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 چکیده

 .نندکمی را نابود کشاورزی تاز محصولادرصد  03های هرز سالانه بیش از  ، حشرات و علفگیاهیبیمارگرهای 

استفاده شده است که  کشباکتری شیمیاییسموم ای از  گیاهی، به طور فزاینده بیمارگرهای برای کنترل باکتری

اصلاح  ،روایناز . شوند زیست می  ، باعث مخاطراتی برای سلامت انسان و محیطبیمارگرهاضمن ایجاد مقاومت در 

پپتیدهای . شودارزشمند و پایدار محسوب می زا، راهکاریهای بیماریگیاهان مقاوم به باکتری

 بیمارگرهایبرای مقابله با  هستند که ای مانند گیاهانبخشی از سیستم ایمنی موجودات زنده (AMP)ضدمیکروبی

 ،گیاهان موئین هایمیکروبی در ریشهدض پپتیدهای مختلف مانند هایپروتئین تولید. شوند تولید میزا بیماری

-دض پپتید تولید ،مطالعه این از هدف. ها استاین قبیل از پروتئینتولید و ارزیابی فعالیت  برای مناسب ابزار یک

 ریزوژنز اگروباکتریوم کمک هب تراریخت توتون موئین هایریشهدر  B1 (DrsB1)درماسپتین نوترکیب میکروبی

)Agrobacterium rhizogenes( استا توالی در همین ر. بود آن ضدباکتریایی اثرات بررسی وDNA ی

 pGSA1285سازی ترجیح کدونی، سنتز و در ناقل بیانی یک نوع قورباغه پس از بهینه DrsB1ی پپتید کدکننده

ی به واسطه DrsB1کننده ی ژنی حاوی توالی کدسامانه. سازی گردیدهمسانه 35S(3×) برپیشتحت کنترل 

های مولکولی های موئین تراریخت به کمک روشریشه. یدهای توتون منتقل گردریشهبه  ریزوژنز اگروباکتریوم

های موئین تراریخت نشان داد که پروتئین بررسی خاصیت ضد میکروبی عصاره پروتئینی ریشه. شدندتایید 

 Pectobacterium carotovorum ،Erwiniaگیاهی بیمارگر های نوترکیب قادر است از رشد باکتری

amylovora  وXanthomonas citri پپتید . جلوگیری کندDrsB1 ترتیب به بیشترین اثرات ضد میکروبی را 

نتایج این مطالعه  .نشان داد E.amylovora و P.carotovorum ،X.citri زای گیاهیبیماری هایروی باکتری

در تولید گیاهان تراریخت حاوی پپتیدهای ضد میکروبی برای تولید گیاهان تراریخت مقاوم به ممکن است 

 .های گیاهی امیدوار کننده باشدوژنپات

 

 کیژنت یمهندس، مقاومت ،نیپروتئ ،نژادیبهکش، یباکتر : ها واژه کلید

 

 مقدمه

به طور متوسط سالانه به تنهایی  یاهیگ هاییماریب

را در  یدرصد محصولات کشاورز 11بیش از حدود 

 .(Schwessinger et al., 2015)برند یم نیجهان از ب

 شرفتیپ طیبودن شرا ایز محصولات، مها یدر برخ

 ی،ماریکنترل ب یراهکارها یریعدم بکارگ ای یماریب

 ییاز آنجا .دکامل محصول شو یمنجر به نابود تواندیم

ست، ین ریکشت امکان پذ ریسطح زمداوم که توسعه 

عملکرد در واحد  شیافزا قیاز طر دیمحصول با شیافزا

 داریپا دیتول نیجهت تضم نیبنابرا. سطح جبران شود
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عرضه  یدیلازم است ارقام جد، یمحصولات کشاورز

