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 چکیده

 به مقاوم گیاهان ایجاد در سنتی نژادیبه هایمحدویت بر غلبه برای ژنتیکمهندسی و مولکولی نژادیبه جدید هایروش ،اًاخیر

 هایبیمارگر از ایگسترده طیف به مقاوم تراریخت گیاهان تولید در میکروبیضد هایپپتید از استفاده .اندآمده وجودهب بیماری

 پپتید یک B1 درماسپتین میکروبی،ضد هایپپتید از زیادی تعداد میان در .است بوده همراه فراوانی هایموفقیت با گیاهی

 با .باشدمی زابیماری هایبیمارگر از وسیعی طیف علیه میکروبیضد خاصیت با آمینه اسید 31 طولبه کاتیونی میکروبیضد

 به دیگر بار و N انتهای به بار یک DrsB1 میکروبیضد پپتید یکنندهکد توالی پپتید، این میکروبیضد کارایی افزایش هدف

 و متصل (Cladosporium fulvum) فلاوم کلادوسپوریوم قارچ Avr4 ژن کیتین به اتصال دمین یکنندهکد توالی C انتهای

 منتقل توتون گیاه برگی هایریزنمونه به اگروباکتری روش کمک به (CBD-DrsB1 and DrsB1-CBD) ژنی هایسامانه

 گیاهان در هاآن بیان و هاترانسژن حضور ترتیببه SDS-PAGE و PCR، RT-PCR هایواکنش از استفاده با .ندگردید

 انسانی و گیاهی هایبیمارگر از تعدادی علیه شده استخراج نوترکیب هایپپتید میکروبیضد فعالیت .شد تأیید توتون تراریخت

 هایقارچ نمو و رشد روی (P ≤ 0.01) داریمعنی بازدارندگی اثرات دارای نوترکیب پپتید دو .گرفت قرار بررسی مورد

 اثر تراریخت، گیاهان لیدیتو نوترکیب هایپپتید که داد نشان CFU آزمایش از حاصل نتایج همچنین .بودند زابیماری

 در باکتریایی،ضد اثر بیشترین دارای CBD-DrsB1 نوترکیب پپتید .ندداشت هابیمارگر این روی بالای نسبتا کنندهممانعت

 نوترکیب پپتید بیان این، بر علاوه .بود برخوردار بالاتری قارچیضد توانایی از DrsB1-CBD نوترکیب پروتئین کهحالی

DrsB1-CBD قارچ علیه داریمعنی مقاومت افزایش سبب R.solani قارچ با مقایسه در Pythium sp. توجه جالب .گردید 

 مسئله این که بودند ترپذیرآسیب نوترکیب هایپپتید به نسبت سلولی دیواره در کیتین از بیشتری مقدار با هاییقارچ که،آن

 جدید و بالا میکروبیضد فعالیت دلیلبه .هستند سلولی دیواره کیتین به بیشتری تمایل دارای نوترکیب هایپپتید دهدمی نشان

 علیه زراعی محصولات تراریخت مقاوم ارقام تولید برای بار، اولین برای راهکار این از توانمی نوترکیب، هایپپتید بودن

 نمود. استفاده هابیمارگر

 ژنتیکمهندسی کیتین، به اتصال دمین بی،میکروضد پپتید ها،بیمارگر ژن، بیان :کلیدی واژگان
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 مقدمه
 و هاقارچکش به هاباکتری و هاقارچ مقاومت

 چالشی به جدید مقاوم هایسویه ظهور و هابیوتیکآنتی

 است شده تبدیل کشاورزی و پزشکی حوزه در مهم

(Hunter et al., 1995; Vidaver, 2002). هایروش 

 زراعی هایواریته ایجاد برای ینژادبه سنتی و مرسوم

 هستند، خوبی کارایی دارای گیاهی هایبیمارگر به مقاوم

 در هاآن مقاومت و است برزمان ارقامی چنین تولید اما

 هابیمارگر از وسیعی طیف با مقابله در کوتاهی مدت

 ;Zasloff, 2002) یابدمی کاهش یا و شودمی شکسته

Nazarian-Firouzabadi, 2014; Hajiahmadi et al., 

 میکروبیضد هایپپتید فردبهمنحصر هایویژگی .(2017

(Antimicrobial peptides: AMPs) این تا شده باعث 

 و کشاورزی سموم برای مناسب جایگزین عنوانبه هاپتیدپ

 هایپپتید .گیرند قرار توجه مورد هابیوتیکآنتی

 بیان جانداران از وسیعی طیف توسط میکروبیضد

 قرار استفاده مورد دفاعی سیستم یک عنوانبه و شوندمی

 عملکرد کاهش. (Zasloff, 2002, 2006) گیرندمی

 هایبیمارگر از ناشی کمیت و کیفیت لحاظ از تمحصولا

 هایپپتید از استفاده کمک به تواندمی را گیاهی

 (.Holaskova et al., 2015) نمود طرف بر میکروبیضد

 میکروبیضد فعالیت با هایپپتید برای جستجو بنابراین

 به تواندمی متفاوت، عمل مکانیسم و ساختار با و ترمتنوع

  کند. کمک هابیمارگر از وسیعی طیفبه گیاهان مقاومت

 مختلف موجودات در (2019) پپتید 3180 از بیش تاکنون

 این درکه  ،(http://aps.unmc.edu/AP) اندشده شناسایی

 جایگاه از دوزیستان پوست از مترشحه هایپپتید میان،

 غددی دوزیستان پوست در .هستند برخوردار ایویژه

 هایپپتید تولید در پیوسته منبعی که دارد وجود

 ,Barra and Simmaco) شوندمی محسوب میکروبیضد

1995; Conlon et al., 2004). مرطوب بدن پوست سطح 

 هاباکتری و هاقارچ رشد برای مناسبی محل ها،قورباغه

 حد تا هاآن پوست از مترشحه هایپپتید و مواد ولی است،

 کنندمی جلوگیری هایبیمارگر چنین رشد از زیادی

(Barra and Simmaco, 1995; Conlon et al., 2004). 

