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در توتون و  Cathelicidin LL-37 سازی و بيان موقت و دائم پپتيد ضد ميكروبي انسانيهمسانه

 In vitro شرايط باكتريايي در شانكربررسي تاثير آن روی عامل بيماری 
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ميني خالمللي امام نوژی، دانشكده كشاورزی و منابع طبيعي، دانشگاه بيگروه بيوتكنول ،دانشيار 2ارشد بيوتكنولوژی كشاورزی و كارشناس1
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 07/08/1402تاریخ پذیرش: 01/06/1402تاریخ دریافت: 

 چكيده

د میکروبی یدهای ضپپتهای باکتریایی گیاهی از جمله شانکر باکتریایی عامل کاهش عملکرد و بازدهی در کشاورزی هستند. بیماری

د میکروبی ی پپتید ضباشند. در این پژوهش ابتدا سازه بیانزای مختلف میدر برابر عوامل بیماری موجودات زندهزء سیستم دفاعی ج

سازه سپس  .شدمسانه ه pCAMBIA1304 پلاسمیددر ساخته و بصورت کدون اپتیمایز شده برای سیستم بیانی گیاهی  LL-37انسانی 

 توتون Xanthiرقم  بهورسازی غوطهو  ریزتزریقیبترتیب با روش  LBA4404ائم با اگروباکتریوم سویه برای بررسی بیان موقت و دژنی 

بررسی گردید. نتایج نشان qRT-PCRو  RT-PCRهای با روش توتون تراریختهای در برگ LL-37انتقال داده شد. میزان بیان ژن 

راریخت های توتون توتئین از برگستم بیانی دائم و موقت بود. با استخراج پردر توتون در هر دو سی LL-37آمیز ژن دهنده بیان موفقیت

تون مشاهده شد. اثر ضد باکتری پروتئین کیلودال 5با اندازه  LL-37پروتئینی مربوط به پپتید  قطعهاکریلامید الکتروفورز ژل پلی انجام و

 ارزش روبیمیک ضد اثرشد.  مشاهده in vitro شرایطباکتری در  با تشکیل هاله عدم رشد  Xanthomonas citriروی باکتری نوترکیب

 . دهدمی نشان گیاهی هایبه پاتوژن مقاوم تراریخت گیاهان تولیدو  جدید بیوتیكآنتی عنوان به را این پپتیدبیشتر  مطالعه

  .توتون پپتید ضد میکروبی،،  LL-37بیان ژناثر مهارکنندگی، كليدی:  واژه های

 nayeri@eng.ikiu.ac.ir سئول، پست الکترونیکی:* نویسنده م

 مقدمه

از آمیز بود که ها به حدی موفقیتبیوتیكهای باکتریایی درمان شدند. درمان با آنتیها بسیاری از بیماریبیوتیكبا کشف آنتی

با وجود این، با افزایش  .(27) شودیاد میهای باکتریایی حل برای درمان بیماری آسا و بهترین راهبه عنوان داروهای معجزه آنها

ها در طول زمان اثر بیوتیكکنند بطوریکه آنتیزا مقاومت بیشتری به آنها پیدا میهای بیماریها باکتریبیوتیكاستفاده از آنتی

دهد زیرا بیوتیك، کشاورزی و محیط زیست را هم تحت تأثیر قرار میمقاومت به آنتیهند. دی خود را از دست میکنندگمهار

-ها بطور فراوان در دامداری، پرورش مرغ و طیور، پرورش ماهی و آبزیان، تولید محصولات کشاورزی و در باغبیوتیكاز آنتی

 اثرگذاری بیشترهای جدید عمل و ها با شیوهبیوتیكشود. بنابراین، نیاز فوری به رشد نسل جدید آنتیه میهای میوه استفاد

-( جزء سیستم ایمنی ذاتی موجودات هستند که برای اولین بار در پروکاریوتHDP) 1پپتیدهای دفاعی میزبان .(4)وجود دارد 

ها به عنوان ابزاری برای مقابله با رقبای میکروبی شناسایی شده است. پپتیدهای دفاعی میزبان که اغلب به عنوان پپتیدهای ضد 

. این پپتیدها بدلیل (8)اسیدآمینه هستند  50تا  10یونی و از نظر اندازه بین پاتیك، کاتشوند آمفی( نامیده میAMP) 2میکروبی

                                                      
1 Host Defense Peptide 

2 Anti-Microbial Peptides 
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د میکروبی از زمان کشف در پپتیدهای ض شوند.نامیده میپپتیدی( ) های طبیعیبیوتیكضد میکروبی آنتی داشتن خاصیت

ای از فعالیت بیوتیکی به شمار میروند و طیف گسترده، به عنوان راه حل جدیدی برای مبارزه با مقاومت آنتی1980اواخر دهه 

 انیسم اصلی عملکردمک. (25،35) دهندها نشان میها و انگلها، ویروسهای گرم منفی و مثبت، قارچرا در برابر باکتری

است. همچنین ممکن است عملکرد  زنده موجوداختلال ساختاری در ایجاد نفوذپذیری غشاء و  ،پپتیدهای ضد میکروبی

را مختل  RNAو  DNAهای مولکول و هاها، آنزیمبیولوژیکی اجزای حیاتی سیتوپلاسمی موجودات میکروبی مانند پروتئین

و گوشت خوک و گاو  دیسف هایگلبول درابتدا  است که  Cathelicidinاز مهمترین پپتیدهای ضد میکروبی انسانی. (2)کنند 

های سیستم ایمنی ذاتی از جمله سلول انسان بدنمختلف های در سلول پپتیداین شد.  شناساییپستانداران سایر سپس در 

اثرات  از جمله یمختلف عملکردهای هااز آن یاریهستند که بس Cathelicidinژن  نیچند یاران داراوجان شتریب شود.یافت می

نیز  FALL-39و   hCAP-18است که به عنوان LL-37پپتید ، Cathelicidinشکل فعال شده . (11،35) دارند یکروبیضد م

ها منجر به اختلال کیلودالتون است و با اتصال به غشای باکتری 5اسیدآمینه و وزنی حدود  37شود. این پپتید دارای شناخته می

گیری حداقل غلظت فعالیت ضد میکروبی پپتیدهای ضد میکروبی با اندازه. (24)شود ها میدر یکپارچگی غشاء و انهدام آن

جنس  یهایباکتر .(23)ها است ن غلظت دارو برای جلوگیری از رشد باکتریشود که کمتری( تعیین میMIC) 1مهاری

Xanthomonas باشندیعوامل مهم فساد پس از برداشت م بوده و از اهانیدر گ زایماریب یهایباکتر نیو مهمتر نیاز بزرگتر .