متفاوت، در  یمیاقل طیبا شرا یشود که ضمن سازگار

 یهاتنش نیو همچن یاهیگ هاییماریبرابر آفات و ب

با توجه . (Ravichandra, 2013)ند مقاوم باش یطیمح

های زیستی به ضرورت تولید ارقام گیاهی مقاوم به تنش

نژادی، به های سنتی بهتی و عدم کارایی روشو غیر زیس

های مهندسی ژنتیک تنها راه رهایی از کارگیری روش

 . باشداین مشکل می

های به دست آمده در های اخیر، با پیشرفتدر سال

های کشت بافت گیاهی زیست شناسی مولکولی و روش

های جدیدتر و کارآمدتری در مهندسی ژنتیک، روش

نژادی گیاهی سنتی فراهم های بهحدودیتبرای غلبه بر م

های انتقال ژن، گیاهان با استفاده از روش. آمده است

تراریخت قادرند یک ژن از منبع ژنی متفاوت دریافت 

های مطلوب گیاه تحت  نمایند، به طوری که سایر ویژگی

 .(Demain and Vaishnav, 2009) قرار نگیردثیر ات

های بیان گیاهی ر سیستمهای نوترکیب دولید پروتئینت

تولید ( 2)اقتصادی است، ( 1)های صنعتی نسبت به سیستم

خطرات ( 3)پروتئین نوترکیب بیشتر و پایدارتر است، 

های فرآورده( 4)ناشی از آلودگی آن کمتر است و 

بیولوژیکی فعال و مشابه شکل طبیعی تولیدی از نظر 

 .(Daniell et al., 2001)هستند 

 کمتر با هایی، پروتئین(AMP) 1ی ضـد میکروبیپپتیدهـا    

 سیسـتم مهـم ترکیبـات جـزء هستند که اسـیدآمینه 177 از

و  ها، حیوانـاتمیکروارگانیسم انسـان، اکتسـابی و ذاتی ایمنی

 .(Holaskova et al., 2015)شـوند می گیاهان محسـوب

 بیمارگرهایها معمولا اولین سد دفاعی در برابر پپتید

 دها هستنقارچها و ها، پارازیتویروساکتریایی، ب

.(Chereddy et al., 2014) پپتیدها به دلیل وزن

مولکولی پایین، برخورداری از طیف وسیعی از فعالیت 

های یوکاریوت و سریع، سمیت اندک برای سلول

های منحصر به فرد فعالیت، برای کنترل  روش

                                                 
 
1
 Antimicrobial peptides 

علاوه بر . هستند زا بسیار مورد توجهبیماریبیمارگرهای 

استفاده در علوم پزشکی، پپتیدهای ضدمیکروبی برای 

در  انحفاظت گیاه جهت ایجاد ارقام جدید و تراریخت

کاهش . شوندبکار گرفته میمقابل بیماریهای گیاهی 

محصول، کیفیت و ایمنی تولیدات کشاورزی به علت 

تواند به کمک استفاده از پپتیدهای گیاهی می بیمارگرهای

 ,.Holaskova et al) د میکروبی برطرف شودض

پپتیدهای ضدمیکروبی با نفوذپذیر کردن غشای . (2015

با این . شوندها میسبب کنترل آن ،هاسلولی باکتری

مکانیسم فعالیت ضد قارچی برای این پپتیدها حال، 

تر است و اغلب شامل ورود پپتید به درون سلول پیچیده

  .(Van der Weerden et al., 2013)است 

ضد  یدهایاز پپت بزرگ خانواده یک هایندرماسپت

 هایورباغهدر پوست قاغلب که  هستند یکروبیم

 .شوندیمو ترشح ساخته  3و رانیده 2های هالیدهخانواده

مرتبط هستند و یکی به هم به لحاظ ژنت یدهاپپت ینا اگرچه

 یو توال یگنالس یدر توال یقابل توجه یهاشباهت یدارا

اما به طور قابل  ،باشندخود میمهم آمینه سیدهای ا

خانواده از  ینو چند متفاوتندبا هم  ی از نظر فعالیتتوجه

 یو عملکرد یکه از لحاظ ساختار شوندرا شامل می یدهاپپت

برای مثال، . (Nicolas and El Amri, 2009) هستند یزمتما

 ماده پیش Dermaseptin B1(DrsB1) پپتید موسوم به

از  که است اسید آمینه 31 با ermaseptin BD از گیبزر

 Phyllomedusaدرختی هایقورباغه پوست ترشحات

sauvagei  و Phyllomedusa bicolor  شده  جداسازی

یکی از  DrsB1پپتید . (Deazevedo et al., 2011)است 

 یهمه میان در میکروبی ضد قدرتمندترین پپتیدهای

 از متعددی هایار گونهمه باعث و است هادرماسپتین

 شود و بامی آزمایشگاهی شرایط در هاقارچ و هاباکتری

 قرمز هایپپتید،گلبولاین میکروبی،  غشا در فعالیت وجود

کنند نمی لیز را پستانداران هایسلول سایر یا

                                                 
2
 Hylidae 

3
 Ranidae 
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(Yevtushenko and Misra, 2007) . پپتیدDrsB1 

هلیکسی  -آلفا با ساختار کاتیونی میکروبی ضد پپتید یک

 پاتیکآمفی قسمت در موجود مولکولی عناصرکه  است

 قوی فعالیت اصلی مسئولترمینال آن، -Nهلیکس  -آلفا

 ;Mor et al., 1991)شوند محسوب می آن میکروبی  ضد

Osusky et al., 2000) . 