 که ((B1 DrsB1درماسپتین یخانواده کاتیونیک هایپپتید

 قورباغه هایخانواده از برخی پوستی غدد توسط

(Phyllomedusa bicolor) دارای شوند،می ترشح و تولید 

 میکروب سلولی غشای در و هستند آمینه اسید 34 تا 24

 رواین از و گیرندمی خودبه هلیکسی-α حالت هدف

 .شوندمی غشا در پایدارینا ایجاد سبب

 پپتید مولکولی تراکم چه هر که دهندمی نشان تحقیقات

 نسبت همانبه کند، پیدا افزایش بیمارگر غشا سطح در

 Flavia) یابدمی افزایش هابیمارگر میر و مرگ میزان

Cancado Viana et al., 2013; Li et al., 2011). بنابراین 

 نزدیک برای را هاپپتید تمایل میزان بتوان که صورتی در

 به تواندمی موضوع این داد، افزایش بیمارگر غشا به شدن

 کارایی رفتن بالا به و غشا سطح روی پپتید دُز افزایش

 .کند کمک هاآن میکروبیضد

 اثر و دینامیکی عملکرد در مهمی نقش قارچ سلولی دیواره

 در .کندمی بازی اطرافشان محیط با قارچ متقابل

 است ساختاری اولین سلولی دیواره قارچی، هایپاتوژن

 .دارد قرار (گیاه) میزبان دیواره با فیزیکی ارتباط در که

 از بسیاری سلولی یدیواره ساختاری پلیمر عمده کیتین

 شناخته الیستور یک عنوانبه که است زابیماری هایقارچ

 .دارد نقش گیاهان با ذاتی العملعکس در مهم یشده

 عمل با گیاهی کیتین یکننده هیدرولیز هایآنزیم

 هایسلول کیتینی یدیواره روی خود هیدرولیتیکی

 سلولی مرگ آن دنبالبه و دیواره تجزیه به منجر قارچی،

 ;Latgé and Beauvais, 2014; Latgé, 2010) شوندمی

Thomma et al., 2011). از قارچی هایپاتوژن 

 دیواره ترکیبات در تغییر جمله از مختلفی هایراهکار

 هاافکتور ترشح و کربوهیدارت زنجیره در تغییر سلولی،

 گیرندمی کاربه خود سلول یدیواره از حفاظت برای

(Fujikawa et al., 2012; Latgé and Beauvais, 2014). 

 قارچ توسط که برگی کپک بیماری در مثال؛ برای

 ترشح با قارچ این شود،می ایجاد فلاوم کلادوسپوریوم

 دیواره حفاظت باعث آلودگی زمان در Avr4 هایافکتور

 .شودمی گیاه هیدرولیتیکی هایآنزیم برابر در سلولی

 با که است کیتین به متصل دمین یک دارای Avr4 افکتور

 باعث قارچ سلولی دیواره در موجود کیتین به اتصال
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 کیتین به میزبان هیدرولیتیکی هایآنزی دسترسی کاهش

 قارچ سلولی دیواره هیدرولیز از و شودمی قارچ دیواره

 .(Van den Burg et al., 2006) کندمی جلوگیری

 هایپپتید غلظت افزایش مطالعه این مهم اهداف از یکی

 و قارچی هایبیمارگر غشا سطح روی میکروبیضد

 میکروبیضد پپتید یک همجوشی بنابراین .است باکتریایی

 تواندمی Avr4 کیتین به شونده متصل پروتئین از بخشی به

 ضمن باشد، هدف این به دستیابی برای مناسبی گزینه

 غشا به پپتید دسترسی پپتیدگلیکان و کیتین به اتصال اینکه

 مطالعه این در نماید.می تسهیل نیز را هابیمارگر پلاسمایی

 دمین به DrsB1 میکروبیضد پپتید تراکم افزایش هدف با

 قارچی پروتئین به مربوط (CBD) کیتین به شونده متصل

 و بیان توتون، گیاه در ژنی سامانه سپس گردید. متصل

 و باکتریایی هایبیمارگر علیه آن میکروبیضد فعالیت

 گرفت. قرار ارزیابی مورد آزمایشگاه شرایط در قارچی

 هاشرو و مواد
 .Aبا توتون ژنتیکی تراریزش و گیاهی مواد

tumefaciens: رقم توتون بذور Xanthi دقیقه 10مدت به 

 ،%5 سدیم هیپوکلریت میکرولیتر 300) شوینده محلول در

 ورهغوط (مقطر آب میکرولیتر 700 و تریتون میکرولیتر 6

 مقطر آب با مرتبه سه سپس و شوند عفونیضد تا شده

 محیط روی بر دارفاصله صورتبه بذور .شدند وششست

MS و روشنایی ساعت 16 نوری شرایط در و داده قرارد 

 کشت اتاق در C2±24˚ دمای در تاریکی ساعت 8

 ایهفته سه گیاهان از سترون برگی نمونه .شدند دارینگه

 به عرض در هابرگ شد. تهیه بذور این از یافته رشد

 درون به سپس شدند، داده برش متریسانتی یک فواصل

 حاوی GV3101 سویه آگروباکتریوم حاوی تلقیح مایع

 همکاران و خادمی توسط قبلا که شده طراحی یهاسازه

 ;Khademi et al., 2019a) اندشده تهیه (2019)

