ػبیىّٛتبیذ ٔـخق ؿذ یه پشٚتئیٗ ؿجٝ

 AY679129.1)  ّٕٝٚخٛد داؿت وٝ ٔمذاس آٖ ثقذ اص ح ٓٞ

. دػتٝ اَٚ (Basse et al. 2005)فبُٔ ثیٕبسی صا افضایؾ یبفت 

حبضش دػت آٔذٜ دس ٔغبِقٝ ٞبی ؿجٝ ػبیىّٛتبیذ ثٝ پشٚتئیٗ

ؿجبٞت صیبدی ثب ایٗ پشٚتئیٗ داس٘ذ. ثٙبثشایٗ تٙٛؿ ثبلای ایٗ 

-ٞب دس رست ٕٔىٗ اػت ثب ٘مؾ آٟ٘ب دس ٔمبٚٔت ثٝ ثیٕبسیطٖ

 ٞبی ٔختّف ٔشتجظ ثبؿذ.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

دػت آٔذٜ اص لؼٕت وّئٛپتیُ ػبیىّٛتبیذ ثٝ ٞبی ؿجٝ طٖ     

ٞبی طٖ ESTایٗ ٌیبٜ ثٛد. ا٘تخبة وّئٛپتیُ ثش اػبع فشاٚا٘ی 

كٛست ٌشفت، صیشا   PGIٞبی ؿجٝ ػبیىّٛتبیذ دس پبیٍبٜ دادٜ

ػبیىّٛتبیذٞب دس ایٗ ا٘ذاْ فشاٚا٘ی ثیـتشی ٘ؼجت ثٝ ػبیش ا٘ذاْ

ٞب ٕٔىٗ اػت ثیـتش اص ٞب ٘ـبٖ داد٘ذ، ثٙبثشایٗ تقذاد ایٗ طٖ

آ٘سٝ دس ایٗ ٔغبِقٝ ٌضاسؽ ؿذٜ اػت ثبؿذ. ثٙبثشایٗ لاصْ 

 RNA دس ؿشایظ ٔتفبٚت ٞبی ٔختّف ٚاػت وٝ اص ثبفت

ػبصی ٚ ٔغبِقٝ ػبیىّٛتبیذ ٕٞؼب٘ٝٞبی ؿجٝطٖ اػتخشاج ٚ

ٞبی ؿجٝ ػبیىّٛتبیذی داسای تٙٛؿ صیبدی  ؿٛ٘ذ. پشٚتئیٗ

ذٜ ٞب دس ایٗ تحمیك ٌضاسؽ ؿ ٞؼتٙذ وٝ تقذادی اص ایٗ تٛاِی

ٞب دس غلات اص إٞیت ثبلایی  اػت. تبییذ ٚ حضٛس ػبیىّٛتبیذ

ٞب دس ته  ی حضٛس ػبیىّٛتبیذ ثشخٛسداس اػت صیشا ٘ـبٖ دٞٙذٜ

دٞذ وٝ  اػت. ٘تبیح ایٗ ٔغبِقٝ ٘ـبٖ ٔی ٞب ای ِپٝ

ٞب ٕٔىٗ اػت اص یه طٖ اخذادی ٔـتك ؿذٜ  ػبیىّٛتبیذ

ٞب ٚخٛد  ای ِپٝ ٞب ٚ دٚ ای ِپٝثبؿٙذ وٝ دس خذ ٔـتشن ته

-داؿتٝ اػت. ٔغبِقبت ثیـتشی دس خلٛف ٘مؾ ایٗ پشٚتیٗ

 ٞبی حّمٛی دس ایٗ ٌیبٞبٖ لاصْ اػت.

 هٌابع:

 ٔتٗ اٍّ٘یؼی ٔشاخقٝ ؿٛد. 13-14ٞبی خٟت ٔلاحؾٝ ٔٙبثـ ثٝ كفحٝ
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Abstract 

Cyclotides-like proteins are a family of small disulfide-rich and plant-derived peptides 

made up of ~30 amino acids. They contain a unique structural motif that consists of a head-to-

tail cyclic backbone and knotted arrangement of three disulfide bonds, together referred to as the 

cyclic cystine knot (CCK). The cyclotides are antimicrobial circular peptides that have a variety 

of biological activities such as anti-HIV, anti-tumor, cytotoxic, hemolytic activity and etc. In 

current study, we have cloned new members of the cyclotide-like gene family from Zea Mays 

leaf cDNA using 3'RACE-PCR and specefic primers based on sequences found in a continuous 

region of homology present in EST database. Clones were randomly picked and sequenced. Nine 

cyclotide-like genes were identified. Phylogenetic analysis divided them in two separate classes; 

first class with length 300-500nt showed similarity with classical cyclotide-like genes in 

databases. In contrast the other class was very different with length 90-500nt and showed 

variations in number of disulfide bands. The cloning of these genes in maize showed that they 

are very diverse and may have important role in plant response to different stresses. 
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