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Extended abstract 

Introduction 

Antimicrobial peptides (AMPs) play a major role in almost all living organisms innate immune defenses. AMPs 

are small proteins with ~10 to 50 amino acids that forms unique 3D structures and mode of action. Acquiring 

resistance against AMPs for pathogens is difficult because AMPs apply diverse range of activity. The expression 

of AMPs in plants to resist plant pathogens as well as to produce novel AMPs for pharmaceutical applications has 

recently received much consideration. Defensins are one of the most important cationic peptide families in plants. 

Plant defensins are small, low molecular weight, highly stable, amphipathic and cysteine-rich that play a major 

role plants’ innate immune system. Defensins show a broad-spectrum antibacterial and antifungal activities against 

Gram-positive and Gram-negative bacteria, fungi and etc. Alfalfa seeds express a strong defensing, alfAFP, 

showing antimicrobial activity in vitro. Chitin-binding domains are conserved domain present in some families of 

animals, plant and fungi proteins, showing high affinity towards chitin as substrate. Fusion of AMPs to different 

partners may enhance the activity of new recombinant peptides towards host pathogens. To this end. in an attempt 

to show whether defensins show activity when present as fusion partners, bioinformatics and in vitro assays were 

used.  Hairy root systems (HR) are used to produce and study recombinant proteins in plants as a model. Ease of 

induction and compatibility to different transformation protocols as well as short regeneration period, have made 

HRs excellent genetics model for production of recombinant proteins in plants.  

Material and methods 

In the present study, a translationally fusion proteins was made. In order to facilitate alfAFP access to the 

pathogens’ membrane and increase the activity of the peptide, the DNA sequence encoding an alfAFP (GenBank 

accession No: AF319468.1) antimicrobial peptide derived from Medicago sativa seeds was fused the N-terminal 

end of a chitin-binding domain (CBD) gene sequence from rice chitinase. A helix-forming linker (EAAAK)8 from 

a chitinase gene (GenBank:X54367.1) was translationally fused to the sequence of alfAFP peptide. Next, the NcoI 

and BamHI restriction sites were designed flanking the recombination peptide sequence for cloning purposes. The 

recombinant DNA fragment (CBD-alfAFP) was digested and cloned in into corresponding NcoI and BamHI 

restriction sites of the binary expression vector, pGSA1285. The antimicrobial properties of CBD-alfAFP 
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recombinant peptide was assessed using bioinformatics tools. pGSA1285/CBD-alfAFP was sanger sequenced to 

confirm the in frame accuracy of cloning steps. pGSA1285/CBD-alfAFP was introduced to Agrobacterium 

rhizogenes and used for hairy root (HR) production in tobacco. The presence of transgene,  transcription, and the 

expression of recombinant peptide in HRs were confirmed by PCR and semi-quantitative RT-PCR analysis, 

respectively. CBD-alfAFP recombinant  peptide was extracted form HRs and then antimicrobial activity was 

evaluated against Ralstonia solanacearum and Pseudomonas syringae bacteria. 

Result and discussion 

Different bioinformatic analysis was used to predict the antimicrobial activity of the recombinant peptide. The 

results of the 3D structure analysis revealed a β-sheet and an α-helix structure that corresponded well with the 

structure of plant defensins. In silico analysis showed that both fusion partners were active in a synergistic manner. 

A Knottin functional domain was also recognized, suggesting that the recombinant peptide retains its antimicrobial 

activity. In general, the antimicrobial activity of CBD-alfAFP recombinant  peptide was assessed by measuring the 

minimum inhibitory concentration (MIC) against bacteria. The results of MIC test revealed that the lowest 

inhibitory concentration was observed against Ralstonia solanacearum and Pseudomonas syringae with 200 and 

100 μg/ml concentration, respectively. The results of the in vitro antimicrobial activity of the recombinant peptide 

using colony forming units (CFU) test showed that the recombinant peptide had significant inhibitory effects on 

the Pseudomonas syringae pathogen. 

Conclusion 

Recombinant new AMPs seem to puzzle host pathogens by showing different activity. Equipping AMPs with 

fusion partners facilitating their activity in controlling pathogens and hinder their invasion. Therefore, in this study, 

the chitin-binding domain provided alfAFP peptide access to the pathogenic bacterial cell wall through binding to 

peptidoglycan, and probably the recombinant peptide was able to target the plasma membrane with a better 

efficiency. The results of this study suggest that the expression of the CBD-alfAFP recombinant peptide in crop 

plants and HRs can be a promising approach to producing pathogen-resistant plants as well as to produce 

antimicrobial pharmaceutical new and novel AMPs. Futhermore, it can be anticipated that fusing AMPs to 

different fusion partners can enhance the activity of AMPs towards non-specific targets. 
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گیاه  ریشه موئین  هایکلون  در CBD-alfAFP پروتئین نوترکیبمیکروبی و بررسی خاصیت ضد  بیان

های گیاهیعلیه بیمارگر توتون
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 چکیده 

ی کروبیمضد  یهاداروتولید  و    هادر برابر بیمارگر  اهانیحفاظت از گ   یبرا  یدیجد  کردیرو  اهانی در گ   یکروبیمضد  یهادیتپپ  انیب

پپت  صنایع داروسازیدر   های گیاه  که توسط بذر  است  میکروبیضد  ت ی با فعال  یاهی گ   نیفنسید  کی   alfAFP  یونیکات  دیاست. 

تولید می کارایی و  منظور  به  .شودیونجه  کنندهرمز   یتوال،  هابیمارگر  یسلول  وارهید  هب  alfAFP  دیپپتتسهیل دسترسی  افزایش 

alfAFPپایانه    بهC  ک   شوندهمتصل  نیدم ابتدا  شد  متصلبرنج    نازیتی ک   میآنز  (CBD) نیتی به  دیپپت  نیا  یکروبیمخواص ضد. 

از انتقال به پلاسمید بیانی ی قرار گرفت. در نهایت، سامانه ژنی پس  بررسمورد    کیوانفورماتی ب  یهابا استفاده از ابزار  نوترکیب 

pGSA1285    رایزوژنزوارد آن    (Rhizobium rhizogenes)  اگروباکتریوم  از  استفاده  تولید ریشه  برایو  توتون  در  موئین  های 

-RTوPCRهایروش  با استفاده ازترتیب  به،  توتونگیاه    ن ئیمو   شهیر  هایکلون  در  آنو بیان    ی سیرونو ،  ژنا. حضور ترگردید

PCR  نتا  تأیید  یکممهین نشان داد که بارا αچیمارپ  کیو    βصفحه    کی،  دیپپت  یبعدهساختار سبینی  پیشحاصل از    جیشد. 

شناسایی دیدر ساختار پپت  Knottin  یعملکرد  نیمطالعه، دم  نیدر ا  ن ی. همچنداشت مطابقت    یاهیگ  یها نیفنسیساختار د نوترکیب

آزمایش میکروبی خاصیت ضدنتایج    .کندمیکروبی خود را حفظ میضد  دهد پپتید نوترکیب فعالیت شد که نشان می حاصل از

CFUباکتریایی  گررداری در جلوگیری از رشد بیمانشان داد که پپتید نوترکیب دارای اثرات بازدارندگی معنیPseudomonas

syringaeاز طریق اتصال را  شونده به کیتین دسترسی پپتید نوترکیب  دمین متصلبنابراین،.بود باکتریایی به دیواره سلولی بیمارگر

ی معرفپلاسمایی را با کارایی بهتری هدف قرار دهد.  ء پپتید نوترکیب توانسته است غشا  احتمالاً  فراهم کرده وپپتیدوگلیکانبه 

اهانیگ جادیابرای دبخشیامیابزارتواندیمهم میزراعاهانی گ های موئین و ریشهدر CBD-alfAFPب ینوترکدیپپتانیو ب

.باشدداروسازی صنعت  میکروبی در و تولید عوامل ضدهای گیاهی گرماریمقاوم به ب

ریشه موئینخاصیت ضدمیکروبی،  ،  alfAFPپپتید  بیوانفورماتیک،  :واژگان کلیدی

nazarian.f@lu.ac.ir، آدرس پست الکترونیکی: نویسنده مسئول *
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 مقدمه
  9/ 7به    2050تا سال    ن ی کره زم   ت ی جمع ها،  بینی بر اساس پیش 