Khademi et al., 2019b) دقیقه 10 تا 5 مدت به و منتقل 

 صافی کاغذ روی بر آلوده هایبرگ .شدند داده تکان

 محیط روی سپس شوند، خشک تا شدند داده قرار استریل

 BA (2 mg/l) هاییهورمون ترکیبات با MS توام کشت

 .شدند داده قرار بیوتیکآنتی بدون و NAA (0.1 mg/l)و

ی دما در تاریکی شرایط در روز 3 تا 2 مدت به کشتیهم

˚C2±24 به هاریزنمونه توام، کشت از پس .شد انجام 

 BA (2 هورمونی ترکیبات با MS حاوی انتخابی محیط

mg/l) و NAA (0.1 mg/l) غلظت با کانامایسین و µg/ml 

 نوری شرایط در µg/ml 200 غلظت با سفوتاکسیم و 50

 C25˚ دمای در تاریکی ساعت 8 و روشنایی ساعت 16

 شدند. پدیدار برگ هایکناره از هاجوانه تا کرده دارینگه

 حاشیه از برگی 6 تا 4 هایجوانه شدن ظاهر از پس

 جدا پایه ریزنمونه از آرامی به هاجوانه این ها،ریزنمونه

 تا شدند داده انتقال انتخابی محیط روی بر و شده

 بالاتر هایغلظت با آرامی به تراریخت هاینوساقه

 در تراریختغیر هایساقهنو و شوند سازگار کانامایسین

 25 گذشت از پس شوند. سفید کانامایسین نهایی غلظت

 منتقل دهیریشه محیط به جوان هایگیاهچه روز، 35 تا

 خاک به انتقال جهت و کرده ریشه تولید بتوانند تا شد

 به سازگاری جهت دارریشه هایگیاهچه یتاًنها شوند. آماده

 4 تا 2 مدت به بالا رطوبت شرایط با گلدان طبیعی محیط

 یافتند. انتقال هفته

 منظوربه :PCR روش وسیلهبه تراریخت گیاهان آنالیز

 از ژنومی یDNA احتمالی، هایگیاهچه تراریختی ییدأت

 و کمیت تعیین .شد استخراج CTAB روش به هاگیاهچه

 و اسپکتروفتومتر طریق از شده استخراج DNA کیفیت

 با PCR آنالیز سپس و شد انجام آگارز ژل الکتروفورز

 DrsB1 پپتید هایژن اختصاصی هایآغازگر از استفاده

(DrsB1 F: GCTAAGGCTATGTGGAAGGATG و 
DrsB1 R: ATTGAGAAATAGTATCAGCAACA 

GC) روی DNA گردید انجام الگو عنوانبه ژنومی. 

 سازیواسرشت چرخه یک با پلیمراز ایزنجیره واکنش

 چرخه 35 دقیقه، 5 برای گرادسانتی درجه 94 در اولیه

 برای گرادسانتی درجه 94 دمای در سازیسرشتوا شامل،

 درجه 59 دمای در آغازگر اتصال مرحله دقیقه، 1

 72 دمای در الگو DNA تکثیر ثانیه، 30 برای و گرادسانتی

 یک تا ثانیه 30 از قطعه طول حسب بر گرادسانتی درجه

 به گرادسانتی درجه 72 در نهایی تکثیر چرخه یک و دقیقه

 . گرفت صورت دقیقه 5 مدت
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 بیان دییتأ منظوربه :cDNA سنتز و RNA استخراج

 لیتیم روش مطابق RNA استخراج نوترکیب، هایسامانه

 ژنومی آلودگی DNase آنزیم از استفاده با و انجام کلراید

 cDNA سنتز کیت از استفاده با سپس و شد، حذف

 ساخت ،oligodT پرایمر و Thermo Fisher))شرکت

cDNA واکنش .گرفت صورت RT-PCR روی بر 

cDNAاختصاصی هایآغازگر توسط شده، سنتز های 

 -Elongation Factor (elf-α داخلی کنترل

F:TGAACCATCCAGGACAGATTG وelf-α R: 

TCTTAACCATACCAGCATCACC) پپتید و DrsB1 

 .شد انجام

 هایریشه و برگ بافت گرم 1 ابتدا در :پروتئین استخراج

 با و هاون در جداگانه صورت به کدام هر تراریخت مویین

 Stone and) شد هموژنیزه و پودر مایع ازت از استفاده

Gifford, 1997). بافر آن به مساوی مقدار به سپس 

 rpm) سانتریفیوژ از بعد و اضافه (PMSF)حاوی فسفات

 شد. جدا بالایی فاز C˚4 در دقیقه 15 مدت به (13000

 هایپروتئین حاوی که سانتریفیوژ از حاصل رویی مایع

 ستون به پروتئین تخلیص جهت بود، محلول

 (PrepEase Ni-IDA) نیکل رزین حاوی کروماتوگرافی

 5mM حاوی شستشو محلول با ترتیببه ستون شد. منتقل

NaCl M m300-4O2NaH جهت شد. داده شستشو 

 شستشو محلول ،ستون از نوترکیب پروتئین جداسازی

 گرفت. قرار استفاده مورد ایمیدازول mM250 حاوی

 و برادفور روش به شده استخراج پروتئین غلظت

 .(Bradford, 1976) شد گیریاندازه (1997) همکاران

 درصد 14 ژل روی بر ستون از خروجی هایپروتئین

 با عمودی الکتروفورز دستگاه از استفاده با و بارگذاری

 .شدند جدا یکدیگر از ولت 150 ثابت ولتاژ

 علیه نوترکیب هایپروتئین میکروبیضد فعالیت بررسی

 فعالیت سنجش منظوربه باکتریایی: هایبیمارگر

 شمارش هایروش از نوترکیب هایپروتئین میکروبیضد

 روش در شد. استفاده (CFU) کلونی تشکیل هایواحد

CFU باکتریایی هایبیمارگر از Enterococcus faecalis 

(PTCC1393)، Enterococccus faecium (KX185054) 

 مانده شب کشت Escherichia coli (PTCC 1330) و

 وقتی و تهیه جدیدی کشت مانده شب کشت از شد. تهیه

 مقدار رسید. 4/0 به نانومتر 600 در آن نوری چگالی

µg/ml 60 تراریختغیر گیاه شده استخراج پروتئین از 

 کشت از لیتر میلی یک به تراریخت گیاه و منفی( )کنترل

 تا شد شیک 250 دور در ساعت 2 مدت به و اضافه

 1 تا 8/0 به نانومتر 600 در منفی کنترل نوری چگالی

 روی و تهیه رقت سریال نمونه دو هر از سپس برسد.