از اگروباکتریوم رایزوژنز جهت  وسیع طور به امروزه

تراریخت و  وئینهای مریشه خاص، ایجاد هایژن معرفی

. شودمی استفاده ی نوترکیب در گیاهانهاتولید پروتئین

 فاقد کشت محیط در سریع رشد دلیله بموئین  هایریشه

 برای بالقوه پتانسیل بیوشیمیایی، دارای پایداری و هورمون

 ,.Aleinein et al)هستند  نوترکیب هایپروتئین تولید

 طور به موئین یهاریشه کشت که رسدمی نظر به. (2015

کشت  به نسبت را پروتئین مدت بلند پایداری قابل توجهی

. (Doran, 2006)دهد افزایش می سلولی سوسپانسیون

 به توتون موئین هایریشه از استفاده پژوهش، این از هدف

و  ، جداسازیB1 درماسپتین میکروبی ضد پپتید منظور سنتز

 . بود آن ضد میکروبی اتاثر بررسی

 

 هاروش مواد و

 B1 درماسپتینسازی پپتید همسانهشناسایی، طراحی و 

 B1ی پپتید درماسپتین توالی نوکلئوتیدی و اسیدآمینه

(DrsB1 ) مربوط به قورباغه به شماره دسترسیP80282 

 .شددریافت  uniprot پایگاهاز  ،جفت باز 13به طول 

توالی پپتید، تگ شناسایی به توالی  3' ناحیهسپس به 

RGS(His)6  و توالی کد کننده فاکتورXa  مربوط به

(. 1شکل)شد  اضافه IEGRبه توالی ویروس خراشک توتون 

 NcoIهای سازی، جایگاه برش آنزیمبرای سهولت در همسانه

 .طراحی گردید 3' ناحیهو  1' ناحیهبه ترتیب در  BamHIو 

سازی مجازی پپتید و عناصر همراه به پس از همسانه

سازه خاصیت ضدمیکروبی  Vector NTI کمک نرم افزار

 بررسی و با استفاده از CAMPنهایی با استفاده از پایگاه 

. های عملکردی آن مشخص شد دمین Pfamپایگاه 

 ProtParamپایگاه  خصوصیات پپتید مورد نظر با استفاده از

 هایگیاه، کدون در پپتید بیان بهبود برای. بررسی شد

سازی و بهینه طراحی توتون گیاه کدونی ترجیح طبق انتخابی

سازی همسانه pUC57در ناقل  سازه طراحی شده .شد

 pUC57/DrsB1و ناقل ( کانادا Biomatikشرکت )

جهت انتقال سازه مورد نظر به ناقل بیانی، ناقل . تولید شد

حاوی ژن درماسپتین و ناقل  pUC57/DrsB1نوترکیب 

 هضم BamHIو  NcoIبا دو آنزیم  pGSA1285بیانی 

 pGSA1285به ناقل خطی  DrsB1شدند و سپس قطعه 

تولید شود  pGSA1285/DrsB1متصل شد تا ناقل بیانی 

برای انتقال  pGSA1285/DrsB1ناقل  سپس .(1شکل )

 .رایزوژنز منتقل شداگروباکتریوم به گیاه و تراریزش به 

 

 
 پروموتر کنترلژن نوترکیب تحت  .ون استفاده شدکه از آن برای تراریزش توت  pGSA1285/DrsB1سازه کیشمات -1 شکل

(3×)35S از ژن . ویروس موزائیک گل کلم قرار داردnptII ه شددبرای انتخاب گیاهان تراریخت استفا .RB  وLB یمرزها بیبه ترت 

مطابقت  هاآن ه واقعیاندازه عناصر در شکل، با انداز .است زسنتا نیاوکتاپ ناتوریترم : OCST ،دیپلاسم T-DNA هیراست و چپ ناح

 .ندارد

Figure 1. The schematic representation of pGSA1285/DrsB1 binary expression vector used for Nicotiana 

tabacum transformation. The recombinant gene was driven by Cauliflower mosaic virus (CaMV) 35S (3×) 

promoter. LB and RB represent left and right borders of T-DNA region, respectively. OCST shows the 

octopine synthase gene terminator. The neomycin phosphotransferase II (nptII) gene was used to select in 

vitro transgenic plants. The size of the elements shown in the figure does not match their actual size. 
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 توتون گیاه به DrsB1پپتید  انتقال