رس   نفر   ارد ی ل ی م   Jafari, 2006; Syed and)   د ی خواهد 

Tollamadugu, 2019 ) ین امنیت غذایی برای این  تأم   رو، . از این

یشتر در بخش کشاورزی خواهد  جمعیت عظیم مستلزم توسعه ب 

کشاورزی در اثر    توجهی از محصولات ر ساله بخش قابل . ه بود 

می بیمارگر  بین  از  گیاهی   ,Strange and Scott) روند  های 

ها و  کش ها، قارچ کش آفت   از   زیادی   مقادیر   ، رو این   از   .( 2005

  برای جلوگیری از کاهش محصول ناشی از   کش سموم باکتری 

اگرچه   حال،  این  با شود. می  استفاده   و آفات  گیاهی  های بیماری 

در    سموم  بیماری شیمیایی  با  نتایج  مبارزه  مدت  کوتاه  در  ها 

ها، اثرات  آن   از   حد   از   بیش   اند، اما استفاده ی به همراه داشته مؤثر 

دارند    کنندگان مصرف   سلامت   و   زیست   محیط   روی   مضری 

 (Naik and Prasad, 2006 ) . رویه از ترکیبات  استفاده مکرر و بی

  انتخابی  فشار  باعث  کشتی سیستم تک  ها و کش آفت   شیمیایی و 

  خود موجب مقاومت   نوبه   به  که   شود می  ها بیمارگر   بر  شدیدی 

و در نتیجه پتانسیل خسارت   شده به سموم شیمیایی  ها بیمارگر 

بیماری  افزایش  آفرینی عوامل  به شدت   Ma and)   د ده می زا 

Michailides, 2005; Webb and Fellers, 2006 ) . 

های زیستی و  تنش ضرورت تولید ارقام گیاهی مقاوم به  

روش  کارایی  عدم  و  به غیرزیستی  سنتی  نژادی،  های 

از  ژنتیک روش   استفاده  مهندسی  از  به    را   های  یکی 

  کرده تبدیل    ت رهایی از این مشکلا   های مهم برای راهکار 

  . ( Gururani et al., 2012; Karimi et al., 2022)   ستا 

گونه   ی مبتن های  روش ،  ن ی بنابرا  توسعه    ی اه ی گ   ی ها بر 

  ها و ی پروتئین ه کنند رمز های  ژن   ان ی ب   با   ی مار ی مقاوم به ب 

  ، ی اه ی گ ر ی غ   ا ی   ی اه ی گ   ء ا با منش   ی مصنوع   ا ی   ی ع ی طب   ی ها پپتید 

  زان ی را به م   ی در کشاورز   یی ا ی م ی تواند استفاده از مواد ش ی م 

 . ( Holaskova et al., 2015)   کاهش دهد   ی توجه قابل 

ضدپپتید :  Antimicrobial peptides)   میکروبیهای 

AMPs )  مهم جمله  ذاتی  از  ایمنی  سیستم  اعضای  ترین 

شوند  ها، حشرات، گیاهان و حتی انسان محسوب میباکتری

(Zasloff, 2002)  ها در سیستم  آن  نقش ضروریدلیل  به  و

آن از  ذاتی،  بهایمنی  پپتیدها  یاد  عنوان  میزبان  دفاعی  های 

 . (Nguyen et al., 2011; Zasloff, 2006) شودمی

  تی فعالی  ها برای توضیح نحوهمدل  ترینبر اساس متداول

پپتیدکروبیمضد  یهادیپپت وارد   یکروبیم  ی غشا  در  های، 

تشکیل میسل،    ا ب  همراه غشاء  در منفذ   ی ر ی گ شکل  شده و سبب 

قطبیت   بردن  بین  تخریب    توپلاسم ی س   نشت غشاء،  از  و 

.  ( Bogdanova et al., 2020)   شود مارکرومولکول بین سلولی می 

  ک ی میکروبی از  های ضد میکروبی اکثر پپتید مکانیسم فعالیت ضد 

میان  اساس  بر  د طرف  از طرف  و  مثبت  بار    وجود   گر ی کنش 

قابل توجیه    ک ی دروفوب ی ه   ی ها نه ی آم   د ی از اس   ی توجه قابل نسبت  

  بات ی با ترک   کنش میان مسئول   د، ی پپت  ک ی دروفوب ی ساختار ه است. 

  کنش میان و الحاق درون آن است. در اثر  غشاء    ک ی دروفوب ی ه 

و منجر به    دهد ی رخ م   یی بازآرا   د ی ، در ساختار پپت ء با غشا   ده ی چ ی پ 

در    د ی پپت   تقال ان   د، ی پپت - د ی پ ی ل   ی اختصاص   های کنش میان   ی ر ی گ شکل 

اهداف درون   کنش میان و  غشاء    عرض  اغلب    ی سلول با  در  و 

و نفوذ    ذ مناف   جاد ی ا غشاء،    ی کپارچگ ی موارد منجر به مختل شدن  

  شوند ی و مرگ سلول م   ی شدگ   ز ی ل   ت ی و در نها غشاء    ی ر ی پذ 

 (Aslam et al., 2022 ) .   میکروبی  حال حاضر ترکیبات ضد   در

می غشاء    که  قرار  هدف  را  گروه    ک ی عنوان  به دهند  بیمارگر 

  تأثیر های مبتنی بر  م یس . مکان اند گرفته مد نظر قرار  کننده  دوار ی ام 

ها را  ها، ایجاد مقاومت در میکروب میکروارگانیسم غشاء    روی 

 . ( Aslam et al., 2022)  بسیار مشکل خواهد کرد 

اعضا  یکی alfAFP کاتیونیمیکروبی  ضدپپتید     ی از 

دارا  یاهی گ   یهانیفنسید  یخانواده   تیفعال  یو 

بذور    میکروبیضد در  که  بر  یم  انیب  ونجهیاست  شود. 

  یی ایباکتردض  ت یفعال  این پپتید،  نیوایح  یهانیفنسیخلاف د

نشان   ییپلاسما   یغشا  یریپذخاص با نفوذطور  بهخود را  

 .(Badrhadad et al., 2018) نددهیم

بهامروزه   گیاهان  از  بیوراکتوراستفاده  بیان،  عنوان  برای  ها 

و خالص تحقیقات  پروتئینسازی  تولید  در  نوترکیب  های 

است گرفته  قرار  توجه  مورد  کشاورزی  و    پزشکی 

(Gurusamy et al., 2017)  .،انبوه و    تولید  ایمنی  افزایش 

مشابه  ترجمه  از  پس  تغییرات  و  تولید  هزینه  کاهش 

مزایایسلول جمله  از  پستانداران  سنتز    ی های  عمده 

میپروتئین گیاهان  در  نوترکیب  تهای  ترشح باشد.  و  ولید 

ین، فناوری نوینی  های موئهای نوترکیب در ریشهپروتئین

از   استفاده  بر  رایزوژنزمبتنی  شرایط    اگروباکتریوم  در 
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است  بافت  کشت  فرآیند  و   Giri and)  آزمایشگاهی 

Narasu, 2000; Gurusamy et al., 2017; Hu and Du, 

2006; Lee et al., 2004). 