 CFU میزان بعد روز و شد پخش آگار نوترینت محیط

 شاهد گیاه و نوترکیب پروتئین هر برای زیر رابطه طبق

 شد. مقایسه و محاسبه

100
)Ut(ml/CFU

)T(ml/CFU)Ut(ml/CFU
In(%) 


 

In: بازدارندگی، درصد Ut پروتئین کلونی تعداد 

 )تیمار( نوترکیب پروتئین کلونی تعداد T و تراریختغیر

 است.

 از استفاده با (MIC) رشد مهارکنندگی غلظت حداقل

 رقت سریال تهیه گردید. تعیین لوله در سازیرقت روش

 5 منظور،بدین شد. انجام خانه 96 پلیت از استفاده با

 µg/ml و 50 ،25 ،25/12 ،25/6 هایغلظت شامل سطح

 گیاهان از شده خالص نوترکیب هایپروتئین از 100

 حجم در باکتریایی هایبیمارگر علیه شاهد و تراریخت

 رشد و داده قرار باکتری مقابل در ،µl200  نهایی

 عنوانهب چاهک یک گرفت. قرار بررسی مورد هایباکتری

 پروتئین و کشت( محیط ترکیب )حاوی منفی کنترل

 )حاوی مثبت کنترل عنوانبه چاهک یک و نوترکیب

 نظر در کشت( محیط علاوه به میکروب سوسپانسیون

 از µl10 مقدار هاچاهک همه به سپس شد. گرفته

 5/1 × 810) فارلند مک نیم غلظت با باکتری سوسپانسیون

 قرار C˚37 دمای در ساعت 24 مدت به و اضافه سلول(

 رشد از ناشی کدورت نظر از هاچاهک سپس شدند. داده

 ایجاد مشاهده با گردیدند. بررسی شده تلقیح باکتری

 حداقل عنوانبه قبلی چاهک چاهک، هر در کدورت

 چاهک وردم در شد. گرفته نظر در مهارکنندگی غلظت

 باکتری کافی رشد دهندهنشان کدورت مثبت، کنترل

 شفاف و رشد بدون باید منفی کنترل چاهک باشد.می
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 آزمایش این باکتری هر برای .(Vlietinck, 1991) باشد

 شد. اجرا و طراحی تکرار سه در جداگانه صورتهب

 بر نوترکیب هایپروتئین میکروبیضد فعالیت بررسی

 محیط حاوی پتری یک داخل :هاقارچ هیف رشد روی

PDA هایقارچ از قطعه یک Pythium sp. و 

Rhizoctonia solani وسط و زده برش دایره شکل به 

 به قارچی هایمیسلیوم رشد که وقتی شد. داده قرار پتری

 لبه از مساوی فاصله به رسید، mm 40-35 اندازه

 پروتئین از µl/ml 50 حاوی هایدیسک میسلیوم،

 بعد و شدند داده قرار قارچ با تماس در شاهد و نوترکیب

 بررسی هادیسک نزدیک در قارچ رشد ساعت 48 تا 18 از

  شد.

 از استفاده با (MIC) رشد مهارکنندگی غلظت حداقل

 این در شد. تعیین میکرودایلوشن سازیرقت روش

 تازه کشت به نیاز قارچی سوسپانسیون تهیه برای آزمایش

 روی مطالعه مورد هایقارچ باشد.می قارچ هرگونه از

 از بعد روز چهار شدند. کشت استریل PDA محیط

 از اسکالپل از استفاده با شده تولید هایاسپور کشت،

 حاوی هایویال داخل جداگانه طوربه و جدا محیط سطح

 آوردن دستبه برای شدند. ریخته استریل مقطر آب

 تعداد (،CFU/ml 810 × 1) هااسپور از مناسبی غلظت

 داخل جداگانه کدام هر از قطره یک در موجود اسپور

 شمارش میکروسکوپ زیر ومترهموسایت حاوی هایویال

 هایپروتئین مختلف هایغلظت از lµ100 میزانبه شد.

 کدام هر (μg/ml 40 و 35 ،30 ،25 ،20،15) نوترکیب

 نهایی حجم با اسپور حاوی ویال داخل جداگانه صورتبه

µl 200 دور با سپس و ریخته rpm 120 24 مدت به 

 از استفاده با هااسپور زنیجوانه شد. داده قرار ساعت

 رشد از ناشی کدورت میزان و نوری میکروسکوپ

 گردید. بررسی شده تلقیح هایقارچ

 و ها)میکروب هاتیمار آماری آنالیز :هاداده آماری آنالیز

 قالب در فاکتوریل آزمایش یک در نوترکیب( هایپروتئین

 افزار نرم از استفاده با تکرار 3 در تصادفی کاملا طرح

MSTATC دارمعنی اختلاف وجود صورت در شد. انجام 

 سطوح در دانکن ایدامنه چند آزمون روش از هاتیمار بین

 .شد استفاده میانگین مقایسه برای مربوط دارمعنی

 بحث و نتایج

 تراریزش، برای استفاده مورد هایریزنمونه کل مجموع از

 کانامایسین حاوی گزینشی محیط در گیاهچه 200 تعداد

 هایگیاهچه نتایج، بررسی سهولت برای که شدند باززایی

 نوترکیب پپتید نوع حسب بر حاصل تراریخت ظاهر به

 DrsB1-CBD-XX و CBD-DrsB1-XX اسامی به بیانی

 تراریخت لاین شماره نماینده XX که شدند گذارینام

 شاهد، و تراریخت ظاهر به گیاهان از تعدادی است.