رقم  (Nicotiana tabacum. L)توتون  بذور

Xanthi ثانیه و  37درصد برای مدت  77اتانل  در محلول

درصد و تریتون  1/1سپس در مخلوط هیپوکلریت سدیم 

X-100  شدند ضدعفونی دقیقه 11به مدت 

(Badrhadad et al., 2018) .با آب تشوسش از پس 

 قرار MSپایه  کشت محیط روی یل، بذرها براستر مقطر

درجه  21±2ی دما با کشت یک اتاق شدند و به داده

گیاهان  برگیاز قطعات  سپس .منتقل شدندگراد سانتی

ریزنمونه .گردید استفاده به عنوان ریز نمونه ایهفتهشش 

تلقیح اگروباکتریوم  مایع درون به شده تهیه های

 DrsB1 پپتید ژن حاوی ATCC15834رایزوژنز سویه 

 از پس .شدند داده تکان دقیقه 17 مدته ب و منتقل

 کاغذ روی باکتری به آلوده هایبرگ کردن خشک

، ها با آب مقطر استریلو شستشوی آن سترون صافی

 بدون MSکشتی هم محیط روی های برگ برریزنمونه

 تا دو زمان مدت برای بیوتیک آنتی و کننده رشد تنظیم

 به هانمونه ریز سپس. شدند داده قرار تاریکی رد روز سه

و  کانامایسین لیتر بر گرم میلی 17انتخابی حاوی  محیط

حذف  جهت سفوتاکسیم لیتر بر گرم میلی 217

تا  شدند و منتقل موئین هایریشه اگروباکتری و القای

 در بار یک هفته دوهر  موئین هایریشه رشد و ظهور

 .شدند واکشت انتخابی محیط

 PCRبوسیله  تراریخت موئین هایریشه آنالیز

 تراریخت، بوسیله موئین هایریشه یختگیرترا تأیید
-'DrsR: 5)با آغازگرهای اختصاصی  PCRواکنش 

CTCCCAAAGCAGCCTTTCCAG-3' DrsF: 

5'-TGGCAAGAGGATCTCATCATCATC-

صورت یک  که برای این آزمایش طراحی شدند به ( ;'3
C72 ( +"37 )˚( 37")]و  C11˚( 1')بار واکنش در 

˚C67 (+'1) ˚C11]×31 برای تکثیر قطعه ای به طولbp 

 از شده ژنومی استخراج DNAبا استفاده از  ،114
 .گرفت گیاه شاهد صورت هایریشه و موئینهای  ریشه

 Riپلاسمید  T-DNAقطعه  انتقال منظور تأییدهمچنین به

 صاصیاخت  با آغازگرهای    PCRواکنش ها،ریشه در
(Furner et al., 1986)  ژنrolC  (RolCR: 5'- 

CTCCTGACATCAAACTCGTC -3' DrsF: 

5'- TGCTTCGAGTTATGGGTACA-3'; ) به
 C72˚( 41"]و    C11˚( 1')صورت یک بار واکنش در 

( +"37 )˚C13 (+'1) ˚C11]×31   برای تکثیر قطعه ای به

 شده ژنومی استخراج DNAبا استفاده از  ،bp 637طول

 .های موئین و شاهد صورت گرفتریشه از

 cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

های در ریشه DrsB1به منظور بررسی بیان پپتید 

 استخراج د،شاه و تراریخت هایریشه ازتراریخت، 

RNA و با تیمار کلرید لیتیم روش به (µgml
-1 17) 

Dnase   برای حذف آلودگیDNA صورت گرفت .

و  (فرمنتاز شرکت)کیت  از استفاده با cDNAسنتز 

 ژن بیان تایید برای .گرفت انجام OligodTآغازگرهای 

های و مقایسه میزان بیان پپتید در ریشهDrsB1  پپتید

 از استفاده با نیمه کمی RT-PCRواکنش  تراریخت،

نهایی  حجم در و cDNAروی  اختصاصی آغازگرهای

 .گرفت انجام میکرولیتر 27

 موئین هایریشه از پروتئین استخراج

 با های موئین تراریخت و شاهدریشه از کل پروتئین

صورت گرفت  (mM)17  فسفات پتاسیم بافر از استفاده

(Stone and Gifford, 1997) .غلظت تعیین از پس 

 و (Bradford, 1976) فورد براد روش به کلپروتئین 

 در بعدی، پروتئین مراحل از پپتید در استفاده منظور به

همچنین  .شد سازی گراد ذخیرهسانتی درجه -27دمای 

روش به  (MIC)تعیین میزان حداقل غلظت بازدارندگی 

  .Elisha et alروشو بر اساس  لوله در سازى رقت

 .صورت گرفت (2017)