های گیاهی با  ( از تلقیح سلول Hairy rootsین ) موئ   های ریشه 

-شوند که در صورت همسانه تولید می   اگروباکتریوم رایزوژنز 

باکتری،    Riی پروتئین نوترکیب در ناقل  کننده رمز سازی ژن  

حاصل از فعالیت  انویه  های ث های نوترکیب و متابولیت پروتئین 

یا ژن  در محیط ژن  را  نظر  مورد  در ریشه های  های  کشت و 

عدم  رشد سریع،  دلیل  به ین  . کشت ریشه موئ موئین تولید کند 

توانایی  های رشد گیاهی، نگهداری آسان و  نیاز به تنظیم کننده 

ای  گزینه شیمیایی  مختلف  ای از ترکیبات  سنتز طیف گسترده 

جهت  و  پروتئین ها،  پپتید تولید    ارزشمند  نوترکیب  های 

 . ( Kim et al., 2002a, b)   باشند های ثانویه می متابولیت 

های داده و  موجود در پایگاه  حجم بالای اطلاعات ژنومی

ابزار  دسترسی شناساییبیوانفورماتیکی  های  به  ،  مختلف، 

ژن  بینیپیش خصوصیات  بررسی  پروتئینها  و  های  و 

  ها با استفاده از دادهبنابراین    کرده است.   مختلف را تسهیل 

ابزار میهای  و  هر    توانبیوانفورماتیکی  انجام  از  پیش 

ها مورد  ضمن شناسایی ژن،  in silico  صورتبهآزمایشی  

آن عملکرد  و  پیشنظر، خصوصیات  را  بررسی ها  و  بینی 

های بیوانفورماتیکی با احتمال  سازیبینی و شبیهپیش  .نمود

به آن بالا  نزدیک هستند و  چه در واقعیت میبسیار  گذرد 

-قرار می  تأییدمورد    in vitro  هایآزمایشوسیله  به  معمولاً

های بیوانفورماتیکی  در این مطالعه با استفاده از روشیرند.  گ 

یونجه   alfAFPبرخی از اعضای خانواده دیفنسین از جمله 

نظر   دمیناز  شناسایی  شیمیایی،  فیزیکو  های  خصوصیات 

و خاصیت ضد شدند.عملکردی  بررسی   سپس،  میکروبی 

-در ریشه  CBD-alfAFPبررسی بیان سنتز پپتید نوترکیب  

موئین  ه ضدگیاه  ای  اثر  آن  توتون،  شرایط باکتریایی  در 

 مورد ارزیابی قرار گرفت. آزمایشگاهی 

 هامواد روش
تحلیل  و  بیوانفورماتیکیتجزیه  پپتید :  های  توالی  ابتدا 

alfAFP  دیفنسین خانواده  گیاهیضدهای  از  از    میکروبی 

دریافت شد و    (AF319468)به شماره دسترسی    بانک ژن

های  با پروتئین  NCBIپایگاه    BLASTpبا استفاده از ابزار  

گرفت. پس از بررسی نتایج    پایگاه مربوطه بلاست صورت

تعداد   که    12بلاست،  مختلف  گیاهان  از  دیفنسین  توالی 

یونجه   دیفنسین  با  بالایی  شباهت  بودند، زراعی  دارای 

دریافت شدند و برای همردیفی چندگانه و سایر تجزیه و  

چندگانه  تحلیل همردیفی  گرفتند.  قرار  استفاده  مورد  ها 

و (  11)نسخه    Vector NTIافزار  پروتئینی با استفاده از نرم

 . (Kumar et al., 2018)انجام شد  ClustalWبا الگوریتم  

س  یاوجود    یبررس  یراب وجود  توالی پپت  یگنالعدم  ید، 

پروتئ پپتید  سیگنال  پروتئ   ین و همچن   ها ین در  تجمع    ها ین محل 

قرار    CELLOو    SignalP  ،Phobiusابزارهای   استفاده  مورد 

  های ین دم همچنین،  .  ( Nielsen, 2017; Yu et al., 2014)   گرفتند 

توال   ی عملکرد  در  ابزارها   ها ی موجود  از  استفاده    ، CDD  ی با 

InterProScan    وPfam   شده    تأیید   های ین دم .  مشخص شدند

 ;Finn et al., 2016)   انتخاب شدند   ی اصل   های ین عنوان دم به 

Jones et al., 2014; Marchler-Bauer et al., 2015; Waghu 

et al., 2014 )  . با استفاده    ها ین پروتئ  یه ثانو   ساختارهای علاوه،  به

فیزیکوشیمیایی    ی ها پارامتر   یین شد. تع   ینی ب پیش   Phyre2از ابزار  

خالص،    ین پروتئ  بار  طول،    ی فراوان   یزوالکتریک، ا   pHشامل 

  صورت گرفت.   ProtParamبا استفاده از ابزار    ینه آم های  ید اس 

از    ینی پروتئ   های ی توال   میکروبی ضد   یت خاص   یین تع منظور  به 

توال   CAMP  یگاه پا  شد.  از    ینی پروتئ   های ی استفاده  استفاده  با 

الگور   Support Vector Machine  ،Random  یتم چهار 

Forest ،Artificial Neural Network    وDiscriminant 

Analysis   ها  آن   یکروبی م   یت قرار گرفتند و خاص   ی مورد بررس

 . ( Waghu et al., 2014)   شد بینی  پیش 

سازی در  و همسانه   alfAFPژن  طراحی و سنتز سامانه ژنی  

لینکر کیتیناز  وسیله  به   alfAFPی پپتید  کننده رمز توالی  :  ناقل بیانی 

دمین  پایانه کربوکسیل    به   X54367.1ا شماره دسترسی  برنج ب 

از  (  Citin- Binding Domain: CBD) متصل شونده به کیتین  

در    ( GenBank accession No.: X54367.1)   پروتئین   همین 

 ,.Badrhadad et al)   سازی شد همسانه   pBSKناقل عمومی  

در    NcoI-CBD-aflAFP-BamHIدر مرحله بعد، قطعه    . ( 2018

بیانی   به    35S(3X)  انداز راه حاوی    pGSA1285ناقل  مربوط 

خاتمه  و  کلم  گل  موزائیک  سنتتاز  ویروس  اکتوپین  دهنده 

 (Octopine synthase )  شد همسانه بیانی    سازی  ناقل  و 

pGSA1285/CBD-alfAFP   (1 شکل   )   تولید گردید . 
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مانوپین انداز : راهMAS Pro .که از آن برای تراریزش گیاه توتون استفاده شد  CDB-alfAFPشماتیک سامانه ژنی  -1شکل 

:  CaMV35S  ؛مانوپین سنتازدهنده : خاتمهMAS-Ter ؛(ژن مقاومت به کانامایسین) ΙΙ: نئومایسین فسفوترانسفراز npt ΙΙ ؛سنتاز

کلونی    ها برایمحل نشستن آغازگر ؛دهنده اکتوپین سنتاز: خاتمهOSC-Ter ؛کلمیک گل ئموزاویروس  35S RNAژن انداز راه

PCR نشان داده شده است.  کوچک سیاه رنگ فلش صورتبهغربال گیاهان تراریخت  و 
Figure 1. The schematic representation of CBD-alfAFP construct used for Nicotiana tabacum transformation. 

MAS Pro: Mannopine synthase promoter; npt II: Neomycin phosphotransferase II; MAS Ter: Mannopine 

synthase terminator; CaMV35S: Cauliflower mosaic virus 35S promoter; OSC: Octopine synthase terminator;  
The small black arrows show the location of primers used for colony PCR and PCR-based screening of 

transgenic plants. 
پلاسمید نوترکیب با استفاده از روش شوک حرارتی به سلول  

انتقال   DH5α سویه   Escherichia coli  مستعد شده به باکتری 

شد  واکنش  همسانه   . داده  از  استفاده  با  توسط    PCRسازی 

ناقل  آغازگر  بر  مبتنی  روی    pGSA-Rو    pGSA-Fهای 

بیوتیک  حاوی آنتی   LBکشت  محیط   های رشد یافته در کلونی 

( و هضم آنزیمی  گرم بر لیتر میلی   50  گر کلرامفنیکل ) گزینش 

قرار گرفت. در    تأیید ها استخراج شده مورد  بر روی پلاسمید 

بیانی  نهایت   الکتروپوریشن  توسط    pGSA1285ناقل  روش 

اگروباکتریوم  به  (  Eppendorfشرکت    Multiporator)دستگاه  
شد.   ATCC15834سویه    رایزوژنز  داده  های  باکتری   انتقال 

روی   شده  آنتی   LBکشت  محیط ترانسفورم  بیوتیک  حاوی 

  50) ریفامپسین  لیتر( و گرم بر میلی  50) گر کلرامفنیکل گزینش 

لیتر(  میلی  بر  دمای   صورت به گرم  در  و  درجه    28 شبانه 

  پپتید حضور    منظور تأیید به   گراد کشت و غربال شدند. سانتی 

کلونی  CBD-alfAFPنوترکیب   واکنش   ،PCR    از استفاده  با 

جدول    AFP-Rو    AFP-Fهای  آغازگر   ( شد  از    . ( 1انجام 

مراز  ای پلی شده توسط واکنش زنجیره   تأیید های مثبت  کلونی 

استخراج    ، ( Thermo Fisher)شرکت    کیت نامه  شیوه طبق  

پلاسمید صورت گرفت. هضم آنزیمی توسط دو آنزیم برشی  

NcoI    وBamHI    انجام شد و با ارسال نمونه پلاسمیدی برای

 قرار گرفت.   تأیید یابی، مورد  توالی 

گیاهی:   )  از  مواد  توتون  رقم  Nicotiana tabacumبذور   )

Xanthi   های  برای تولید گیاهچه جهت تراریزش و تولید ریشه

 ( همکاران  و  هورش  روش  براساس   ,.Horsch et alموئین 

به 1985 شد.  استفاده  به (  توتون  بذور    10مدت  طور خلاصه، 

درصد و ترتیون    5دقیقه در محلول شوینده )هیپوکلریت سدیم  

X100 بار شست ( ضد با آب مقطر  عفونی و پس از سه  وشو 

  هفته،   سه   از   بعد کشت شدند.    MSکشت  استریل، روی محیط 

  اده د   برش   گیاهان   از   متر مربع سانتی   1حدود    سترون   برگی   قطعات 

  های سامانه   حاوی   رایزوژنز   اگروباکتریوم   تلقیح   مایع   در   و   شدند 

 ,.Horsch et al)  شدند   کشت هم   دقیقه   10  تا   5  مدت به   ژنی 

  و   هورمون   بدون   MS  کشتی هم   محیط   روی   ها ریزنمونه (.  1985

  داده   قرار  گراد سانتی   درجه   25 دمای   در   تاریکی  در  بیوتیک آنتی 

  کشت محیط   به   ها نمونه ریز   روز،   سه   گذشت   از   بعد   شدند. 