DNAروش به ژنومی ی CTAB سپس گردید. استخراج 

 در گردید. ییدتأ ژنی هایسامانه حضور ،PCR آزمون با

 اندازه هم bp100  اندازه به باندی تراریخت هایگیاهچه

 ژنی هایسامانه حاوی بیانی ناقل در یشده تکثیر باند

 در کهحالی در شد، مشاهده تکثیر مثبت شاهد عنوانبه

 اختصاصی هایآغازگر با ایقطعه هیچ تراریختغیر گیاه

 نشده داده نشان هاداده) نشد تکثیر نوترکیب هایپپتید

 گیاهان در مطالعه این نوترکیب پپتید دو هر بیان .است(

 از استفاده با کمینیمه RT-PCR روش با تراریخت

 مقایسه با و DrsB1 نوترکیب پپتید اختصاصی هایآغازگر

 .شد انجام elf دارخانه ژن یکنواخت بیان میزان

 bp تقریبی طول به ایقطعه شودمی مشاهده کهطوریهمان

 داد نشان که گردید مشاهده تراریخت هایلاین در 100

 تراریخت هایلاین در خوبیبه نظر مورد هایژن

 باند یکسانی به توجه با همچنین .شوندمی بردارینسخه

 در نوترکیب هایپپتید ژن باند شدت داخلی، کنترل ژن

 بود. بیشتر دیگر یهالاین به نسبت هالاین از تعدادی

 یژن هاینسخه میزان اساس بر انتخابی تراریخت هایلاین

 .شدند بندیتقسیم (H) بالا بیان و (L) بیان کم گروه دو به

 بیشترین آزمایش، مورد هاینمونه مجموع از اساس این بر

-CBD-DrsB1-21، DrsB1 تراریخت هایلاین در بیان

CBD-43 و DrsB1-CBD-30 شکل شد مشاهده( A1.) 

 تولید و بیان از اطمینان و بررسی منظوربه همچنین

 آزمایش تراریخت، گیاهان هایلاین در نوترکیب هایپپتید

SDS-PAGE نوترکیب هایپپتید از گرفت. صورت 
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همکاران و خادمی ... نوترکیب هایپپتید میکروبیضد فعالیت و بیان بررسی  

 کروماتوگرافی هایستون از استفاده با شده سازیخالص

 نوترکیب پپتید دو سازیخالص برای نیکل رزین حاوی

 هایلاین برای SDS-PAGE از حاصل نتایج شد. استفاده

 گیاهان هایلاین در که داد نشان خوبیبه تراریخت

 طوریهمان شوند.می تولید نوترکیب هایپپتید تراریخت

 انتظار مورد یاندازه با باند یک شود،می مشاهده که

 SDS-PAGE کمک به نوترکیب پپتید دو هر به مربوط

 در نوترکیب هایپپتید با متناظر یباند هیچ شود.می دیده

 .(B1 )شکل نشد مشاهده تراریختغیر هایلاین

 ستخراجا هایپروتئین باکتریاییضد فعالیت آزمایش

 هایپروتئین :CFU روشبه تراریخت گیاهان از شده

 شرایط در تراریخت گیاهان از شده استخراج نوترکیب

 تشکیل و رشد بر کنندگیممانعت اثر دارای آزمایشگاهی

 و E.faecalis، E.faecium یهابیمارگر توسط کلونی

E.coli (2 )شکل بودند. 
 

 

 
 گیاه روی کمینیمه RT-PCR آنالیز : A-1 شکل

 با شاهد و (CBD-DrsB1 و DrsB1-CBD) تراریخت
 آنالیز :B ؛DrsB1 پپتید اختصاصی هایآغازگر از استفاده

 شاهد و شده تخلیص نوترکیب پپتیدهای بیان
 SDS-PAGE روش از استفاده با تراریختغیر

Ut: تراریخت،غیر گیاه c: بدون منفی کنترل( الگو DNA) 
Figure 1. A: Semi-quantitative RT-PCR analysis of 
transgenic and control plants; B: Sodium dodecyl 
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-

PAGE (of Ni-IDA purified recombinant peptides in 
selected transgenic and control plants 

Ut: non-transgenic control line and c: negative 
control 

 
 استخراج نوترکیب هایپپتید کنندهممانعت اثر -2 شکل

  in vitro محیط در شده
Figure 2. In vitro inhibitory effect of recombinant 

peptides extracted from transgenic lines 
 

 شاهد عنوانبه تراریختغیر گیاه از کل پروتئین همچنین

 دهندهنشان CFU آزمایش نتایج گرفت. قرار استفاده مورد

 Enterococcus زایبیماری عوامل بالای نسبتاً کنترل

 بود تراریخت گیاهان نوترکیب هایپروتئین توسط

 علیه بازدارندگی فعالیت میزان نظر از همچنین (.1 )جدول

 پپتید نوترکیب، پپتید دو بین از باکتریایی هایبیمارگر

 مهارکنندگی قدرت CBD-DrsB1-21 از حاصل نوترکیب

 از DrsB1-CBD-43 نوترکیب پپتید به نسبت بیشتری

 .داد نشان خود

 (MIC) مهارکنندگی غلظت حداقل از حاصل نتایج

 هایبیمارگر علیه نوترکیب هایپپتید میکروبیضد فعالیت

 هایغلظت به مختلف هاباکتری که داد نشان باکتریایی

 نشان متفاوتی واکنش آزمایش این در شده استفاده

 E.coli باکتری رشد کنترل برای کلی، طوربه دهند.می

(µg/ml 100) نوترکیب پپتید دو هر از بیشتری غلظت به 

 نوترکیب، هایپپتید نوع از نظرصرف همچنین بود. نیاز

 برابر ،E.faecalis باکتری برای بازدارندگی غلظت حداقل

µg/ml 50 .باکتری بود حالی در این بود E.faecium در 

 دارای و ترمقاوم DrsB1-CBD نوترکیب پپتید برابر

 بود. (µg/ml 100) میزانبه بازدارندگی غلظت حداقل

 استخراج نوترکیب هایپپتید قارچیضد فعالیت آزمایش

 اثر بررسی نتایج :تراریخت گیاهان هایلاین از شده

 گیاهان از شده استخراج نوترکیب هایپروتئین بازدارندگی

 انتشار روش اساس بر قارچی بیمارگر دو علیه تراریخت

 مطالعه این از حاصل نتایج است. شده ارائه دیسک روی

 نوترکیب هایپپتید و یقارچ هایجدایه که دهندمی نشان

 بازدارندگی میزان روی (P < 0.01) داریمعنی اثر

 .(2 )جدول داشتند هابیمارگر
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 علیه نوترکیب هایپپتید میکروبیضد آنالیز -1 جدول
 مختلف هایبیمارگر