 میکروبی ضد فعالیت آزمایش
 بررسی از استفاده باDrsB1  باکتریایی ضد فعالیت

علیه  تراریخت موئین هایریشه از کل پروتئین فعالیت

 Pectobacteriumگیاهی بیمارگر هایباکتری

carotovorum ،Erwinia amylovora  و



 11  1317 پاییز، 3شماره  41، جلد (یکشاورز یجله علمم) یاهپزشکیگ 

Xanthomonas citri از گروه گیاهپزشکی دانشگاه  که

در دیسک  انتشار روش بافردوسی مشهد دریافت شده بودند، 

. (Jorgensen and Turnidge, 2015) گرفت صورت

 ظتلموردنظر تا غهای  میکروارگانیسم منظور بدین

4/7 OD600nm= (مرحله رشد لگاریتمی )در شبانه بصورت 

میکرولیتر  17پس مقدار س .شدند داده رشد مایع LBمحیط 

کمتر  جامد با دمای کشت محیطلیتر میلی 17ها به باکتریاز 

 3 معادل پتری 3 تعداد)شد  اضافه گراددرجه سانتی 17از

 داده قرار محیط روی اهدیسک محیط، بستن از بعد(. تکرار

 127و  77، 47سطح  سه در)شده  استخراج پروتئین شده و

میکروگرم در  71و  17، 21های میکرولیتر، معادل غلظت

 .دافزوده ش مترمیلیشش با اندازه قطر  هادیسک به (میکرولیتر

درجه  چهار دقیقه در دمای 37مدت  به هادیش تریپ

 مدت به سپس و دیسک در پروتئین تثبیت برایگراد  سانتی

 رشد برای گراددرجه سانتی 37 در دمای روز شبانه یک

 با پروتئین ضدمیکروبی فعالیت. شدند انکوباسیون باکتری

 اطراف شده در ایجاد باکتری رشد عدم هاله مشاهده

آزمایش این آزمایش به شکل یک  .گردید بررسی هادیسک

سه )تیمار غلظتی  با سه فیددر قالب طرح کاملا تصا فاکتوریل

 .و سه نوع باکتری در سه تکرار انجام گرفت( سطح غلطت

پس از کسر اندازه قطر دیسک از قطر هاله عدم رشد باکتری، 

 SPSS V.24 افزار داده ها به کمک نرمتجزیه واریانس 

به روش دانکن در  ها داده مقایسه میانگین. صورت گرفت

به جدول تجزیه با توجه ( α=71/7)مربوطه سطح احتمال 

 .صورت گرفتواریانس 

 

 بحث و نتایج

 DrsB1شناسایی، طراحی و همسانه سازی توالی پپتید 

کارایی و پیش از انجام کارهای آزمایشگاهی، 
فعالیت پپتید طراحی شده به توالی 

MARGSHHHHHHIEGRAMWKDVLKKI)

(GTVALHAGKAALGAVADTISQ  به صورت
in silico گاههای پایبه کمک الگوریتم CAMP سه  و با

نتایج این بخش از مطالعه . الگوریتم مختلف بررسی شد

نشان داد که سازه طراحی شده دارای خاصیت ضدمیکروبی 
با وجود . بالایی در مقایسه با پپتیدهای مشتق از آن است

رسد که به نظر می Xaو فاکتور  RGS(His)6افزودن 

اند تغییر کردهپارامترهای ضد باکتریایی پپتید مورد مطالعه 
  (.1جدول)

مشخص است در صورت  1همانطوری که از جدول 

از پپتید، فعالیت پپتید  Xaعدم برش تگ هیستیدین و فاکتور 

و  دو شماره به دلیل بار کاتیونی بیشتر، در مقایسه با پپتیدهای

شماره وتئین اصلی این در حالی است که پر. بالاتر استسه 

( سهشماره )افزودن یک متیونین  رغمعلیاصلی  و پروتئیندو 

، دارای بار (Osusky et al., 2000)برای افزایش فعالیت 

یک علاوه نیمه عمر پپتید شماره به .کاتیونی کمتری هستند

های یوکاریوتی است، اما در ساعت در سلول 37بیش از 

، این عدد به Xaصورت برش تگ هیستیدین و فاکتور 

که تراکم و مدت آنجایی از . رسدساعت میچهار حدود 

زمان تاثیر از جمله عوامل کارایی یک پپتید هستند، لذا به 

که در عصاره پروتئین گیاهان یک رسد که پپتید نظر می

خواهد شد، از فعالیت بالاتری برخوردار تولید تراریخت 

ها در خصوص استفاده از یکی از مهمترین چالش .باشد

ها ضوع طول عمر کم پپتیدهای زیستی، موپپتیدها در سیستم

چه در محیط درون سلول و چه در محیط آزمایشگاه است 

(Di, 2015) . برای بهبود طول عمر متعددی راهکارهای

اضافه  ،هایکی از این راه حل. پپتیدها پیشنهاد شده است

 های نمودن برخی اسیدهای آمینه خاص از جمله اسید آمینه

، (Ser)، سرین (Ala)، آلانین (Thr)  ، ترئونین(Val)والین 

پپتیدهاست  Nناحیه در  (Gly)و گلایسین  (Met)متیونین 

(Di, 2015) .ناحیه شود، در همانطوری که مشاهده میN 

قرار داده شده  Alaو  Met، دو اسید آمینه یکپپتید شماره 

 (.1جدول ) افزایش طول عمر آن شده است است که سبب

ها به کاهش دز مصرف دهمچنین افزایش طول عمر پپتی

 .(Schellenberger et al., 2009)ها منجر خواهد شد  آن

 کاریاین موضوع از این جهت حائز اهمیت است که دست

 حداقل غلظت بازدارندگی را کاهشتواند میزان میپپتیدها 

 .و طول عمر پپتید و زمان تاثیر گذاری آن را بالا ببرد دهد
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بدا   DrsB1پپتیدد  و DrsB1 (2 )و ( 1)پپتید طراحی شدده   .درماسپتین پپتید برایترهای مهم پیش بینی برخی پارام -1جدول 

 .N (0)یک متیونین اضافی در ناحیه 
Table 1. Prediction of some important criteria for Dermaseptin peptide (1), DrsB1 (2) and DrsB1 

with a Methionine (M) residue at the N-terminal.  