هستند و خسارت قابل  اهانیاز گ یاریدر بس شانکر مرکبات نواری و لکه یی،ایباکتر تیعامل بلا هایگروه از باکتر نیا

است که   Solanaceaeالی گلدار از خانواده( گیاه عNicotiana tabacum. توتون )(5) کنندوارد میخود  زبانیبه م یتوجه

های مولکولی زیادی روی آن انجام ( پژوهشAgrobacterium tumefaciensبدلیل سهولت تراریزش توسط آگروباکتریوم )

، بیان موقت و دائم آن در گیاه LL-37سازه ژنی حاوی پپتید ضد میکروبی  ساخت. هدف از انجام این پژوهش (16)شود می

 باشد. می in vitro شرایط( در Xanthomonas citri) مرکبات شانکر یماریبتوتون و بررسی تاثیر پروتئین نوترکیب روی عامل 

 هامواد و روش

 مواد گياهي

 70ثانیه در الکل  30برای ضدعفونی، های توتون دانهبود.  Xanthiرقم توتون گیاه نجام این پژوهش گیاه مورد استفاده در ا

ور شدند. سپس سه بار شستشو با آب مقطر غوطه Twin80درصد به همراه یك قطره  1دقیقه در هیپوکلریدسدیم  15درصد و 

های بزرگ حاوی محیط کشت دانه در شیشه 3دند. تعداد ها روی کاغذ صافی اتوکلاو شده خشك شاتوکلاو شده انجام و دانه

MS نیپور نویآم لیبنز بدون هورمون کشت داده شد. به منظور باززایی مستقیم از دو هورمون (BAP )د اسینفتالین استیك و

(NAA )همچنین از کشت دانه توتون در گلدان و (26)لیتر استفاده شد میلی گرم در میلی 2/0و  2های به ترتیب با غلظت .

( و بررسی یقیزتزریربرگی برای تزریق سوسپانسیون باکتریایی حاوی سازه ژنی به برگ ) 5-6گیاهان رشد کرده در مرحله 

 بیان موقت استفاده شد.

 و انتقال به باكتری سازه ژنيتهيه 

بدست آمد. بخشی از این توالی  NCBIاز پایگاه داده  NM_004345.5با شماره دسترسی  Cathelicidinژن  نوکلئوتیدی توالی

 پلاسمیداست. برای ساخت سازه ژنی از  LL-37مربوط به پپتید ضد میکروبی  527تا  417شامل نوکلئوتیدهای 

pCAMBIA1304 ژن  هایحاوی توالیLL-37 ،KDEL ،His-tag  های محدودگر آنزیمبرشی  جایگاهوNcoI/SpeI  طول با
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کره جنوبی ارسال شد.  Biogenesisبه شرکت ساخت این سازه پس از طراحی، جهت . جفت باز استفاده شد 172نهایی 

سویه  E. coliهای مستعد پس از دریافت با روش شوک الکتریکی به سلول( pCAMBIA1304-LL-37)حاوی ژن  پلاسمید

DH5α های تراریخت شده روی محیط . کلونی(31) انتقال یافتLB از  پلاسمیدکشت و بیوتیك کانامایسین حاوی آنتی

هضم  کلونی، PCRروش به  LL-37 پلاسمیدهای نوترکیب حامل ژن .محیط استخراج شداین های رشد کرده روی کلونی

 LBA4404مستعد اگروباکتریوم سویه  هایبه سلول E. coliپس از استخراج از باکتری و  شدند بررسییابی توالی و یمیآنز

 GFPاین ژن و آغازگر برگشت از داخل ژن از آغازگر رفت  ،در اگروباکتریوم LL-37برای اطمینان از حضور ژن . یافتندانتقال 

در سازه ژنی قرار  LL-37دست ژن در پایین GFPژن لازم به ذکر است که  استفاده شد.کلونی  PCRطراحی و در واکنش 

 دارد.

 انتقال سازه ژني به گياه

روزه انتخاب و برای دو روز در محیط پیش تلقیح کشت  45 توتونهای از برگنمونه  ،به توتون سازه ژنی دائم برای انتقال

، MSمحیط های نمكو حاوی است ها به محیط هورمونی قبل از تلقیح با باکتری محیط برای سازگارسازی ریزنمونهاین  .دش

ها با باشد. ریزنمونهبیوتیك میو فاقد آنتی NAAگرم در لیتر هورمون میلی BAP، 2/0لیتر هورمون گرم در میلی 2

بعد د. دنشتلقیح دقیقه  30 به مدت ورسازیبه روش غوطه pCAMBIA1304-LL-37اگروباکتریوم حاوی پلاسمید نوترکیب 

 دارایکشتی و بعد از خشك شدن به محیط هم شدند تقلبه روی کاغذ صافی منها از محیط تلقیح از زمان ذکر شده ریزنمونه

ها به مدت دو روز در انتقال یافتند. ریزنمونه استوسیرینگونلار میکرومو 200انند ترکیبات محیط پیش تلقیح بعلاوه ی مترکیبات

 طیاز مح هازنمونهیر. سپس های گیاهی انتقال یابدنوترکیب از باکتری به درون سلول T-DNAاتاق رشد نگهداری شدند تا 

 كیوتبییآنت تریدر ل گرمیلیم 30به همراه  یکشتهم طیمح یحاو یانتخاب طی. محمنتقل شدند یانتخاب طیبه مح کشتیهم

پس از حدود دو ماه از تلقیح . بودبرای حذف اگروباکتریوم  میسفوتاکس كیوتیبیآنت تریدر ل گرمیلیم 300و  نیسیگرومایه

ها جدا و در محیط مستقل انتخابی کشت های باززا شده از ریزنمونهروز یك بار، گیاهچه 14آنها هر  ها و واکشتریزنمونه

انتقال موقت  برای .استخراج شد RNAو  DNAمتر از بافت برگ آنها سانتی 15-20ها به اندازه شدند. پس از رشد گیاهچه

منتقل و از برگ آنها برای تزریق سوسپانسیون اگروباکتریوم  های توتون به آزمایشگاه، گلدانیقیزتزریر سازه ژنی از طریق

ناحیه از هر برگ سوسپانسیون باکتریایی تزریق شد تا در کل  8-10ین منظور در رای احاوی سازه ژنی با سرنگ استفاده شد. ب

 شدآنها استخراج  RNA و DNA و از روز اول تا دهم پس از تزریق انجامگیاهان برداری از برگ نمونهبرگ پخش شود. 

(16). 