Table 1. Antimicrobial analysis of recombinant 
peptides against different pathogens 

 

 هایپپتید بازدارندگی اثر واریانس تجزیه -2جدول

 تراریخت گیاهان هایلاین از شده جداسازی نوترکیب

 قارچ جدایه دو بازدارندگی میزان روی
Table 2. ANOVA analysis of the inhibitory effects 

of recombinant peptides on growth of two fungal 

species 

مربعات میانگین  
Mean squares 

 درجه
 آزادی

df 

تغییرات منبع  
Source of variation 

هاقارچ 1 **165.021  
Fungi 

هاپپتید 1 **4.68  
Peptides 

0.021ns 1  هاقارچ  × هاپپتید   
Fungi × Peptide 

 خطا 8 0.125
Error 

5.02  
)%( راتیتغی ضریب  

Coefficient of variation (%) 

ns درصد 1 احتمال سطح در دارمعنی و دارمعنی غیر ترتیببه : ** و 

 1% at ignificants and significant No **: and ns

probability levels, respectively 

 
 از استفاده با جانبه دو متقابل اثر میانگین مقایسه نتایج

 A3 شکل در درصد 1 احتمال سطح در دانکن آزمون

 هر شودمی ملاحظه کهطوریهمان است. شده داده نشان

 خوبیبه زابیماری هایقارچ رشد از نوترکیب پپتید دو

 که بود حالی در این ،(A3 )شکل نمودند جلوگیری

 بر کمی یرتأث تراریختغیر گیاه از شده استخراج پروتئین

 .(B3 )شکل داشت مطالعه مورد هایقارچ میسلیومی رشد

 

 هایپروتئین قارچیضد اثر میانگین مقایسه :A -3 شکل
 هایهیف رشد :B ؛قارچی هایبیمارگر علیه نوترکیب

 هایلاین از حاصل نوترکیب هایپپتید تأثیر تحت قارچی
 تراریخت

a) نوترکیب پپتید CBD-DrsB1-21، b) نوترکیب پپتید 
DrsB1-CBD-43، c) تراریخت،غیر شاهد پروتئین d) بافر 

 فسفات
Figure 3. A: Means comparison of antifungal 

activity of recombinant proteins on fungal growth; 

B: Growth of fungal hyphae treated with 

recombinant peptides extracted from selected 

transgenic lines 

a) CBD-DresB1-21, b) DresB1-CBD-43, c) non-

transgenic control plant, d) Phosphate buffer 
 

 DrsB1-CBD-43 لاین از شده استخراج پپتید همچنین

 مورد زایبیماری هایقارچ بر را بازدارندگی یرتأث بیشترین

 نوترکیب پپتید این بازدارندگی هالهقطر داد. نشان بررسی

 هر همچنین بود. mm 11 حدود در R.solani قارچ روی

 علیه کمتری مهارکنندگی قدرت نوترکیب پروتئین نوع دو

 .داشتند پیتیوم قارچ

 دیسک روی نوترکیب هایپپتید تزریق از حاصل نتایج

 داشت. همخوانی MIC از حاصل نتایج با خوبیبه

 روی بر نوترکیب هایپپتید میکروبیضد اثر بیشترین

 میزان کهطوریبه گردید، مشاهده R.solani هایقارچ

MIC هایپپتید به مربوط DrsB1-CBD و CBD-DrsB1 

 که بود حالی در این بود. µg/ml 25 و 15 میزانبه

 برابر در .Pythium sp مانند کیتین بدون قارچی هایگونه

 بیمارگر
Pathogens 

 رشد کاهش درصد
CFU (%)  

CBD-DrsB1 DrsB1-CBD 

Enterococcus 

faecium 
82.99±2.1 46.36±0.87 

Enterococcus 

faecalis 
81.5±1.7 55.76±2.1 

Escherichia coli 57.83±1.87 37.27±1.3 
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 غلظت حداقل دارای و ترمقاوم نوترکیب هایپپتید این

 هایلاین در ترتیببه µg/ml 30-20 میزانبه بازدارندگی

DrsB1-CBD و CBD-DrsB1 .بود 

 در مختلفی هایرویکرد از گذشته، دهه چند طی در

 و بهبود برای مولکولی شناسیزیست و گیاهی ژنتیک

 از وسیعی طیف با مقابله برای گیاهان مقاومت افزایش

 ,.Cao et al) است شده استفاده گیاهی هایبیمارگر

 فعالیت دهندهنشان گذشته مطالعات بررسی .(1998

 توتون گیاه در DrsB1 نوترکیب هایپپتید میکروبیضد

 زابیماری هایقارچ و هاباکتری از وسیعی طیف علیه

 راستا، همین در .(Osusky et al., 2004) بود گیاهی

 غشای روی DrsB1 پپتید تراکم و تعداد افزایش منظوربه

 لینکر یک توسط DrsB1 پپتید مهاجم، گیاهی هایبیمارگر

 قارچ Avr4 ژن از کیتین به شونده متصل دمین به

 نوترکیب پروتئین تا شد متصل فلاوم کلادوسپوریوم

 پپتیدگلیکان همچنین و قارچ سلولی دیواره کیتین به بتواند

 DrsB1 پپتید اگرچه شود. متصل هاباکتری سلولی دیواره

 بالایی میکروبیضد فعالیت آزمایشگاهی درون شرایط در

 خود از هامخمر و هاپروتوزوآ ها،قارچ ها،باکتری علیه

 بخشیعلی آن فعالیت افزایش برای حال این با داد، نشان

 DrsB1 پپتید ترمینال N ناحیه تغییر با (2018) همکاران و

 افزایش منفی بار با هاییلیپید به اتصال برای را پپتید تمایل

 به منجر توتون گیاه در یافتهتغییر پپتید این بیان دادند.