Peptide No Peptide Sequence Hl(h) PI Charge MW(D) 

1 MARGSHHHHHHIEGRAMWKDVLKKIGTVALH 

AGKAALGAVADTISQ 

>30 9.99 6.50 4946.43 

2 AMWKDVLKKIGTVALHAGKAALGAVADTISQ >4 9.53 2.5 3165.23 

3 AMWKDVLKKIGTVALHAGKAALGAVADTISQM >30 9.52 2.5 3296.44 

HI : تید، نیمه عمر پپPI : نقطه ایزوالکتریک ،MW : وزن مولکولی 

 

 تراریخت هایریشهغربالگری 

خت، یبه ظاهر ترار هایریشه یمنظور غربالگر به

DNAشاهد  هایریشه و هاریشه نیا از یژنوم ی

 استفاده از باآن  تیفیو ک تیشد و کم یجداساز

. گردید یبررس درصد 1/1ژل آگارز  یالکتروفورز رو

 استخراج DNAی رو بر پلیمراز ایزنجیره واکنش نتایج

 از استفاده با تراریخت موئین هایریشه از شده

 177قطعه  یک تکثیر و حضور آغازگرهای اختصاصی،

همچنین (. 2aشکل) داد نشان را انتظار مورد باز جفت

در  DrsB1ی پپتید برای اثبات بیان ژن کدکننده

نیمه کمی  RT-PCRواکنش  های تراریخت، از ریشه

است،  مشخص 2bهمانطوری که از شکل . استفاده شد

های ریشهبه درستی در  DrsB1ی پپتید ژن کدکننده

 جفت 177یک قطعه به طول  زیرا ،شودمیتراریخت بیان 

در که  DrsB1ژن ی بالغmRNAمعادل طول  باز

شود، هیچگونه بیانی تراریخت سنتز می های موئین ریشه

. نگردید ههای شاهد مشاهدشهدر ری DrsB1از ژن 

های تراریخت، خت بودن ریشهیهمچنین برای اثبات ترار

منجر به تکثیر قطعه از  هاروی این ریشه PCRواکنش 

 T-DNAناحیه  دهدگردید که نشان می rolCژن 

های تراریخت به درستی وارد در ژنوم سلول Riپلاسمید 

  (.2cشکل) شده است

 طیمح در DrsB1 دیپپت یکروبیضد م اثرات

 آزمایشگاه

های موئین برای تولید ترکیبات استفاده از ریشه

های مهم انسانی و دامی، ها و واکسنپروتئینی مانند ارزشمند

را به ابزار مناسبی برای زیست شناسان  موئین هایاین ریشه

 (,.Skarjinskaia et alمولکولی تبدیل نموده است 

د میکروبی پپتید به منظور بررسی اثرات ض .2013)

DrsB1های موئین تراریخت ، پروتئین کل از ریشه

  .جداسازی شد

بررسی اثرات ضد میکروبی با استفاده از روش انتشار 

همانطوری . نمایش داده شده است 3در دیسک در شکل 

در مهار رشد باکتری  DrsB1شود، پپتید که دیده می

E.amylovora  موفق نسبت به دو بیمارگر دیگر چندان

 . نبوده است

در  DrsB1به منظور بررسی آماری تفاوت اثر پپتید 

صورت  هادادهواریانس آنالیز تجزیه کنترل بیمارگرها، 

نشان داد که به لحاظ  هاتجزیه واریانس داده. گرفت

بین تیمارهای   (P<0.01)داری معنیبسیار آماری اختلاف 

باکتری مورد سه مختلف عصاره پروتئینی بر روی 

همانطوری که مشاهده . (2جدول )داشت آزمایش وجود 

باکتری ×می شود تمام اثرات از جمله اثر متقابل غلظت 

 .Aleinein et al. دار شدندمعنی α=71/7در سطح احتمال 

ضد  پپتید تولید به موفق مشابه تحقیقی در نیز (2015)