 PCR   با روشياه به گانتقال ژن  بررسيو  DNA استخراج

 بررسی برای. (15)ژنومی استخراج شد   DNAهای برگی گیاهان تراریخت شده، از نمونهCTABبا استفاده از روش مبتنی بر 

استخراج  DNA( و 1با آغازگرهای اختصاصی این ژن )جدول  PCRواکنش تراریختی گیاهان حاصل،  وLL-37 حضور ژن 

دقیقه برای  5گراد به مدت درجه سانتی 94در چرخه حرارتی  PCRشد. واکنش  انجامشده از گیاهان تراریخت و شاهد 

ثانیه در  30گراد، اتصال درجه سانتی 94دقیقه در دمای  1 سازیشتهواسر چرخه )هر چرخه شامل 35اولیه و  سازیواسرشته

( گراددرجه سانتی 72دقیقه در  5گراد و گسترش نهایی درجه سانتی 72ثانیه در دمای  30گسترش گراد، درجه سانتی 60دمای 

بعنوان فاقد ژن موردنظر بیانی  پلاسمیدحاوی گیاهان تراریخت شده با اگروباکتریوم  DNAاز  PCR. در روش (16)انجام شد 
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 بعنوان شاهد مثبت استفاده شد.  LL-37 برای تکثیر ژن pCAMBIA1304-LL-37 نوترکیب پلاسمیدشاهد منفی و از 

 LL-37 ن ژنو بیا سازیهمسانه تکثیر، یاستفاده برامورد  یآغازگرها -1جدول 

 Tm '3 → '5 توالی آغازگر

Cat-F ATGGATCCCAAATTGCTATTCCCCACGA 63 

Cat-R TTAGGCTTCTTTCATTCGGTTTACTGCAGC 62 

Act-F ATGCCCGATCGAGCTCAAGT 60 

Act-R TCGTCTGGCTGACTTTCGTCATAA 59 

GFP-R TGCTCAGGTAGTGGTTGT 60 

 

 qRT-PCR و RT-PCRهای شروو بررسي بيان ژن با  cDNAساخت  ،RNAاستخراج 

با استفاده از دستورالعمل کیت  cDNAساخت و  RNX- Plusبا کیت استخراج  شده ختیترار اهانیگاز برگ  RNAاستخراج 

cDNA Synthesis  بیان ژن  بررسیبرای . (1)شرکت سیناکلون انجام شدLL-37  زادر سطح رونویسی cDNA  شده و ساخته

این واکنش مثل روش ذکر شده در قسمت قبل استفاده شد.  RT-PCR( در واکنش 1)جدول  ژناین غازگرهای اختصاصی آ

و  میکرولیتر 10در حجم نهایی  qRT-PCRدر گیاهان تراریخت از واکنش  LL-37ژن برای بررسی میزان نسبی بیان  انجام شد.

، Mic Real-time PCR Magnetic Induction Cyclerشناساگر سایبرگرین و دستگاه  ،(1آغازگرهای اختصاصی )جدول 

(Biomolecular Systemsاستر، ا )های حرارتی مورد استفاده درچرخهاستفاده شد. لیا qRT-PCR واسرشته چرخهیك  شامل-

گراد به درجه سانتی 95 سازی در دمایشامل واسرشته چرخه 45دقیقه،  10به مدت  گراددرجه سانتی 95سازی اولیه در دمای 

ثانیه  20گراد به مدت درجه سانتی 72 ثانیه وگسترش در دمای 20گراد به مدت درجه سانتی 58ثانیه، اتصال در دمای  20مدت 

در روش  شاهد عنوان به ژن موردنظر لاسمید فاقداگروباکتریوم دارای پ با شده تراریخت گیاهان برگی هاینمونه RNAاز  بود.

qRT-PCR اکتین برای بدست آوردن میزان نسبی بیان ژن دار ها از ژن خانهسازی دادهدر این روش جهت نرمال شد. استفاده

LL-37 از تکثیر  پس .بود فنی تکرار دو شامل یك هر زیستی و تکرار دو دارای گیاه تراریخت هر برای هااستفاده شد. واکنش

-qRT از حاصل نتایجگراد به دست آمد. درجه سانتی 95تا  72 های ذوب با افزایش تدریجی دما از، منحنی PCRهایفرآورده

PCR منظور ارزیابی کمی بیان ژن از روش بهمورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت.  (20) ذکر شده در با استفاده از روشCtΔΔ-2 

 تفاوت. شد محاسبه جداگانه طور ژن اکتین به Ctبه نسبت  ختیترار اناهیگ LL-37ژن  Ct ابتداها، برای آنالیز دادهاستفاده شد. 

ΔCT میانگین مقادیر بین CT ژن  برایLL-37 آمد دست رابطه زیر به با استفاده از اکتین ژن و: 

ΔCT = CT (LL-37 gene) – CT (Actin gene) 

مرجع  عنوانبه را بیان کمترین که گیاه تراریختی ΔCT از گیاهان تراریختهر یك از  ΔCT کردن کم با ΔΔCT مقدار

( با fold change) مرجعگیاه به  گیاه تراریختبیان ژن در هر  داشت بدست آمد. نسبت سایر گیاهان تراریختنسبت به 

 .شد محاسبه CTΔΔ-2 استفاده از رابطه

 كل استخراج پروتئين

ابتدا یك گرم بافت برگ )تزریق شده(  .(34) استفاده شد SDS-PAGEگیاهان تراریخت از روش  کل کردن پروتئین برای جدا
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مولار، میلی 15اسید مولار، آسکوربیك Tris-HCl pH 8 1/0لیتر بافر استخراج )داخل ازت مایع بصورت کامل خرد و سه میلی

به مدت یك ساعت در دمای  ،درصد( به آن اضافه شد. بعد از ورتکس 3پروپیلیدینوینیلمولار و پلیمیلی 2تیوتریتول دی

. شددقیقه سانتریفیوژ  20به مدت  15000گراد در دور سپس در دمای چهار درجه سانتی وگراد نگهداری چهار درجه سانتی

درصد به آن  50میکرولیتر گلیسرول  300لیتر از مایع رویی مایع رویی به یك تیوب تازه انتقال یافت و به ازای هر یك میلی

 بارگذاری شد.( SDS-PAGEمید )اکریلاژل پلی انگر مولکولی پروتئینی رویاضافه شد. نمونه حاصل به همراه یك نش

 نوتركيب كل پروتئين زيستي فعاليت

استفاده  سكیانتشار داز روش  Xanthomonas citriروی باکتری  (LL-37حاوی پپتید )نوترکیب  کل پروتئینبرای بررسی اثر 

آغشته شدند.  لیترگرم بر میلیمیلی 25غلظت تر عصاره پروتئینی با میکرولی 150های کاغذی با شد. برای این منظور دیسك

کشت میکرولیتر از این استاندارد در محیط  200و مقدار شد فارلند تهیه ساعته باکتری، استاندارد نیم مك 24سپس از کشت 

 قرار گرفتنداوی باکتری های تهیه شده در فواصل مناسب روی پلیت ح. دیسكگردید( کشت MHAآگار ) نتونیجامد مولر ه

بیوتیك استرپتومایسین با آنتی های حاویدیسك گراد انکوبه شدند. ازدرجه سانتی 32ساعت در دمای  24ها برای و پلیت

. این آزمون در سه تکرار انجام شدبه عنوان کنترل مثبت و از آب به عنوان کنترل منفی استفاده  لیترگرم بر میلیمیلی 50غلظت 

 .(21)گردید  بررسی هااطراف دیسك در شده ایجاد باکتری رشد عدم هاله مشاهده بانوترکیب  پپتید ضد میکروبی الیتفعشد. 