گرم  میلی   50)  کانامایسین   های بیوتیک آنتی  ، MS حاوی   انتخابی 

  جهت   ترتیب به (،   گرم بر لیتر میلی  300)   سفوتاکسیم   و بر لیتر( 

اگروباکتریوم    حذف   و   تراریخته   موئین   های ریشه   گزینش 
  هفته   2  هر   موئین   های ریشه   ظهور   تا   و   شدند   منتقل   ، رایزوژنز 

  در  گراد سانتی   درجه  25  دمای   با   و   انتخابی   محیط   در   بار یک 

  موئین،  های ریشه  تشکیل   از   بعد  شدند.   واکشت   تاریکی   شرایط 

  به   و   برش   متری سانتی   3  تا   2  طول   انداز   به   پایه   از   های ریشه 

گرم بر  میلی   50)   کانامایسین   بیوتیک آنتی   حاوی   مایع  MS محیط 

  3 هر  ها ریشه  کافی،  توده زیست  تولید  جهت  شدند.  منتقل لیتر( 

  تولید   برای   شدند.   واکشت   جدید   کشت محیط   در   بار یک   هفته 

  با   برگی   های ریزنمونه   تلقیح   شاهد،   موئین   های ریشه 

 شد.   انجام   ژنی   سامانه   بدون  رایزوژنز   اگروباکتریوم 
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 در این مطالعههای مورد استفاده آغازگر ، اندازه قطعهتوالی -1دول ج
Table 1. The sequence, amplicon size (bp) and Tm of primers used in this study 

 ( C˚)  دمای اتصال

Tm )˚C( 
 باز()جفت  طول قطعه

Fragment length (bp) 

 ( 5' -'3توالی ) 

Sequence (5׳3-׳) 
 آغازگر

Primer 

60 653 
TATCCTTCGCAAGAGACCCTTCC 

GAGCTACACATGCTCAGGTT 
pGSA-F 
pGSA-R 

60 170 
TGTAGTCAATATGGCTGGTGTG 
GCATGGTCCTCTGTACTTATCG 

AFP-F 
AFP-R 

58 626 
CTCCTGACATCAAACTCGTC 
TGCTTCGAGTTATGGGTACA 

rolC-F 
rolC-R 

59 819 
CCGCGGTCAGCCGCAATTCT 

CCTGCACGTCCGCGTCAAAGAAATA 
virG-F 
virG-R 

57 177 
TGAACCATCCAGGACAGATTG 
TCTTAACCATACCAGCATCACC 

Elongation factor-F 

Elongation factor-R 

 

  : PCR  وسیله به   تراریخت   موئین   های ریشه   آنالیز 

تراریختی  أیتمنظور  به موئین  های  ریشههای  کلونید 

موئین  ریشههای  کلوناز    DNAاستخراج    احتمالی، های 

 Richards) شد انجام، CTABبه روش   شاهدتراریخت و 

et al.,1994)  . کیفیت    و  کمیتDNA    با شده  استخراج 

الکتروفورز و  اسپکتروفتومتر  از  بررسی -استفاده  آگارز  ژل 

نوترکیب    شد. ژن  قطعه  با  ،  CBD-alfAFPسپس حضور 

از   اختصاصی   PCRواکنش  استفاده  آغازگرهای    توسط 

AFP-F    وAFP-R    قرار از    همچنینگرفت.  مورد بررسی 

ژن  آغازگر اختصاصی  ر  تأییدبرای    rolCهای  شه  یالقای 

شد استفاده  عدم   تأییدبرای  علاوه،  به.  (1)جدول    موئین 

از   ،ریشه موئینهای  کلونوجود هر گونه آلودگی باکتریایی  

 . (1)جدول  استفاده شد  virGهای اختصاصی ژن آغازگر

و بررسی بیان   تأییدبرای : cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

و سپس    RNA، استخراج  CBD-alfAFPسامانه نوترکیب  

  های کلون  صورت گرفت. برای این منظور از   cDNAسنتز  

کل با استفاده از روش   RNA های تراریخت و شاهد،ریشه

-. کیفیت (Chang et al., 1993)  لیتیم استخراج شدکلراید  

الکتروفورز    RNAنجی  س با  ژل   RNAاستخراجی  روی 

با استفاده از    RNAسنجی غلظت  و کمیت   درصد  1  آگارز

  260و    280به    260  هایاسپکتوفتومتر در طول موج روش  

گرفت   نانومتر  230به   با    .صورت  ژنومی  آلودگی  حذف 

  DNAصورت گرفت و عدم حضور    DNaseIتیمار آنزیم  

 تأییداستخراجی    RNAبر روی    PCRبا استفاده از واکنش  

از   cDNAسنتز جهت  .ها نشان داده نشده است(داده شد )

( و مطابق  Thermo Fisher  شرکت  )   synthetase  cDNAکیت  

واکنش  نامه  شیوه  شد.  استفاده  سازنده  بر    RT-PCRشرکت 

ژن  های اختصاصی  های سنتز شده، توسط آغازگر cDNAروی  

  AFP-Rو    AFP-Fو پپتید    Elongation Factorکنترل داخلی  

ها و شدت نسبی  سازی داده کمی   (. 1صورت گرفت )جدول  

 گیری شد. اندازه   ImageJافزار  با نرم ها  باند 

های نوترکیب از  برای استخراج پروتئین:  استخراج پروتئین

موئینکلون ریشه  یکابتدا    ،های  بافت    مقدار  ریشه  گرم 

هر کدام  ریشه موئین تراریخت و شاهد    هایاز کلونموئین  

جداگانه در هاون با استفاده از ازت مایع پودر و    صورتبه

بافر فسفات  آن  به  مقدار مساوی  به  هموژنیزه شد. سپس 

  در ( اضافه شد و بعد از سانتریفیوژ  1mM PMSFحاوی  )

rpm  13000  گراددرجه سانتی  4دقیقه در دمای    15مدت  به  ،

به روش برادفورد و    هاغلظت پروتئین  فاز بالایی جدا شد.

  گیری شد.اندازه (Bradford, 1976) همکاران

منظور به  : ب ی نوترک   ن ی پروتئ   ی کروب ی م ضد   ت ی فعال   ی بررس 

ضد فعالیت  پروتئینسنجش  از  میکروبی  نوترکیب  های 

واحد شمارش  ) روش  کلونی  تشکیل  استفاده  CFUهای   )

راستا،  شد.   این  بیمارگر در   گیاهی   ایی باکتری   های از 

Pseudomonas syringae     وRalstonia solanacearum  

کشت جدیدی تهیه و    ، انه شب تهیه شد. از کشت    انه شب   کشت 

  50مقدار  ،  رسید   0/ 4نانومتر به    600وقتی چگالی نوری آن در  

میلی  بر  کلون لیتر  میکروگرم  شده  استخراج  پروتئین    از 



 ...  میکروبی پروتئین نوترکیب بیان و بررسی خاصیت ضد  همکاران و  دستزرین

 

50 

کلون غیر  و  منفی(  )کنترل  یک    های تراریخت  به  تراریخت 

شیک    250ساعت در دور    2مدت  به از کشت اضافه و  لیتر  میلی 

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

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

LB    آگار پخش شد و روز بعد میزانCFU    برای    1طبق رابطه

و   نوترکیب  پروتئین  غیر هر  موئین  ریشه    تراریخت عصاره 

مقایسه  و  رابطه،    شد.   انجام   محاسبه  این  در  درصد  Inکه   :

تعداد    T:تراریخت و  : تعداد کلونی پروتئین غیر Utبازدارندگی،  

دهد. در ضمن  کلونی پروتئین نوترکیب ) تیمار( را نشان می 

 د. استفاده ش تکرار    سه   مراحل آزمایش از مامی  ت 
 

 CFU/ml (Ut) - CFU/ml (T)  × 100  ( 1)رابطه  
(%) In = 

CFU/ml (Ut) 
 

  غلظت   حداقل   (: MIC)   مهارکنندگی   غلظت   حداقل 

  تعیین   سازی رقت   روش   از   استفاده   با   ( MIC)   رشد   مهارکنندگی 

  ، 12/ 5  ، 6/ 25  ، ی ها غلظت   شامل   سطح   5  منظور،   این   برای   شد. 