 توتون موئین هایریشه رانالکسین در نوترکیب میکروبی

 ضد فعالیت نوترکیب پپتید شان دادند کهشدند و ن

 .داشت بیمارگرهای انسانی علیه قابل توجهی میکروبی

بیان موفقیت آمیز پپتید  Pham et al. (2012)علاوه،  به

های موئین تراریخت در ضد میکروبی تائوماتین در ریشه

توتون را گزارش کردند، اما اثرات ضد میکروبی این 

 .پپتید را بررسی نکردند
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 بانیمه کمی  RT-PCRنتایج آنالیز :  a. تراریخت توتون موئین هایریشهنیمه کمی  RT-PCRو  PCRآنالیز  -2شکل 

ژن  PCRآنالیز :  cو  PCRغربالگری گیاهان تراریخت به کمک :  B1 .b ژن درماسپتین اختصاصی آغازگرهای از استفاده

rolC .M  : 1نشانگرهای اندازهkb  100وbp ،c
- ،cwi

cو  -
بدون )شاهد منفی  ، (شاهد هایریشه )منفی کنترل ترتیب به :  +

DNAریشه های تراریخت:  5تا  1های ، چاهک(پلاسمید)کنترل مثبت  و (ی الگو. 
Figure 2. PCR and semi-quantitative RT-PCR analysis of transgenic tobacco hairy roots. a) semi-

quantitative RT-PCR amplification of a 100 bp DrsB1 peptide, using RT-PCR specific primers. b) 

PCR screening of transgenic plants. c) PCR analysis of rolC gene. M:  100 bp/1Kb size marker 

ladders, c
-
, cwi and c

+ 
are, negative control (non-transgenic roots), Negative control (No DNA 

template) and positive control (plasmid  NA), respectively. 1-5:  Transgenic root lines. 
 

های مربوط به میانگین  تجزیه واریانس داده -2جدول 

های مختلف  عدم رشد در تیمار با غلظت  قطر هاله

 .های مویین ریشه کل روتئینپ

Table 2. Analysis of variance for mean growth 

inhibin zone treated with different 

concentrations of hairy roots total protein.   
MS Df Source of variation  

770.028
**
 2 Bacteria 

783.556
**
 3 Concentration 

106.472
**
 6 Bacteria*Concentration 

0.694 24 Error 

 36 Total 

Significance at 0.01 level 

 

در کنترل سه  DrsB1به منظور مقایسه تاثیر پپتید 

زای گیاهی، قطر هاله عدم رشد باکتری مهم بیماری

گیری و مورد مقایسه آماری قرار گرفت ها اندازه باکتری

 ((P<0.01 داراثر متقابل دو جانبه معنی(. 3جدول )

رو مقایسه میانگین برای تیمارهای این اثر گردید، از این

ای دانکن صورت استفاده از آزمون چند دامنه متقابل با

شود، با افزایش همانطوری که ملاحظه می. گرفت

به . هم بیشتر شد DrsB1غلظت، اثر ضد میکروبی پپتید 

های کم قادر به در غلظت DrsB1رسد که پپتید  نظر می

، در حالی که به خوبی نبود E. amylovoraمهار باکتری

های کمتر  را در غلظت ر دیگربیمارگ باکتری دوتوانست 

سه باکتری گرم  اگرچه هر (.2جدول )نیز کنترل کند 

 باکتری نسبی منفی هستند و دلیل مستدلی برای مقاومت

E. amylovora ندارد،  در مقابل پپتید این مطالعه وجود

به مقاومت این باکتری به  ،اما برخی از تحقیقات مشابه

برای مثال، بیان یک پپتید  .اندسایر پپتیدها نیز اشاره کرده

تنها مقاومت اندکی به سیب  Tachyplesin Iبه نام 

 Allefs et) های تراریخت علیه این باکتری بخشیدزمینی

al., 1996) . ،به نظر می رسد که همانطوری که گفته شد

ای مستقیم بین غلظت پپتید و قدرت کشندگی آن رابطه

ر بیان پپتید وجود چنین ارتباطی نیز د .وجود دارد

LFchimera ه عهای مویین توتون همانند مطال در ریشه

. (Chahardoli et al., 2018)حاضر اثبات شده است 

گیری بهتر لازم است تا اثر ضد  با این حال، برای نتیجه

علیه تعداد بیشتری از  DrsB1پپتید باکتریایی 

که دو  یاز آنجای. بیمارگرهای گیاهی بررسی شود

های خسارت X. citri و P. carotovorum باکتری

و بر کنند، زیادی را به محصولات زراعی و باغی وارد می

توانسته است از رشد  DrsB1نتایج این مطالعه پپتید اساس 

ی این  کننده انتقال ژن کداین بیمارگرها جلوگیری کند، 

پایدار  های تراریخت و تولید لاین پپتید به چنین گیاهانی

 .ها موثر باشدایجاد مقاومت به این باکتریتواند در می
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 .X  و P. carotovorum ،E. amylovoraزای گیاهی های بیماریباکتری علیهDrsB1  پپتید میکروبی ضد تاثیر -0شکل 

citri میکروگرم در  55و  53، 25های میکرولیتر، معادل غلظت 123و  03، 03سطح  سه در)کل  پروتئین مختلف سطوح

. و شاهد، به روش آزمایش فاکتوریل در قالب طرح کاملا تصادفی مورد مقایسه قرار گرفت تراریخت هایریشه از (یترمیکرول

 .استفاده شدمثبت به عنوان شاهد ( میکروگرم 13) جنتامایسینبیوتیک آنتیاز 

Figure 3. Antibacterial activity of DrsB1 peptide against P.carotovora, E. amylovora and X. citri. 