 کشت از کلونی تك 5-7 . ابتدا(29)م شد انجا سازی در چاهكرقیق( به روش MICتعیین حداقل غلظت مهارکنندگی )

 گراددرجه سانتی 32 دمای در ساعت 24 مدت ( بهMHB) براث هینتون مولرمایع  کشت محیط در MHAروی محیط  باکتری

گیاهان  پروتئینی عصاره از. شد تهیه فارلندمك نیم استاندارد باکتری سوسپانسیون از سپس. شد داده کشت شیکر انکوباتور در

 کل پروتئین MIC سازی،رقت روش از با استفاده. گردید تهیه لیترگرم بر میلیمیلی 25 غلظت با استوک محلولتراریخت 

، 2/3، 25/6، 5/12)نوترکیب کل  پروتئین مختلف هایرقت . در این روششد تعیین ایخانه 96 هایمیکروپلیت درنوترکیب 

 میکرولیتر از 100( هاچاهك) هارقت از هر یك به سپس. گردید تهیه MHB محیط ( در1/0و  2/0، 4/0، 8/0، 6/1

درجه  32 دمای در ساعت 24 مدت به وبا پارافیلم پوشانده  هاپلیت. شد ضافها nm600OD=1/0 با باکتریایی سوسپانسیون

 و اضافه چاهك هر به لیترگرم بر میلیمیلی 2/0غلظت  با 3MTT میکرولیتر نمك تترازولیوم 40 سپس. شدند گراد انکوبهسانتی

. گردید مشخص آبی/بنفش رنگ شدن اننمای با چاهك هر ها درباکتری رشد. شد انکوبه دقیقه 15 مدت به اتاق دمای در

میکرولیتر  100 منفی کنترل و (عصاره بجای) لیترگرم بر میلیمیلی 50 با غلظت میکرولیتر استرپتومایسین 100 مثبت کنترل

فاقد  MHB میکرولیتر محیط 200بلانك شامل . در نظر گرفته شد MHBمیکرولیتر محیط  100و کل نوترکیب  پروتئین

بعنوان  بود ورنگ  در آن رشد نکرده بودند، فاقد هایباکتر که پروتئینغلظت  ینکمتر دارای چاهك اکتری بود.سوسپانسیون ب

 .(29،32) در نظر گرفته شد MICمقدار 

 نتايج 

( 1)شکل  pCAMBIA1304در پلاسمید  LL-37میکروبی  ضد سازی ژن پپتیدحاضر ابتدا طراحی سازه و همسانه پژوهش در

توتون انتقال داده شد. بیان موقت و دائم  Xanthiبه رقم حاصل  pCAMBIA1304-LL-37شد. سپس پلاسمید نوترکیب م انجا

بررسی گردید.  Xanthomonas citri بیمارگر روی باکتری نوترکیب حاصل پروتئینو تاثیر انجام شد  توتون گیاه در LL-37ژن 

                                                      
3 3-[4,5-dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)  
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منتقل شد. جهت غربال  DH5aسویه  E. coliهای مستعد رارتی به سلولسازه ژنی با استفاده از شوک ح برای این منظور

بیوتیك کانامایسین کشت شد. از حاوی آنتی SOBهای حاوی پلاسمید نوترکیب، باکتری تراریخت شده روی محیط کلونی

تری تراریخت بعنوان شاهد منفی و از کشت باک مذکور کشت باکتری مستعد تراریخت شده با آب مقطر استریل روی محیط

در محیط کشت شاهد منفی هیچ کلونی شد. استفاده محیط بعنوان شاهد مثبت این شده با پلاسمید فاقد ژن موردنظر روی 

 است. E. coliمستعد  هایدهنده عدم آلودگی محیط کشت سلولمشاهده نشد که نشان باکتریایی

 

 

 ب

 

بین  LL-37توالی ژن . pCAMBIA1304-LL-37سازه ژنی رادف ژن موردنظر در داخل ( نمایش خطی تب و pCAMBIA1304( پلاسمید الف -1شکل 

 سازی شد.همسانه pCAMBIA1304پلاسمید در  GFPبالادست ژن  یسازه ژن قرار گرفته است.در این سازه  KDELو  His tagهای توالی

و آغازگرهای اختصاصی  PCRبا استفاده از  یباکتر در LL-37استخراج و حضور ژن  E. coliهای نوترکیب پلاسمید از کلونی

به  LL-37مربوط به ژن قطعه روی ژل الکتروفورز بارگذاری شد و  PCRمحصول  .قرارگرفت بررسی مورد( 1)جدول این ژن 

توسط شرکت یابی برای توالیشد و  سازیستون خالص لهیبوس نوترکیب دیپلاسم(. 2جفت باز مشاهده شد )شکل  172 طول

-مشخص گردید که همسانه یابییتوال جهینت یپس از بررس شد.ارسال  جنوبی به شرکت ماکروژن کره یوتکنولوژیب شگامیپ

سویه سپس پلاسمید نوترکیب به روش ذوب و انجماد به اگروباکتریوم تومفاشینس  .سازی به درستی انجام شده است

LBA4404 .استفاده از محیط انتخابی جامد حاوی کانامایسین برای های تراریخت اگروباکتریوم با کلونی انتقال داده شد

با استفاده از  ومیاگروباکترپلاسمید نوترکیب و ریفامپسین برای اگروباکتریوم شناسایی شدند. وجود پلاسمید نوترکیب در 

 172 ولو قطعات موردنظر به ط قرار گرفت بررسی مورد PCRبوسیله روش کلونی  GFPو  LL-37آغازگرهای اختصاصی ژن 

  الف 
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را  ایقطعههیچ  (LL-37فاقد ژن  pCAMBIA1304پلاسمید  منفی ) شاهدشد. جفت باز روی ژل الکتروفورز مشاهده  780و 

 (.2بود )شکل  پلاسمید نوترکیب با اگروباکتریوم آمیزموفقیت تراریختی دهندهنشان با اندازه موردنظر نشان نداد که

 
( و با آغازگر رفت ژن 2-4های چاهك ،bp 172 قطعه) LL-37تریوم با استفاده از آغازگرهای رفت و برگشت ژن کلونی اگروباک PCRنتیجه  -2 شکل

LL-37  و آغازگر برگشت از داخل ژنGFP پلاسمید pCAMBIA1304 ( قطعهbp 7805-7 های، چاهك) شاهد  8نشانگر مولکولی و چاهك  1. چاهك

 ( هستند.LL-37فاقد ژن  pCAMBIA1304منفی )پلاسمید 

-اگروباکتریوم حاوی پلاسمید نوترکیب با روش غوطه با شده پیش کشت برگی هایجهت انتقال سازه ژنی به توتون، ریزنمونه

های سوماتیکی مقاوم به هیگرومایسین تشکیل شد که ها، جنینورسازی تلقیح شدند. پس از گذشت دو هفته روی ریزنمونه