  200  نهایی   حجم   در   میکرولیتر   در   میکروگرم   200  و   100  ، 50  ، 25

  رشد   و   شد   داده   قرار   باکتری   سوسپانسیون   مقابل   در   ، میکرولیتر 

  کنترل   عنوان به   چاهک   یک   گرفت.   قرار   بررسی   مورد   های باکتری 

  یک   و   نوترکیب   پروتئین   و   کشت محیط   ترکیب   حاوی   منفی 

  علاوه ه ب   کشت محیط   ی حاو   بت مث   کنترل   عنوان به   چاهک 

 ها چاهک   همه   به   سپس   شد.   گرفته   نظر   در   ، نظر   مورد   های باکتری 

  نیم   غلظت   با   باکتری   سوسپانسیون   از   میکرولیتر   10  مقدار 

  ساعت   24  مدت به   و   اضافه   سلول(   1/ 5  ×   810)   فارلند مک 

  ها چاهک   سپس   شدند.   داده   قرار   ها باکتری   رشد   دمای   برحسب 

  بررسی   شده   تلقیح   ها باکتری   رشد   از   ناشی   کدورت   نظر   از 

  قبلی   چاهک   چاهک،   هر   در  کدورت   ایجاد   مشاهده   با   گردیدند. 

  چاهک   شد.   گرفته   نظر   در   مهارکنندگی   غلظت   حداقل   عنوان به 

  چاهک   در   باشد.   شفاف   و   رشد   بدون   باید   منفی   کنترل   به   مربوط 

 باشد. می   ها باکتری   کافی   رشد   دهنده نشان   کدورت   مثبت،   کنترل 

 نتایج و بحث

تحلیل  و  بررسی  منظور  به :  یوانفورماتیکی ب   های تجزیه 

ی متعددی استفاده شد.  ا ه ، از ابزار  alfAFPبیوانفورماتیکی پپتید 

پپتید  بلاست  ضدمیکروبی    alfAFP نتایج  پپتید  که  داد  نشان 

alfAFP   در گیاهان    میکروبی تحت عنوان دیفنسین گیاهی ضد

  پپتید   . شود بیان می   لوبیا، عدس و یونجه مانند نخود،  متعددی  

طول  پپتید  سیگنال   بدون بالغ   توالی  به  اسیدآمینه    45به 
RTCENLADKYRGPCFSGCDTHCTTKENAVSG

RCRDDFRCWCTKRC    یونجه بذر  از  بار  اولین  برای 

شد   توالی    یفی همرد   یج نتا .  ( Gao et al., 2000) جداسازی 

در  خانواده  های هم سایر پپتید یونجه و   alfAFP ای پپتید اسیدآمینه 

گیاهی  گونه  که  مختلف  های  داد  پپتید نشان  از    ها این 

گیاهی  مختلف    ی ها گونه   ین ب   یی بالا   بسیار   ی شدگ حفاظت 

 (. الف   - 2  شکل  )   هستند برخوردار  

 
  NCBI  گاه ی پا های پپتیدی از  توالی :  الف   . گیاهی مختلف های  در گونه alfAFP میکروبی ضد   های پپتید   همردیفی چندگانه   - 2  شکل 

 ترسیم گردید.   Phyre2سط  و ت   alfAFPپپتید  بعدی  سه ساختار  :  ب   ؛ همردیف گردیدند   ClustalWاستخراج شدند و توسط  

Figure 2. Multiple sequence alignment of the alfAFP antimicrobial peptides from different plant species. a: 

Peptide sequences were extracted from the NCBI database and aligned by ClustalW; b: The 3D structure of the 

alfAFP peptide was predicted by Phyre2 software. 
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  آمینه( اسید  16-30معمولاً   )  کوتاه  توالی  یکپپتید  سیگنال

در   که  آمینیپایانهاست  پروتئ  ی  و  ها  یناکثر  دارد  وجود 

ها،  خاصی مانند اندامک  ی ترشح  یربه سمت مس  پروتئین را

می هدایت  سلول  نتایج (Kapp et al., 2009)کند  غشاء   .

های بیوانفورماتیکی در پژوهش حاضر نشان داد که  بررسی

های بذر پس از سنتز در سلول  alfAFPمیکروبی  پپتید ضد 

شود که با نقش دفاعی یونجه، به خارج از سلول ترشح می

همچنینآن دارند.  مستقیمی  رابطه  وتوال  ها  طول    ی 

نه گو   13  در  پروتئین ترشحیو محل تجمع    هایدپپتیگنالس

 . شد ینیب یشمختلف پ گیاهی

گونه   alfAFPمیکروبی  پپتید ضد  گیاهی در  مختلف  های 

در اسیدآمینه    27- 28طول  به پپتید  سیگنال   ک ی   ی حاو 

شدیداً   ه ی ناح   . بعد از سیگنال پپتید، یک است  ی آمینی پایانه 

متعلق به    Scorpion toxin-likeن دمی عنوان  به   شده حفاظت

 وجود دارد  Plant Gamma-thioninخانواده دمین گیاهی  

به   موسوم  موتیف حفاظت شده  دارای یک   Knottinکه 

انتها   است  .  است شده  متصل    ر ی متغ   نال ی ترم   C  ک ی به    که در 

شده آروماتیک  های محافظت دارای اسیدآمینه   Konttinموتیف  

دیفنسین می  اتصال  امکان  که  کیتین  باشد  به  دیواره سلولی  ها 

میکروبی از  سازد و به فعالیت ضد زا را فراهم می عوامل بیماری 

ناشناخته کمک می  مکانیسم   ,.Yokoyama et al) کند  طریق 

اسیدآمینه    44- 47ها،  . طول این دمین در خانواده لگوم ( 2009

های مختلف گیاهی به  است. با این وجود طول آن در خانواده 

های عملکردی  نتایج بررسی دمین  . رسد می اسیدآمینه هم  104

عملکردی  دمین  وجود  مختلف،  ابزارهای  از  استفاده    با 

Scorpion toxin-like   پپتید تمامی  ساختار  در  مورد  را  های 

بررسی نشان داد. دمین عملکردی مورد نظر طولی در حدود  

های  شدگی بالایی بین گونه آمینه دارد و از محافظت اسید   45

 .برخوردار است مختلف  

ر گیاه  ب( د - 2شکل   بعدی این پپتید ) بینی ساختار سه پیش 

به فرم تاخورده شامل یک صفحه بتا سه تائی )دو   یونجه 

صفحه همسو و یک صفحه ناهمسو( و یک زنجیره مارپیچ 

  سولفیدی تثبیت پل دی   چهار   که توسط   نشان داد   آلفا 

، این  بتا   ی ها صفحه   وجود رسد که با  بنابراین به نظر می   اند. شده 

  ی دروژن ی ه   ی ها وند ی . پ داشته باشد   ی ز ی ناچ   ی ر ی پذ انعطاف   پپتید 

  آمین رشته بتا و    ک ی   کربوکسیل   ی ها گروه   ان ی که م   ی ا رشته  ن ی ب 

بتا  ا   ی رشته  پا   شوند، ی م   جاد ی مجاور  بتا  صفحات    ی دار ی به 

  گزاگ ی ز  ی صفحات ظاهر  ن ی که ا  شوند ی و باعث م  بخشند ی م 

کوچک    این پپتید در حالت کروی داخل    فضای   داشته باشند. 

  ی ها به سمت داخل مولکول و گروه   ی قطب ر ی غ   ی ها گروه و    است 

 . اند شده در سمت خارج سلول واقع    ی قطب 

به   (turn)توسط یک پیچش    و دوم صفحه بتا اول    قسمت

 اند و این دو صفحه از طریق یک لوپ یکدیگر متصل شده 

. مارپیچ آلفا نیز با واسطه هستند آلفا متصل    چ ی مارپ طویل به  

یک پیچش دیگر به صفحه سوم بتا ارتباط پیدا کرده است 

از   بعدی سه ب(. وجود چنین ساختار  - 2)شکل   متشکل 

بتا  و  آلفا  آمفی   صفحات  خاصیت  پپتید موجب  پاتیک 

alfAFP   و می آبگریزی  افزایش  با  خاصیت،  این  شود. 