 برخی علیه قوی مقاومت با تراریختی هایلاین تولید

 .(Alibakhshi et al., 2018) شد گیاهی هابیمارگر

 هایپروتئین میکروبیضد فعالیت اولیه بررسی در

 که ددا نشان دیسک روی انتشار و CFU روشبه نوترکیب

 دارمعنی میکروبیضد فعالیت دارای نوترکیب هایپروتئین

 غلظت حداقل تعیین آزمایش بعدی، مرحله در است.

 و زابیماری باکتری که داد نشان هاپپتید مهارکنندگی

 هایپروتئین مقابل در بالایی میزانبه گیاهی مهم هایقارچ

 تحت پایین هایغلظت در و هستند حساس نوترکیب

 روند.می بین از نوترکیب هایپپتید این ثیرأت

 در نوترکیب های¬پروتئین بین مقایسه از حاصل نتایج

 CBD-DrsB1 نوترکیب پروتئین که داد نشان بررسی این

 برابر در بیشتری کارایی دیگر، نوترکیب پروتئین به نسبت

 عوامل رشد از کمتر غلظت با کهطوریهب دارد هاباکتری

 این نتایج علاوه،به ند.کمی جلوگیری خوبیبه زابیماری

 همکاران و خادمی هاییافته با مطالعه از قسمت

(Khademi et al., 2019a) متفاوت اثرات با رابطه در 

 مطابقت نظر مورد نوترکیب پپتید دو باکتریاییضد فعالیت

  .داشت

 هایپپتید روی بر شده انجام مطالعات بررسی

 این باکتریاییضد اثرات که است داده نشان کروبیمیضد

 است. توجه مورد مهم بسیار زابیماری باکتری علیه هاپپتید

 نیز Buwchitin میکروبیضد پپتید اثر بررسی مثال، برای

 Enterococcus و E.coli، S.aureus هایباکتری علیه

 مطالعه در .(Oyama et al., 2017) است شده اثبات

 صورتبه شده طراحی هایپپتید فعالیت و کارایی ،حاضر

In silico پایگاه هایالگوریتم کمک به CAMP بررسی 

 اضافه دلیلبه که داد نشان مطالعه از بخش ینا نتایج شد.

 ،His-tag وجود همچنین و کیتین به اتصال دمین نمودن

 پپتید به نسبت نوترکیب هایپپتید این مثبت بار میزان

DrsB1 یافت افزایش آن آنالوگ و دمین بدون (Osusky 

et al., 2004). باعث نوترکیب هایپپتید مثبت بار افزایش 

 سبب نتیجه در و باکتری سلولی دیواره به هاآن اتصال

 امر همین و شودمی باکتری شدن لیز و غشا در اختلال

 به نسبت هاپپتید این بازدارندگی میزان افزایش باعث

 جدول رد که گونههمان گردید. (تراریختغیر گیاه) شاهد

 به نسبت هایباکتر تیحساس زانیم ،شودمی مشاهده 1

 نحوه به مسئله نیا رسدمی نظربه .بود متفاوت هم با دیپپت

 بار با یونیکات دیپپت متقابل اثر و یکروبیمضد دیپپت عملکرد

 هایغشا کیکوئیپوتیل دیاس و هادیپیفسفول یهاگروه یمنف

 ;Phoenix et al., 2015) گرددمیبر باکتری میکروبی

Sohlenkamp and Geiger, 2016; Teixeira et al., 

 ژن از کیتین به اتصال دمین کردن اضافه همچنین .(2012

Avr4 و کیتین بین ساختار بودن مشابه دلیلبه نیز 

 اثر همچنین و (Wohlkönig et al., 2010) پپتیدوگلیکان
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 پپتیدوگلیکان از آمین گلوکز استیل-N با Avr4 متقابل

 علیه نوترکیب هایپپتید این فعالیت افزایش باعث

 ,.Van den Burg et al) شودمی باکتریایی هایبیمارگر

2004). 

 پپتید میکروبیضد فعالیت و کیتین به اتصال قابلیت بین

Cy-AMP، مثبت گرم هایباکتری علیه (L.lactis، 
S.mutans، C.michiganensis،) منفی گرم 

(E.carotovora و E.cloacae) قارچی و (F.oxysporum 
 در جهش ایجاد با .دارد وجود رابطه (G.candidum و

 و کیتین به اتصال ،Cy-AMP پپتید کیتین به اتصال دمین

 کهیحال در کرد، پیدا کاهش قارچیضد فعالیت نتیجه در

 منفی و مثبت گرم هایباکتری علیه باکتریاییضد خاصیت

 Yokoyama) نکرد تغییر وحشی تیپ پپتید با مقایسه در

et al., 2009). ها،بیمارگر با مبارزه منظوربه تاکنون 

 مختلف گیاهان در متعددی قارچی و گیاهی هایکیتیناز

 در بالاتری مقاومت موارد بیشتر در و اندشده بیان

 حاوی هایبیمارگر علیه شاهد نسبت تراریخت هایلاین

 شناخت جهت متعددی مطالعات .است شده حاصل کیتین

 از .است گرفته صورت کیتین به اتصال دمین عملکرد

 اتصال دمین نقش مطالعه به توانمی مطالعات، این جمله

 این .نمود اشاره Avr4 فلاوم کلادوسپوریوم قارچ کیتین به

 دمین حاوی که است Avr4 نام به افکتوری دارای قارچ

 برابر در را قارچ سلولی دیواره که باشدمی کیتین به اتصال

 Van den Burg et) کندمی محافظت گیاهی هایکیتیناز

al., 2006). 