بیوتیك در محیط باززایی حاوی هیگرومایسین های سوماتیکی مقاوم به آنتیدند. جنینزایی را طی کرمراحل مختلف جنین

  .(3نوساقه تولید کردند )شکل 

 

 

780bp  

bp 172 
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( بروز پس از کشت،  3های متورم با لبه هازنمونهیر( الف ،زایی سوماتیکی مستقیم در توتونمراحل مختلف باززایی گیاهان حاصل از جنین -3شکل 

 طیهای جدا شده در محنوساقه( ددر مراحل مختلف در هفته دوم،  یکیسومات هاینیجن لیتشک( ج هفته، كیپس از  هازنمونهیر راندازه د شیافزا

 .چهارم در هفته ییزاشهیر

برگ بعنوان  7-8های دارای رشد و نمو طبیعی با ای توسعه یافته و گیاهچههای مقاوم به هیگرومایسین با سیستم ریشهگیاهچه

ژنومی   DNAهای برگی گیاهان تراریختهای تراریخت برای فرآیندهای بررسی مولکولی حفظ شدند. از نمونههچهگیا

روی  LL-37 مربوط به ژن یجفت باز 172قطعه با مشاهده  انجام شد. LL-37با آغازگرهای اختصاصی ژن  PCRو  استخراج

. از گیاهان تراریخت شده با ه استشددرج زبان در ژنوم میمشخص گردید که این ژن درصد  2/1ژل الکتروفورز 

به  pCAMBIA1304-LL-37 منفی و از پلاسمید نوترکیب کنترلبه عنوان فاقد ژن موردنظر پلاسمید دارای اگروباکتریوم 

ر با اندازه ذکر شده د PCR مثبت استفاده شد. در نمونه شاهد مثبت قطعات موردنظر تکثیر شدند ولی فرآورده کنترلعنوان 

 (.4)شکل  است  LL-37آمیز توتون با ژنتراریختی موفقیت بیانگرنمونه شاهد منفی مشاهده نشد که 

 

 
را راریخت وتون تگیاه تپنج در ژنوم  LL-37درج ژن  ،درصد 2/1جفت بازی روی ژل الکتروفورز  172، حضور قطعه 5تا  1های در چاهك -4شکل 

دهنده نشان +C چاهكاست، روی ژل فاقد قطعه ( LL-37 فاقد ژن پلاسمیدگیاه تراریخت شده با )رل منفی کنتدهنده نشان C- چاهك .دهدنشان می

 .است 1Kb DNAنشانگر وزن مولکولی  M چاهك واست ژن روی ژل دارای قطعه  (LL-37ژن  حاوینوترکیب پلاسمید ) کنترل مثبت

 LL-37ارزيابي مولكولي گياهان تراريخت حاوی ژن 

 در گياهان توتون تراريخت LL-37و دائم ژن  بيان موقت

برای تزریق توتون داخل گلدان های بالایی و جوان گیاهان برگبافت تازه و نرم از  ،LL-37بیان موقت ژن به منظور بررسی 

از تزریق پس  از روز اول تا روز دهماین گیاهان های از برگاستفاده شد. پلاسمید نوترکیب سوسپانسیون اگروباکتریوم حامل 

 LL-37ژن آغازگرهای اختصاصی و  cDNAبا استفاده از صورت گرفت.  cDNAساخت و  RNAاستخراج  برداری،نمونه
موقت  انیبدهنده نشاندرصد  2/1روی ژل الکتروفورز جفت بازی  172شد. مشاهده قطعه  انجامنیمه کمی  RT-PCRروش 

  (.5)شکل  است باکتریوم حامل پلاسمید نوترکیببا سوسپانسیون اگرو گیاهان تزریق شدهدر  LL-37ژن 

برای این  شد. بررسی qRT-PCR روش با استفاده ازو تراریخت توتون برگی گیاهان  7-8در مرحله  LL-37ژن  دائمبیان 

 RNAاستخراج در آنها تایید شده بود  LL-37حضور ژن  PCRهای برگی پنج گیاه توتون تراریخت که با روش منظور از نمونه

 bp 172     
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با استفاده از  LL-37بیان نسبی ژن ها، براساس روش ذکر شده در قسمت مواد و روشصورت گرفت.  cDNAساخت و 

نتایج شد. گزارش  CtΔΔ-2روش  با وگیری اندازه دار اکتینژن خانه Ctاین ژن در گیاهان تراریخت با  Ctهای داده سازینرمال

 (.5رونویسی در گیاهان توتون تراریخت بود )شکل در سطح  LL-37ژن این آزمایش حاکی از بیان 

     
های چاهك. تایید شد درصد 2/1 جفت بازی روی ژل الکتروفورز 172 قطعهبا مشاهده  RT-PCR روش بوسیله LL-37بیان موقت ژن  (الف -5 شکل

نشانگر مولکولی را  Mو چاهك  های توتونبرگ به سمید نوترکیبسوسپانسیون اگروباکتریوم حامل پلاروز از زمان تزریق  10ژن طی این بیان  10تا  1

  .qRT-PCR روش با استفاده ازتوتون تراریخت  گیاهدر پنج  LL-37ژن  ینسب انیبنمودار  (بدهند. نشان می

 نوتركيب گياهان توتون تراريختكل بررسي پروتئين 

مورد ارزیابی قرار گرفت. پروتئین کل  SDS-PAGEبا روش  در گیاهان تراریخت LL-37 حاوی پپتید نوترکیب پروتئینبیان 

کیلودالتون  5نوترکیب که حدود  پپتیدمربوط به  قطعهبارگذاری شد.  اکریلامیدپلیاز گیاهان تراریخت استخراج و روی ژل 

دید بیان روش مشخص گراین (. با 6کیلودالتون مشاهده شد )شکل  9کش مولکولی با اندازه خط قطعهاست زیر آخرین 

مشاهده آن روی ژل  ،با توجه به اندازه کوچك پپتیددر سطح پروتئین در گیاهان تراریخت صورت گرفته است.   LL-37ژن

 کمی صورت را به LL-37 نوترکیب پپتید میتوان بیان . برای این منظوردشوار است SDS-PAGEمید از طریق آکریلاپلی

 تواندیمدر گیاهان نوترکیب روی ژل الکتروفورز موردنظر پروتئین  قطعهف بودن ضعیکرد. بطورکلی  ارزیابی الایزا بوسیله

 انیبودن ب نییپا جهینت تواندیاست که م موردنظر نیپروتئ یهاکم بودن مولکول این دلایلیکی از  .داشته باشد یمتعدد لیدلا

 یتوالیا  کنندهتوالی تقویت، القایی از پروموتر میتوان از راهکارهایی مثل استفاده تولید پروتئینبرای افزایش  .باشد آن ژن

یا سویه باکتری و شرایط انتقال ژن  پلاسمیدقوی در بالادست ژن در سازه ژنی بهره برد یا سیستم انتقال ژن را با تغییر  نترونیا

 .(17)سازی نمود بهینه

   الف  ب 

bp 250 

172  bp 
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 Mو  SDS-PAGEتوتون تراریخت با روش  پنج گیاههای پروتئین کل برگ 5تا  1های چاهك. توتون در گیاهان تراریخت LL-37بیان پپتید  -6شکل 

ن داده شده نشابا فلش  5تا  1های در چاهكکیلودالتون  5با اندازه در گیاهان تراریخت  LL-37پپتید مربوط به  قطعه. دهندرا نشان مینشانگر پروتئینی 

 است. 