آروماتیک در نواحی پیچش   های افزایش تعداد اسیدآمینه 

و یا با افزایش بار کاتیونی ناحیه مارپیچ آلفا تقویت    پ و لو

ا شود  می  با  ی م   موضوع   ن ی و  ضد   تی فعال بهبود  تواند 

پپتید   یکروبی م  باشد   این   ,.Landon et al)   ارتباط داشته 

قو  ک ی که    اندداده نشان    ات مطالع   . ( 2004  نی ب   ی ارتباط 

سطح   ز ی آبگر   های واحد   ع ی توز  در  شارژ  و    مولکول   و 

دارد ضد   تی فعال  پپتید وجود   ,.Landon et al)  میکروبی 

پیوند   .( 2004 در ساختار  های دی وجود  متعدد  سولفیدی 

ضد پپتید پایدار های  انرژی  کاتیونی  این میکروبی  سازی 

 .( Landon et al., 2004)  دهدها را افزایش می پپتید

مولکولی بسیار پایینی بوده  های دیفنسین دارای جرم  پپتید

و این جرم مولکولی باعث تسریع تولید، انتقال و عملکرد 

می آن  محدوده ها  محاسبه شده   pHی  شود.  ایزوالکتریک 

ی خاصیت اسیدی کم و خاصیت بازی بالای  نشان دهنده 

دیفنسین  پپتیدهاست.  به این  وجود  ها  فراوانی  علت 

آمینه  مانند  اسیدهای  پپتید ای  با  سیستئین،  خاصیت  هایی 

ها  پپتید لیفاتیک محاسبه شده برای  آ   بازی هستند. شاخص 

گیاهی،   دیفنسین  نسبتاً خانواده  مقاومت  دهنده    نشان 
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احتمالا   که  است  حرارت  برابر  در  پروتئین  این  خوب 

اسید به  بالای  نسبت  و  علت  لوسین  والین،  آمینه  های 

هم  و  ساختار آلانین  وجود  پل چنین  و  ثانویه  های  های 

محدوده دی  پپتیدهاست.  این  در  موجود  ی  سولفیدی 

های مختلف متفاوت بوده  لیفاتیک در پروتئین آ شاخص  

 . است   69تا    62و حدود  

ضد  یبررس پخاصیت  پپتید   alfAFP  پتیدمیکروبی  با 

  یت، وجود خاصCAMP  یگاهدر پا   CBD-alfAFPنوترکیب

  2در جدول    نشان داد.  پپتید نوترکیب را  بالا  میکروبیضد

میکروبی  ی خاصیت ضدنشان دهنده  1تا    0/ 5احتمالات بین  

به    هاپپتید احتمال  چه  هر  نشان   1هستند.  باشد  نزدیکتر 

 میکروبی بالاتر در پپتید مورد نظر است. ی فعالیت ضددهنده

حاضر  آنالیز مطالعه  بیوانفورماتیک  روی های  پپتید   بر 

د  CBD-alfAFPنوترکیب   ضدنشان  اثرات  میکروبی  هنده 

مطالعه   های قارچی و باکتریایی است.گرر این پپتید علیه بیما

عملکردی  ها و  ی و آگاهی از ویژگیکروبمیضد  هایدیپپت

ها در تشخیص و بررسی نحوه عمل  توالی این پپتیدخاص 

ضد ضدفعالیت  ضدقارچی،  و  آنباکتریایی  ها ویروسی 

پپتیدی  اهمیت زیادی دارد.   ترکیبات    از یکی  عنوان  بهاین 

میکروبی در طی دو دهه گذشته ضد  ترین عواملنوآورانه

شده از  شناخته  و    ی طراح  یبرا  یمهممنبع    روایناند 

ساختار    یاسهیمقا  لیو تحل  هیتجز.  هستند  دیجد  هایدارو

خصوص   رییتغ  م یمستق  تأثیر،  هادیپپتبعدی  سه   ات یدر 

 کند. یرا برجسته م دیپپت ی کروبیمبر قدرت ضد کیپاتی آمف

 ی ونی کات  یدر نواح  یمطلوب  یدهامکان سازمان  نیبر اعلاوه

  میکروبی ضد  ت یفعال  نیبه بهتر  یابیدست  با هدفرا    زیو آبگر

 .(Landon et al., 2004) کندیفراهم م

بیان ژن در ریشه  تراریخت:  بررسی  -صحت همسانه های 

  pGSA1285ناقل بیانی  در  CBD-alfAFP ی ژنی  سازی سامانه 

بر   pGSA-Rو    pGSA-Fهای اختصاصی با استفاده از آغازگر 

شکل   شد ) تائید   PCRروی پلاسمید استخراج شده، واکنش 

و همچنین    bp653 به طول    PCRالف(. مشاهده محصول    - 3

  BamHIو    NcoIهای  یمی ناقل نوترکیب توسط آنزیم هضم آنز 

  - 3) شکل    منجر به تولید قطعه مورد نظر با اندازه صحیح شد 

شکل   در  که  همانطور  می   - 3ب(.  مشاهد  هضم  ب  شود، 

ناقل  دو    pGSA1285/CBD-alfAFP آنزیمی  تولید  به  منجر 

با اندازه مورد    bp   399ای به طول که قطعه   شد   DNAقطعه  

ب(. بنابراین    - 3انتظار پپتید نوترکیب مطابقت داشت ) شکل  

درستی  می  به  نوترکیب  ژنی  سامانه  که  گرفت  نتیجه  توان 

 . شده بود سازی  همسانه 

 

 های مختلف توسط الگوریتم   CBD-alfAFPو پپتید نوترکیب    alfAFPمیکروبی پپتید  خاصیت ضد   بینی پیش   - 2جدول  
Table 2. Prediction of antimicrobial properties of alfAFP and CBD-alfAFP recombinant peptides using 

different algorithms 

 نام پپتید 

Peptide Name  

ANN 
algorithm 

DA 
algorithm 

RF 
algorithm 

SVM 
algorithm 

alfAFP 
Antimicrobial 

Activity 0.808 0.7 0.865 

CBD-alfAFP 
Antimicrobial 

Activity 0.8 0.72 1 
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  PCRالکتروفورز محصول کلونی    :الف   .  CBD-alfAFPمولکولی پپتید نوترکیب   تأیید   و   سازی مراحل مختلف همسانه   - 3شکل  

اختصاصی   ی ها با آغازگر   مراز ی پل   ای ره ی با استفاده از واکنش زنج   pGSA1285   در ناقل   CBD-alfAFPسازی ژن  همسانه   تأیید جهت  

F -pGSA   و-R   pGSA هضم آنزیمی ناقل    :ب   ؛pGSA1285/CBD-alfAFP   های برشی  با آنزیمNcoI    وBamHI تائید    :ج   ؛

  PCRآنالیز    :د ؛  AFP-Rو    AFP-Fاختصاصی   ی ها با آغازگر   مراز ی پل   ای یره زنج با استفاده از واکنش    ب ی نوترک   سازی ژن همسانه 

پلاسمید   : pGSA1285-CBD-alfAFP  ؛ kb  1و    bp 100نشانگر مولکول   : rolC .  Mهای ریشه موئین با استفاده از آغازگرهای ژن  کلون 

 : کنترل منفی )بدون الگو(. c  ؛ تراریخت غیر گیاه  : ریشه  Ut  ؛ پلاسمید هضم شده :  Digestion-PGSA1285  ؛ نشده هضم  

Figure 3. Different stages of cloning and molecular confirmation of CBD-alfAFP recombinant peptide. a: 

Agarose gel electrophoresis of the PCR products confirming cloning of CBD-alfAFP recombinant gene in 

pGSA1285 vector using PCR with pGSA -F and pGSA-R primers; b: Enzymatic digestion of pGSA1285/CBD-

alfAFP vector with NcoI and BamHI restriction enzymes; c: Confirmation of recombinant peptide cloning using 

polymerase chain reaction with specific primers AFP-F and AFP-R; d: PCR analysis of hairy roots using the 

rolC gene-specific primer. Lane M: 1kb and 100 bp DNA Marker, pGSA1285/CBD-alfAFP: undigested, 

Digestion pGSA1285/CBD-alfAFP: Digestion, Ut: non‐transgenic control hairy roots, C: negative control. 
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ژن    تأیید  ریشه    هایکلون  در  CBD-alfAFPحضور 