Different concentrations of total protein (40, 80 and 120 microliter equivalent to 25, 50 and 75 µg/µl) 

from transgenic and non-transgenic hairy roots were statistically compared as a 

factorial experiment under Randomized Complete Design (CRD) with 3 replications. Gentamicin 

antibiotic (10  µg) was used as a positive control. 

 

 

 

های  های عدم رشد باکتری قطر هاله (α=0.01)مقایسه میانگین به روش دانکن آنالیز  -0 جدول

 های مویین تراریخت و شاهد  تیمار شده با عصاره پروتئین ریشه
Table 2. Duncan's multiple test range mean comparison (α=0.01) of bacterial 

growth inhibition zone treated with transgenic and control roots protein 

extracts 

Mean of inhibition zone (mm) Treatment 

P. carotovorum E. amylovora X. citri  

14
e

 0
h

 13
f

 25 µg/µl 

24
b

 0
h

 17
d

 50 µg/µl 

33
a

 11
g

 23
c

 75 µg/µl 

0 0 0 Ut 
17 9 4 GM 

 Ut  :ختیترار ریغ شاهد اهیگ. GM  : جنتامایسین (µg 17) 

 

 

 نتیجه گیری

ش برای اولین بار تولید پپتید نتایج این پژوه

میکروبی درماسپتین در ریشه موئین توتون را گزارش ضد

 میکروبی ضد پپتید حاضر پژوهش در. کند می

 اثر و تولید توتون گیاه موئین هایریشه در درماسپتین

. شد گیاهی بررسی بیمارگر روی سه باکتری آن

 در شده تولید درماسپتین ،گردید ملاحظه که همانطور

 دو باکتری رشد خوبی از به توتون گیاه موئین هایریشه

 توسعه میتوان اساس این بر. نمود جلوگیری بیمارگر

 نوترکیب هایپروتئین ولیدت منظور به موئین ریشه سیستم

 اینکه ضمن. دنمو قلمداد موثر روشی را در گیاهان کارا

 تکوین جهت گیاهان به درماسپتین پپتید ژن انتقال

 گیاهان زراعی وضعیت بهبود به منظور ،گیاه مقاومت

 .شودمی توصیه نیز
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Abstract 

Background and Objectives 

Plant pathogens, insects and weeds contribute to more than 30% of crop losses annually. 

Toxic chemical bactericides have been extensively used to control plant pathogenic bacteria. 

These chemicals pose a health threat to humans and the environment and eventually lead to 

resistance of pathogens. Hence, breeding cultivars resistance to bacterial pathogens is a 

valuable and sustainable solution. Antimicrobial peptides (AMP) are a part of the immune 

system of all living organisms, including plants, to combat pathogenic bacteria. Hairy roots 

(HRs) system is a valuable tool to produce and evaluate the activity of AMPs in planta. The 

aim of this study was to produce a Dermaseptin B1 (Drs-B1) recombinant AMP in 

transgenic tobacco HRs using Agrobacterium rhizogenes and test its antibacterial activities.  

Material and Methods 

The DNA encoding sequence of a Drs-B1 peptide of a frog was codon optimized based and 

synthesized in the pGSA1285 expression vector under the control of 35S CaMV promoter 

(×3). A gene cassette containing the Drs-B1 gene was introduced to tobacco roots by 

Agrobacterium rhizogenesis mediated transformation.  

Results 

The transgenic HRs were confirmed by molecular methods. Antimicrobial activity of the 

protein extracts from transgenic HRs showed that the recombinant protein was able to 

prevent Pectobacterium carotovorum, Erwinia amylovora and Xanthomonas citri plant 

pathogenic bacteria growth. The anti-bacterial effects of Drs-B1 peptide against plant 

pathogenic bacteria were in the order of X. citri> E. amylovora >P. carotovorum.  

Discussion 

The peptide present in transgenic DrsB1-expressing HRs clones inhibited devastating plant 

pathogenic bacteria growth, suggesting that DrsB1 retains its antibacterial activity in plant 

cells. The results of present study may open promising opportunities to produce transgenic 

plants expressing antimicrobial peptides resistance to plant pathogens. 
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