 سکيانتشار دبه روش  LL-37حاوی پپتيد  پروتئين نوتركيباثر ضد باكتری بررسي 

 بررسی مورد سكیانتشار دبه روش Xanthomonas citri روی باکتری  LL-37 پپتید حاوینوترکیب پروتئین  اثر ضد باکتریایی

با بترتیب هاله عدم رشد باکتری  ترلییلیبر م گرمیلیم 5/12و  25غلظت  ی بانیعصاره پروتئاطراف دیسك حاوی . گرفت قرار

این  رشد بر LL-37 دیپپت کل گیاهان تراریخت حاوی نیپروتئ مهارکنندگی تشکیل شد که بیانگر اثرمتر میلی 8و  11اندازه 

بیوتیك آنتی از ومنفی  کنترل عنوان ( و آب بهLL-37 پروتئین گیاه شاهد )فاقد پپتید باکتری است. در این آزمایش از

و آب بطور کامل رشد  شاهد اهیگ نیپروتئگردید. باکتری در پتری حاوی دیسك  استفاده مثبت کنترل عنوان به استرپتومایسین

هاله عدم  لیترگرم بر میلیمیلی 50با غلظت کرد و تمام سطح پتری را در بر گرفت. در اطراف دیسك حاوی استرپتومایسین 

 .(7)شکل است بیوتیك این آنتی بوسیله از رشد باکتری جلوگیریکه بیانگر تشکیل شد متر یلیم 16با اندازه رشد 

 Aالف  
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کل  نیپروتئ ، الف(سكیانتشار دبه روش  Xanthomonas citriبر باکتری  LL-37 پپتیدپروتئین نوترکیب حاوی بررسی اثر ضد باکتریایی  -7شکل 

 ی.کنترل منف بعنوان آب د( وکنترل مثبت  بعنوان نیسیاسترپتوما كیوتبییآنت ج(، LL-37 دیپپت فاقدگیاه  کل نیپروتئ ب(، LL-37 دیپپت یحاونوترکیب، 

 است. Xanthomonas citri subsp. citriباکتری Xccدر این شکل 

سازی رقيقبه روش  LL-37 ديپپت یحاو بينوترك نيپروتئ( MICتعيين حداقل غلظت مهاركنندگي )

 در چاهک

-سازی در پلیترقت روش از استفاده با Xanthomonas citri باکتری علیه پروتئین کل گیاهان تراریخت میکروبی ضد فعالیت

و  LL (+37-TSP LL )25/6-37 برای پروتئین کل حاوی پپتید MIC مقادیر. شد بررسی MIC مقدار تعیین وای خانه 96های 

در مقایسه با  LL-37ردید. براساس این آزمایش پروتئین کل دارای پپتید تعیین گ 5/12 (STPبیوتیك استرپتومایسین )آنتی برای

برای  MICبود. همچنین مقدار  Xanthomonas citriبیوتیك )کنترل مثبت( دارای اثر مهارکنندگی بیشتری روی باکتری آنتی

های آب در چاهكهمچنین د. از رشد باکتری گزارش نش جلوگیری( بدلیل عدم 37-TSP LL-) LL-37پروتئین کل فاقد پپتید 

رشد  بود یباکتر ونیسوسپانس فاقد MHB محیط میکرولیتر از 200مقدار حاوی  که )کنترل منفی(ای خانه 96پلیت و بلانك 

 باکتری صورت نگرفت.

 گيریو نتيجه بحث

 در اثر حمله دهند.می قرار تاثیر تحت شدت را به آنها ونمودرش که دارند قرار یمختلف هایتنش معرض در شهیهم اهانیگ

در  از گیاهانمحافظت کنند. وارد می گیاهان بر که خسارت زیادی شوندمی ایجاد مختلفی هایگیاهان، بیماری به بیماریزا عوامل

. دگیر¬می صورت ها¬کش¬و قارچ ها¬كیوتبی¬یمانند آنت ییایمیش باتیاستفاده از ترک با یو قارچ ییایباکتر هاییماریبرابر ب

 شیباعث افزا گرید یدارد و از طرف ستیز طیبر سلامت انسان و مح یمنف ریطرف تاث كیاز  باتیترک نیاده گسترده از ااستف
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ی انسانی عوامل بیماریزا ضد یتفعال یکروبیضد م یدهایپپت .(6) دشو¬یمتداول م های¬کش¬به آفت یزاماریعوامل ب اومتمق

پپتیدهای غنی از  پپتیدهای هیستاتین،بعنوان مثال،  .شوندمحسوب می یمیاییش داروهای یبرا یمناسب یگزینجادارند و  نیز

سانی، از نظر عملکردی هم ان 3اسیدآمینه هیستیدین هستند که به یك خانواده از پپتیدهای ضد میکروبی تعلق دارند. هیستاتین 

گرم مثبت  این پپتید روی باکتری ،های میکروبینتایج آزمون براساس خاصیت ضدمیکروبی و هم خاصیت التیام زخم دارد.

Staphylococcus aureus، فعالیت ضدمیکروبی این  . با توجه بهاثر مهارکنندگی داردهای بیمارستانی مقاوم به دارو، پاتوژن از

 همراه با سایربیوتیك جدید یا عنوان آنتیاز این پپتید در صنایع دارویی و پزشکی، بهمیتوان امکان تولید آن، پپتید و 

مشکل  جیرا یهاكیوتبییدر مقابل انواع آنت ییمقاومت دارو جادیا .(34)استفاده نمود برای افزایش کارایی آنها  هابیوتیكآنتی

با  دیجد یدیتیپپ باتیترک یو معرف یکروبیضد م یدهایپپت نهیدر زم قی. امروزه تحقباشدمی ها¬درمان عفونت نهیدر زم یاساس

از  Z-Snakinبا نام  یقارچ دضو  ییایضد باکتر دیپپت كی یدر پژوهش نرویاست. از ا یادیز تیحائز اهم یکروبیاثرات ضد م

 نیو گرم مثبت و همچن یگرم منف یهایباکتر هیعل یکروبیضد م تیفعال یدارا دیپپت نی. ادیگرد سازی¬عناب خالص وهیم

 یرو دیپپت نیموثر ا یکروبیضد م تیفعال لیدارد. به دل Candida albicansقارچ  یرا رو تیفعال نیشتریها است و بقارچ

 .(9)باشد یدرمان یکاربردها یبرا ینامزد مناسب رسدیبه نظر م لف،تمخ هایپاتوژن

-یآنت یبرا دوارکنندهیام نیگزیجا كیبه عنوان  میکروبیضد  تیبا فعال  Cathelicidinخانواده یکروبیضد م یدهایپپت