تراریخت کلون:  موئین  نتایج،  بررسی  سهولت  های  برای 

موئین اسامی    ریشه  به  تراریخت  ظاهر  -XX-CBDبه 

alfAFP  که  نام شدند  کلون    XXگذاری  شماره  نماینده 

است. برخی  تراریخت  و    از  تراریخت  ظاهر  به  گیاهان 

  استخراج گردید.   CTABی ژنومی به روش  DNA  شاهد،

آزمون    تأییدجهت   نظر،  مورد  ژن  با    PCRنهایی حضور 

آغازگر از  بر   AFP-R و  AFP-Fاختصاصی  های  استفاده 

موئین شاهد و تراریخت انجام شد و   های ریشهکلونروی 

درصد الکتروفورز شد    1ی ژل آگارز  محصول واکنش رو

های ریشه موئین تراریخت باندی به  در کلون  (.ج -3)شکل  

اثبات این موضوع  منظور  به  .مشاهده شد  bp  170ی  اندازه

ریشه گیاهی  که  ریزنمونه  تلقیح  از  حاصل  موئین  های 

واکنش   هستند،  از  زنجیرهتراریخت  استفاده  با  پلیمراز  ای 

ژن  رآغازگ  اختصاصی  تکثیر  rolCهای  به  ای قطعه  منجر 

د(. وجود باندهای مشخص  -3گردید )شکل  bp  626طول  به

ژن ریشه   rolCاز  ژنوم  در  نوترکیب  پپتید  موئین و  های 

- 3)شکل  های گیاهی بودحاکی از تراریخته شدن ریزنمونه

برای  (.  دو    ج آلودگی همچنین  وجود  عدم  از  اطمینان 

ژن بقایای  و  کلونباکتریایی  در  باکتریایی  های  های 

های اختصاصی  با استفاده از آغازگر  PCRتراریخت، آزمون  

های  کلوندر    virGصورت گرفت. عدم تکثیر ژن    virGژن  

در  موئ  ریشه باکتریایی  آلودگی  که  داد  نشان  های  کلونین 

ها نشان  تراریخت وجود ندارد )دادهین و گیاهان  موئ  ریشه

 اند(.داده نشده

 بینوترک نیپروتئ  د یوتولCBD-alfAFP  ژن انیب یبررس

CBD-alfAFP  :  استخراجRNA  های تراریخت  کل از کلون

الکتروفورز   گرفت.  صورت  شاهد  استخراجی  RNAو  ی 

 28Sانجام شد و با مشاهده دو باند    درصد  1روی ژل آگارز  

که    18Sو   شد  کیفیت   استخراج  RNAمشخص  از  شده 

مناسب  کیفیت و کمیت    تأییدپس از    مناسب برخوردار است.

RNA   ،ی آلودگ   استخراج شده  DNA   م ی با استفاده از آنز  DNaseӀ  

و بررسی    تأیید جهت    انجام شد.   cDNAسنتز  سپس  و    حذف 

ژن   با    کمی نیمه   RT-PCRواکنش    CBD-alfAFPبیان 

های اختصاصی ژن های ژن کنترل داخلی و آغازگرآغازگر

ئین انجام شد  مو   های ریشهکلونسنتز شده از    cDNAروی  

 (. 4  های تراریخت به اثبات رسید )شکلو بیان ژن در کلون

ریشه  های  ، کلونشودمشاهده می  4  همانطوری که در شکل

همدیگر  موئین   با  هدف  ژن  بیان  میزان  نظر  از  تراریخت 

نشان   بیان  کلونداداختلاف  بیان    6  و  3ی  شمارههای  ند. 

های  ها نشان دادند. بیان کلونبیشتری نسبت به سایر کلون

 در یک سطح بود. تقریباً 5و  4، 2، 1

منظور بررسی به:  بینوترک  نیپروتئ  ییای باکترضد   تیفعال

کلون از  شده  استخراج  نوترکیب  پروتئین  ریشه  تأثیر  های 

ضد خاصیت  آزمایش  تراریخت،  میکروبی  موئین 

باکتری کلونی  تشکیل  و  رشد  بر  های  بازدارندگی 

Pseudomonas syringae  و  Ralstonia solanacerarum 

)شکل   انجام شد  آزمایشگاهی  آزمایش  5در شرایط  نتایج   .)

CFU    نشان داد که پروتئین نوترکیب از رشد و تشکیل کلونی

میزان  Pseudomonas syringae بیمارگر   درصد    60به 

باکتری   روی  که  حالی  در  کرد،   Ralstoniaجلوگیری 

solanacerarum   (.5  شکل ی کمتری داشت ) تأثیری بازدارنده 

غلظت  حداقل  بازدارندگی،  غلظت  پروتئین  حداقل  از  ی 

به میزان  است که می  بیمارگر   90تواند  از رشد  ها درصد 

رقت روش  کند.  تعیین جلوگیری  برای  لوله  در  سازی 

ضد  پروتئین خواص  شده میکروبی  استفاده  گیاهی  های 

( فعالیت  MICاست. نتایج حاصل از غلظت مهارکنندگی ) 

باکتریایی  های  میکروبی پروتئین نوترکیب علیه بیمارگر ضد 

های استفاده شده در نشان داد که هر دو باکتری به غلظت

به  دادند.  نشان  متفاوتی  واکنش  برای آزمایش  کلی،  طور 

 100به غلظت کمتری )   P. syringaeکنترل رشد باکتری  

لیتر( بر  این در  میکروگرم  نیاز بود.  نوترکیب  پروتئین  از 

برابر   در   Ralstonia solanacerarumحالی بود که باکتری  

مقاوم  نوترکیب  غلظت پروتئین  حداقل  دارای  و  تر 

میزان  به  میلی   200  بازدارندگی  بر  بود. میکروگرم  لیتر 

همچنین پروتئین کلون ریشه موئین گیاه غیرتراریخت در  

از   بالاتر  میلی   200غلظت  بر  رشد میکروگرم  مانع  لیتر 

  .ها نشد یک از باکتری هیچ 
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  باز(جفت  170) های اختصاصی ژن هدفریشه موئین با استفاده از آغازگر کلونکمی  نیمه RT-PCR  تحلیلتجزیه و  -4 شکل

 .تراریخت شاهد غیر کلون ریشه موئین Ut:.بررسی شدندباز( جفت  177) و ژن کنترل داخلی
Figure 4. Semi-quantitative RT-PCR analysis of root clones using specific primers of the target gene (170 bp) 

and internal control (177 bp). Ut: non‐transgenic control hairy roots. 

 

 
 Ralstonia solanacearum.  : ب   ؛  Pseudomonas syringae : الف   .های باکتری پپتید نوترکیب علیه بیمارگر   گی اثر ممانعت کنند   - 5شکل  

Figure 5. The inhibitory effect of the recombinant peptide against bacterial pathogens. a: Pseudomonas syringae; 

b: Ralstonia solanacearum. 

 

های نوترکیب استفاده  های متعددی برای تولید پروتئین روش از  

محدودیت   که   است   شده  دارای  های خاص خود  هر روش 

ها شامل عدم توانایی در تولید  است. برخی از این محدودیت 

پروتئین  ترشح  یا  عملکردی و  باکتریایی(،  )سیستم   های  های 

مولکول  و  ویروسی  انتقال  )سیستم خطر  سمی  های  های 

های تولید بسیار  های پستانداران( و یا هزینه باکتریایی و سلول 

 ,.Cardon et al) های پستانداران( است فاده از سلول بالا )است 

آسان و سازگار با    ی نگهدار دلیل  به   ن ی موئ   ی ها شه ی ر   . ( 2019

ز   بات ی ترک   د ی تول   ، ی راکتور   ی ها ستم ی س  ثبات    ی ست ی فعال  با 

ب   ی ک ی ژنت  همچن   یی ا ی م ی وش ی و  تول   ن ی و    ی ها ن ی پروتئ   د ی امکان 

ابزار    ک ی   ، یی غذا   ع ی ها در صنا و نگهدارنده   یی دارو   ب ی نوترک 

 Gurusamy et)  شود ی محسوب م   ک ی ژنت   ی در مهندس   د ی جد 

al., 2017 ).    آزمایش  نتایج حاصل ازin vitro   نشان  ای  و گلخانه

 Gao et)   قارچی دارد خاصیت ضد   alfAFP  داد که دیفنسین 

al., 2000 ) .    پپتیدalfAFP   دیفنسین خانواده  گیاهی  از  های 

وسیله متابولیزه  ه خاص ب طور  به خود را    میکروبی فعالیت ضد 

می غشاء    کردن  نشان  این  دهند سلول  غلظت    پپتید .    5در 

میلی  بر  قارچ لیتر میکروگرم  اسپور  شدن  طویل    مانع 

Verticillium dahliae    لیتر میکروگرم بر میلی   15غلظت    در و 

قارچ   کامل  مهار  رشد   و  شود می سبب  مانع  سایر    همچنین 

بیماری  جمله   زای عوامل  از   و   Alternaria solani  قارچی 

Fusarium culmorum    قارچی  فعالیت ضد   گردد ولی فاقد می

 Phytophthora زای سیب زمینی مقابل عامل مهم بیماری   در 

infestans  است   (Gao et al., 2000 )  .  نتیجه این بررسی حاکی
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ها در سطح تجاری  دیفنسین برای کنترل بیماری از اهمیت ژن  