 فعالیت افزایش و بالا مطالب به توجه با بنابراین

 ،DrsB1 پپتید به نسبت نوترکیب هایپپتید قارچیضد

 نقش کیتین به اتصال توانایی که گرفت نتیجه توانمی

 بازی نوترکیب هایپپتید قارچیضد فعالیت در مهمی

 گیاهان پروتئینی عصاره اثر راستا، این در کند.می

 مهارکنندگی اثر نوترکیب هایپروتئین حاوی تراریخت

 .Pythium sp قارچ به نسبت R.solani روی بیشتری

 کیتین میزان که باشد خاطر این به تواندمی امر این داشتند.

 دیگر قارچ به نسبت پیتیوم ارچق سلولی دیواره در

 از حاصل نتایج .(Yan et al., 2008) است کمتر مراتببه

 کنترل در مهم هایراهکار از یکی که داد نشان مطالعه این

 ساختار در کیتین دادن قرار هدف گیاهی، هایبیمارگر

 باشد.می هاقارچ سلولی دیواره اصلی

 نوترکیب پروتئین که داد نشان مطالعه این از حاصل نتایج

CBD-DrsB1 در ،بود باکتریاییضد اثر بیشترین دارای 

 توانایی از DrsB1-CBD نوترکیب پروتئین کهحالی

 این برای ما اگرچه بود. برخوردار بالاتری قارچیضد

 پیدا مناسبی علمی هتوجی توانیمنمی فعالیت در تفاوت

 گیاهان در متفاوت اثرات این که رسدمی نظربه اما کنیم،

 پپتید نوع ،هاقارچ زایبیماری توانایی و گونه به تراریخت

 بستگی مطالعه مورد گیاه در پروتئین بیان میزان نوترکیب،

 .دارد

 سیستم ذاتی و طبیعی ترکیبات میکروبیضد هایپپتید

 در هاآن بیان و هستند موجودات همه واقع در ایمنی

 و شیمیایی سموم از استفاده تواندمی تجاری محصولات

 دهد. کاهش را آن با مرتبط محیطی زیست خطرات

 در فراوانی هایکاربرد نوترکیب هایپروتئین امروزه

 کردن بهینه و دارند کشاورزی و پزشکی صنعت،

 محصول تولید در مهم، ترکیبات این تولید هایروش

 کارایی صحت تأیید ضمن مطالعه، این در دارد. ضرورت

 و دستورزی فرآیند طی DrsB1 نوترکیب های¬پپتید بیان

 برای ارزشی با اطلاعات توتون، گیاه در ژنتیکمهندسی

 با مقابله و داروسازی صنعت در هدفمند آزمایشات

 همچنین .گردید فراهم هابیوتیکآنتی به مقاوم هایباکتری

 مطالعه این نوترکیب هایپپتید از استفاده که رسدمی نظربه

 در انسانی هایبیمارگر با تماس یسابقه عدم دلیلبه

 هایپپتید برای مناسبی جایگزین تواندمی تکامل، جریان

 .باشد زابیماری هایمیکروب با مقابله امر در انسانی

 برابر در میکروبیضد نوترکیب هایپپتید این از استفاده

 توانمی کهطوریبه است امیدوارکننده گیاهی هایبیمارگر

 در را شیمیایی سموم از استفاده گیریچشم طرزبه

 تحقیق بعدی مرحله هنوز چه اگر .دهد کاهش کشاورزی

 تراریخت گیاهان ایمزرعه و ایگلخانه ارزیابی شامل
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 گیاهان که هستیم امیدوار اما است، نگرفته صورت

 عواملبه آزمایشگاهی درون شرایط همانند تراریخت

 .باشند مقاوم نیز ایمزرعه و ایگلخانه شرایط در زابیماری
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Abstract 
Recently, new molecular breeding and genetic engineering approaches have emerged to overcome the 

limitations of conventional breeding methods in generating disease-resistance transgenic plants. The 

use of antimicrobial peptides (AMPs) to produce transgenic plants resistant to a wide range of plant 

pathogens has achieved great success. Among huge number of AMPs, Dermaseptin B1 (DrsB1), an 

antimicrobial cationic 31 amino acids peptide, exhibits significant antimicrobial activities towards a 

wide range of pathogens. In order to increase the antimicrobial efficacy of DrsB1, the DrsB1 encoding 

DNA sequence was either fused to the N- or C-terminus of the sequence encoding chitin-binding 

domain (CBD) of Avr4 gene from Cladosporium fulvum and constructs (CBD-DrsB1 and DrsB1-

CBD) were used for tobacco leaf disk Agrobacterium-mediated transformation. Polymerase chain 

reaction (PCR), semi-quantitative RT-PCR and SDS-PAGE analysis indicated the integration of 

transgenes in tobacco genome and expression of the recombinant genes in transgenic plants, 

respectively. The antimicrobial activity of extracted recombinant peptides were assessed against a 

number of plant and human pathogens. Both recombinant peptides had statistically significant 

(P<0.01) inhibitory effects on the growth and development of fungi pathogens. Also, CFU test result 

showed that extracted recombinant peptides from transgenic plants, had a relatively high inhibitory 

effect on plant pathogens. The CBD-DrsB1 recombinant peptide demonstrated a higher antibacterial 

activity, whereas the DrsB1-CBD recombinant peptide performed a greater antifungal activity. In 

addition, the expression of DrsB1-CBD recombinant peptide significantly inhibited R.solani fungal 

infection in comparison with Pythium sp. interestingly, fungi with a higher amount of cell wall chitin 

were more vulnerable to recombinant peptides, suggesting recombinant peptides present a higher 

affinity for cell wall chitin. Owing to the high antimicrobial activity and novelty of recombinant 

peptides, this strategy for the first time, could be used to generate transgenic crop plants resistant to 

devastating plant pathogens. 

Keywords: Gene expression, Pathogens, Antimicrobial peptide, Chitin-binding domain, Genetic 

engineering 
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