در برابر عوامل بیماریزای گیاهی نیز  اناز این پپتید برای ایجاد مقاومت در گیاه. (36)ند شویم محسوب یمعمول یهاكیوتیب

یوم باکتروگرابه کمك توتون یختی ارترو یی سوماتیکی مستقیم زایط جنیناشرا بتدحاضر، اهش وپژاستفاده شده است. در 

بعد از در این گیاه انجام شد.   Cathelicidinاز مشتقات پپتید ضد میکروبی LL-37ن ژن پپتید بیاانتقال و سپس و بهینه شد 

 در گرممیلی 2 حاوی MS محیط در توتون گیاه Xanthi رقم برگ هایریزنمونه روی سوماتیکی هایجنین گذشت دو هفته

 شده منتشر گزارش با مطابق تشکیل شدند کههیگرومایسین گرم در لیتر میلی 30و  NAA لیتر در گرممیلی BAP، 2/0 لیتر

در سازه  نیسیگرومایه به مقاومت حضور ژن دلیل به .(26)است  زایی سوماتیکیجنین هدف با توتون ژنوتیپ هارچ روی

 منفی عنوان کنترل در حالیکه گیاهان شاهد به داشتند، مناسبی در محیط گزینشی رشد شده تراریخت انگیاه ،LL-37 ژنی ژن

اگروباکتریوم  LBA4404 سویه از این مطالعه در. بودند سفوتاکسیم وهیگرومایسین  حاوی MS محیط در رشد تواناییفاقد 

براساس . (3)است  توتون به انتقال ژن برای سویه بهترین دهش منتشر مطالعات براساسشد زیرا  استفاده تراریزش توتون برای

و بیان دائم در سطح پروتئین  qRT-PCRو  RT-PCRهای نتایج حاصل، بیان موقت و دائم این ژن در سطح رونویسی با روش

روش دقیقی است که با اعمال تغییراتی در کمی  PCR روش در برگ توتون تراریخت تایید گردید. SDS-PAGEا روش ب

 گیاه پنج در LL-37ژن  رونویسی بررسی کمی. (7)پردازد به ارزیابی میزان رونویسی ژن موردنظر می PCRواکنش معمولی 

 صورت گرفته است. در سطح مشابه گیاهان تراریختهمه  نشان داد رونویسی در qRT-PCR روش با تراریخت توتون

 برای گیاهی هایسیستم کارایی محدودکننده یکی از عوامل مهم تراریخت گیاهان ژن خارجی در بیان پایین سطحبطورکلی 

که  شده است استفاده خارجی ژن یك بیان سطح افزایش برای موفقیت با راهکارها از برخی. است نوترکیب هایپروتئین تولید

 هایمکان از استفاده با ترجمه کارایی افزایش ،(13)شبکه آندوپلاسمی  هایسیگنال توالی از استفاده از آن جمله میتوان به

 انیب زانیم شیافزا مطالعاتی در مورد. اشاره کردسازی ژن براساس ترجیح کدونی گیاهان و همچنین بهینه (14)ریبوزوم  اتصال

از پروتئین همچنین  .(38) شده است انجاممختلف  یهازبانیکدون در م یسازنهیبه وع پس ازمتن ءابا منش بینوترک نیپروتئ

. افزایش بیان توسط سومو شودمیهای نوترکیب استفاده بیان پروتئینافزایش به عنوان یك فیوژن جدید برای  (sumo) سومو

نی آن و کمك به ایجاد تاخوردگی مناسب برای پروتئین، افزایش حلالیت پروتئین و افزایش فعالیت به دلیل خاصیت چاپرو
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 .(25)است بیولوژیکی پروتئین 

سازی توالی نوکلئوتیدی آن براساس ترجیح کدونی گیاه توتون بهینه LL-37جانوری ژن  ءاین پژوهش بدلیل منشا در

شروع طراحی  کدون از قبل ژن، بالادست دریوکاریوتی(  موجودات در ریبوزوم اتصال )محل Kozak توالی صورت گرفت و

 نهایی . موقعیتاستهای نوترکیب پایداری پروتئین نوترکیب بیان شده یکی از پارامترهای بسیار مهم در تولید پروتئین شد.

 و دارد آن بازیافت ترجمه و از پس تغییرات پایداری، میزان عملکرد، روی مهمی پیامدهای سلول، درون نوترکیب پروتئین

-دی پیوندهای تشکیل فرآوری، برای مهم جایگاه یك آندوپلاسمی شبکه. (12)دهد می قرار تاثیر تحت را سلولی متابولیسم

 آندوپلاسمی شبکه باشد.می نوترکیب هایپروتئین گلیکوزیلاسیون و بندیسرهم صحیح، بعدیسه ساختار تشکیل سولفیدی،

 این .کند تحمل دهد قرار تاثیر تحت را گیاه نمو و رشد آنکه بدون را پروتئین بالای تجمع تواندمی معمولا گیاهی هایسلول

 مورد وسیع طور به نوترکیب هایپروتئین انباشت و تولید جهت اندامك این که است شده موجب آندوپلاسمی شبکه ویژگی

شبکه  درون نوترکیب پروتئین تجمع افزایش به منجر آندوپلاسمی شبکه ویژه راهنمای پپتید . افزودن(33)بگیرد  قرار استفاده

در انتهای کربوکسیلی ( KDEL) آندوپلاسمی شبکه سیگنال در این پژوهش توالی ای این منظوربر .(30)شود می آندوپلاسمی

گیاهان  LL-37حاوی پپتید  نوترکیبکل پروتئین  حاضر در مطالعه. (31)راحی شد توقف ط کدون از قبل پپتید و درست

 روی LL-37پپتید  میکروبی ضد اثرنشان داد.  in vitro شرایطدر  X. citriتوتون تراریخت اثر مهارکنندگی روی رشد باکتری 

 .دهدمی نشان را پپتید این بیشتر روی مطالعه ارزش ت،اس بیوتیكآنتی به بیماریزای مقاوم هایباکتری این باکتری که از

است.  گزارش شدهدیگر نیز ه مطالعچند در  یماریمقاوم به ب یختترار یاهانگ یددر تول LL-37 میکروبی ضد یدپپت یلپتانس

ن استفاده کرد. بعنوان در گیاها ی مختلفمیتوان از این پپتید برای ایجاد مقاومت به عوامل بیماریزا این مطالعاتنتایج براساس 

 ییایدر برابر پاتوژن باکترآنها و مقاومت  ختیترار فرنگیگوجه اهانیدر گLL-37 ی کروبیضد م دیپپت انیبدر پژوهشی مثال، 

 ییایو لکه باکتر ییاینرم باکتر یدگیدر برابر پوس یمقاومت قابل توجه ختیترار فرنگیگوجه اهانیقرار گرفت. گ یمورد بررس

 .(19) را محدود کرد Pectobacterium carotovorumباکتری رشد  ،ختیترار اهانیبرگ گکل  نیپروتئ بطوریکه ندنشان داد

ه قرار گرفت یموررد بررسنیز  ینیم چدر کل LL-37ی کروبیضد م دیپپت انیبا ب یو قارچ ییایباکتر هایمقاومت در برابر پاتوژن

در  یماریب آثار و نشان دادندرا  یو قارچ ییایباکتر هایسطوح مختلف مقاومت در برابر پاتوژنکلم  ختیترار اهانی. گاست

در  LL-37 یکروبیضد م دیکه پپت دادنشان  جی. نتاکاهش چشمگیری داشته است شاهد اهانینسبت به گ ختیترار اهانیگ

 دیژن پپت دیگری قیتحقدر  .(18)نقش دارد  یو قارچ ییایباکتر هایاز پاتوژن ایگسترده فیط یاهان تراریخت علیهگ ومتمقا

ژن  دستبالادر  RolA نترونیا یاز توال د،یپپتاین  انیب شیشد. به منظور افزا انیب ینچی در کلم LL-37 یانسان یکروبیضد م

LL-37  پپتید از بیشتری انیکه ب یختیترارگیاهان استفاده شد. در سازه ژنی LL-37 در برابر پاتوژن یشتریمقاومت ب شتنددا-

و بلاست برگ  تیبلا یماریبرنج در برابر بدر مقاومت  ی ایجادبرا همچنین LL-37 دیاز پپت .(17) نشان دادندختلف م یها

مقاوم  اریبسای مذکور هبیماریدر برابر  گیاه شاهدنسبت به  ختیترار گیاهان ،جینتابراساس . ه استاستفاده شد ییایباکتر

اثبات و گرم مثبت  یگرم منف های¬سمیکروارگانیدر برابر م LL-37پپتید  یبالا یکروبیضد م تیفعال (.Lee et al. 2017)بودند 

اورئوس  لوکوکوسیاستاف یبرا ،کرومولاریم 65/1 ایکولای یشده برا نیی( تعMIC) کنندگی. حداقل غلظت مهارشده است

 LL-37 دیپپت ییاکار پژوهشگران .(22) گزارش شده است کرومولاریم 54/5 سیانتروکوکوس فکال یو برا کرومولاریم 31/2

 براساس نتایج،. دادندقرار  بررسیمورد  MICروش  بارا چندگانه  یمقاوم به دارو Acinetobacter baumannii کتریعلیه با

در مقایسه با سایر پپتیدها  LL-37. پروتئین بود لیتریمیل در گرممیلی 5/1 برای این باکتری LL-37 گیحداقل غلظت مهارکنند

 یلمیوفیضد ب یی وایضد باکتر تیفعال سهیمقا جینتا .(39) شودباکتری این ین رفتن باعث از ب تواندو داروها در غلظت کم می
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 هایدر برابر پاتوژن ییایرضد باکت تیفعال پپتید نشان داد که هر چهار LL-37 از جمله Cathelicidin چهار پپتید مشتق شده از

مؤثر در  راهکار كکردند. این پپتید و مشتقات آن ی یریوگجل لمیوفیب لیبطور مؤثر از تشک ند ونشان داد ییایمختلف باکتر

زای انسانی نیز نقش بازدارندگی های عفونتروی باکتری  LL-37پپتید ضد میکروبی .(37) هستند ییایباکتر هایبرابر عفونت

اورئوس، که اغلب  لوکوکوسیاستاف یهاهیسو یرواین پپتید  یکنندگاثر مهارای و مهار رشد دارد. در مطالعهاز تولید بیوفیلم 

به   Xanthomonas citri subsp. Citri (Xcc)باکتریحمله در اثر . (10)گزارش شده است  ،مسئول عفونت زخم هستند

در  مرکبات است. دیقابل توجه در مناطق تول یخسارت اقتصاد باعثشود که ایجاد می شانکر مرکباتبیماری  ،مرکبات

و  PR1aCB ،یبکرویضد م دیدر برابر شانکر مرکبات، دو ژن پپت مقاوم یختمرکبات ترار اهانیگ ی تولیدبرا پژوهشی

AATCBمقاومت  گیاهان تراریختکه  مشخص گردید بررسیپس از شد.  انتقال دادهبه پرتقال  یمتوال انتقال ژن قی، از طر

 کارراه های پپتیدهای ضد باکتریاییانتقال ژنثابت کرد که  جینتا نیند. اداشت شاهد اهانیگ این باکتری در مقایسه با به بیشتری

نتایج مطالعات انجام شده روی پپتید ضد میکروبی  .(28) استشانکر مرکبات  یماریمقاومت مرکبات به ب شیافزا یبرا یمؤثر

LL-37 های گیاهی بیوتیك پپتیدی در ایجاد مقاومت علیه پاتوژنبعنوان یك آنتی نشان دهنده پتانسـیل بـالقوه ایـن پپتیـد

 به کمك آنها گیاهی امیدوارکننده است بطوریکه میتوان یهامیکروبی در برابر پاتوژن ای نوترکیب ضداستفاده از پپتیدهاست. 

 گام موثری برای توانبیشتر روی پپتیدهای ضد میکروبی می ه. با مطالعداداستفاده از سموم شیمیایی در کشاورزی را کاهش 

 .برداشتبیوتیکی مقاومت آنتی ناشی از آثار منفیکاهش  جهتجدید  هایبیوتیكتولید آنتی

 تقدير و تشكر

 شود.میاین پژوهش قدردانی المللی امام خمینی )ره( در انجام حمایت مالی معاونت پژوهشی دانشگاه بینبدینوسیله از 
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Abstract 

Plant bacterial diseases, including bacterial canker, are the cause of reduced yields in 

agriculture. Antimicrobial peptides are among the defense lines of living organisms against 

various pathogens. In this study, first the human antimicrobial peptide LL-37 was synthesized 

as an optimized codon for the plant expression system and cloned into pCAMBIA1304 

plasmid. Then the gene construct was expressed transiently and constitutively in tobacco, 

variety Xanthi, using Agrobacterium LBA4404 respectively by leaf microinjection and 

agroinfiltration methods. The expression level of LL-37 gene in transgenic tobacco leaves was 
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measured by RT-PCR and qRT-PCR methods. The results showed the successful expression 

of LL-37 gene in tobacco plant in both transient and constitutive gene expression systems. 

Polyacrylamide gel electrophoresis of recombinant protein revealed a protein fragment related 

to peptide LL-37 with a size of 5 kilodaltons. The antibacterial effect of recombinant protein 

on Xanthomonas citri was confirmed by the formation of growth inhibition zone in vitro 

condition. The antimicrobial effect shows the value of further study on this peptide as a new 

antibiotic and for the production of transgenic plants resistant to plant pathogens. 

Keywords: Antimicrobial peptide, LL-37 gene expression, Tobacco, Inhibition effect 

 