 .( Gao et al., 2000) د  در محصولات کشاورزی بو 

میکروبی پروتئین  طالعه، بررسی اولیه فعالیت ضددر این م

روش    نوترکیب  نوترکیب    CFUبه  پروتئین  که  داد  نشان 

فع معنی باکتریای الیت ضددارای  در مرحله  ی  داری است و 

پروتئین   مهارکنندگی  تعیین حداقل غلظت  آزمایش  بعدی 

-زا در مقابل پروتئینهای بیماریباکتری  برخی  که  ثابت کرد

جالب توجه است که نتایج    .های نوترکیب حساس هستند

یافته با  مطالعه  از  قسمت  همکاران  بدرهای  این  و  حداد 

(Badrhadad et al., 2018  )  متفاوت   رابطهدر اثرات  با 

میکروبی پروتئین نوترکیب مورد نظر مطابقت  فعالیت ضد

و.  داشت  مطالعه  این  از  نتایج حاصل  مطالعه یافته  با   های 

توان به  ( میBadrhadad et al., 2018بدرحداد و همکاران ) 

های  این نکته اشاره نمود که پپتید نوترکیب دارای موتیف

های آمینه محافظت  است که دارای اسید  knottinموسوم به  

کنند تا  شده سرین و آروماتیک هستند که به پپتید کمک می

ها متصل شده و به فعالیت  ی سلولی بیمارگربه کیتین دیواره

 . کنندضدمیکروبی از طریق یک مکانیسم ناشناخته کمک می 

پپتیدآزمایش طراحی  از  به  های حاصل  منجر  های سنتزی 

میکروبی بهبود یافته شده  هایی با فعالیت ضد کردن پپتیدپیدا  

در    است. مثال،  بخشی   مطالعهبرای  همکاران   علی  و 

(Alibakhshi et al., 2018  )ضد پپتید  اثر  میکروبی 

  ی ها و قارچ  ها ی از باکتر   ی برخ   یه عل B1  (DrsB1  )درماسپتین  

بررسی    in silicoو  in vitro   صورت به   یاهی گ   زا یماری مهم ب 

نشان    in silico  صورتبهنتایج حاصل از این مطالعه    شد.

ضد خاصیت  دارای  شده  طراحی  سازه  که  میکروبی  داد 

نتایج  های مشتق شده از آن است.  بالایی در مقایسه با پپتید

علی بخشی    در مطالعه  یهای بیوانفورماتیک تجزیه و تحلیل

که مینشان    (Alibakhshi et al., 2018و همکاران )   دهد 

یایی  باکترهای ضدپارامتر،  Xaو فاکتور    6RGS (His)افزودن  

،  + 6+ به  2از    بار کاتیونی  پپتید نوترکیب از جمله افزایش

و  ساعت    30ساعت به بیش از    4از    DrsB1عمر پپتید  نیمه

  به  که در نهایت منجر بخشدمیبهبود را  نقطه ایزوالکتریک

همچنین    شود.پپتید نوترکیب می  تأثیرمدت زمان    افزایش

پپتید نوترکیب   in vitro  مطالعه  نتایج حاصل از نشان    این 

ایجاد  سبب  در ریشه موئین توتون   DrsB1 یدپپت  یانداد که ب

  زا گیاهی یماریب هاییها و باکتراز قارچ یمقاومت به برخ

اثر   یگرید  ی . در بررس(Alibakhshi et al., 2018) شود  یم

اتصال به   ین دم  یکهمجوش با    DrsB1  یدپپت  یکروبیمضد

های بیوانفورماتیکی  تجزیه و تحلیلبا    Avr4از افکتور    یتینک 

  CAMPهای پایگاه  به کمک الگوریتم  in silicoدر محیط  

مورد بررسی قرار گرفت. نتایج حاصل نشان دهنده افزایش 

مثبت   خاصیت  بار  افزایش  شارژ،  آرایش  تغییر  پپتید، 

نیمهآمفی  و  بود.پاتیک  نوترکیب  پپتید  ت عمر  از    د ییأبعد 

پپتیدخاصیت ضد نوترکیب میکروبی  افزا  های  نرم    ی هاربا 

در    یکروبیمضد  ت ی خاص  ی است بررس  ازین  کی، یوانفورماتیب

خادمی و همکاران    برای مثال،. انجام شود  ترویو  نیا  طیمح

(Khademi et al., 2019, 2022)  نوترکیب پپتید های 

در  را    (DrsB1-CBDو    CBD-DrsB1)  B1درماسپتین  

-تولید و خاصیت ضدتوتون  کامل    یاهانگ   وموئین    یشهر

قرار   یمورد بررسهای مختلف  علیه بیمارگرها  میکروبی آن

  زا یماریکنترل عوامل ب  یت از موفقاین مطالعات    یجنتادادند.  

نتایج (Khademi et al., 2019, 2022)  اشت د  یت حکا  .

دهد نشان می  در بالا  حاصل از مطالعات مختلف ذکر شده

نتایج   تحلیلکه  و  پپتیدهای   in vitroبا    in silico  تجزیه 

هم همدیگر  با  دارد.مختلف  حاضر،   خوانی  مطالعه  در 

  in silico  صورتبهکارایی و فعالیت پپتیدهای طراحی شده  

نتایج این  بررسی شد.    CAMPهای پایگاه  به کمک الگوریتم

ب ه  بخش از مطالعه نشان داد که اضافه کردن دمین متصل 

مورد نظر   روبی پپتیدیکمکیتین باعث افزایش خاصیت ضد 

اضافه کردن دمین اتصال به کیتین از ژن کیتیناز  شده است.  

مشابه بودن ساختار بین کیتین و پپتیدوگلیکان  دلیل  بهبرنج  

با   کیتیناز  اثر متقابل  از    -Nو همچنین  آمین  استیل گلوکز 

های نوترکیب  پپتیدوگلیکان باعث افزایش فعالیت این پپتید

 ;Chiche et al., 2004)  شودعلیه بیمارگرهای باکتریایی می

Makarova et al., 2006; Schleifer and Kandler, 1972)  .
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پپتید   نسبت    CBD-alfAFPهمچنین افزایش بار مثبت در 

ساعت به    1عمر پپتید از  و نیمه   + 15+ به  9از    alfAFPبه پپتید  

. از آنجایی  های یوکاریوتی است ل در سلو  ساعت   30بیش از  

از جمله عوامل کارایی خاصیت    تأثیر که تراکم و مدت زمان  

ضد  است پپتید  می   بنابراین   ؛ میکروبی  نظر  پپتید  به  که  رسد 

بالاتری   فعالیت  از  آن دلیل  به نوترکیب  دیواره  اتصال  به  ها 

و لیز شدن باکتری  غشاء    سلولی باکتری و در نتیجه اختلال در 

باشد ر برخو  میزان    احتمالًا  و   دار  افزایش  باعث  امر  همین 

همچنین پروتئین    بازدارندگی این پپتید نسبت به شاهد گردید. 

-خاصیت ضد ضمن برخورداری از    CBD-alfAFPنوترکیب  

به    ( CBD)   ، به کمک دمین اختصاصی alfAFPپپتید    یکروبی م 

کمک   alfAFPیک لنگر به پپتید عنوان  به کیتین متصل شده و 

ولی، فعالیت بهتری  ی سل ضمن تمرکز روی دیواره کند تا  می 

با توجه به مطالب بالا و افزایش  بنابراین    ؛ دهد از خود نشان  

،  alfAFPمیکروبی پپتید نوترکیب نسبت به پپتید  فعالیت ضد 

افزایش تراکم پپتید نوترکیب  توان نتیجه گرفت که  این گونه می 

کارایی خاصیت  های گیاهی باعث بهبود  بیمارگر   ی روی غشا 

است.   ضدمیکروبی  نشان  همچنین    شده  مطالعه  این  نتایج 

ها  حاصل از پپتید   ی بیوانفورماتیک   تجزیه و تحلیل دهد که  می 

را می  ما  درک  نحوی  بررسی    ی برا   توان  فعالیت  و  عملکرد 

 . ه است د ها افزایش دا ضدمیکروبی پپتید 

موفق  ضمن بیان    ( Aleinein et al., 2015) آلینین و همکاران  

فیوژن   ریشهپپتید  در  گیاه رنالکسین  موئین    توتون،   های 

های  گزارش دادند که پپتید نوترکیب تولید شده علیه باکتری 

 Staphylococcus aureus  ،Strepticiccusزا  بیماری 

pygenes  ،E.coli    وAcinetobacter bauma   به  مقا وم 

بر این اساس  .  میکروبی است ونکومایسین دارای اثرات ضد 

،  آن عنوان شد که بیوسنتز رنالکسین در ریشه موئین و ترشح  

 Aleinein et)  جایگزین خوبی برای تولید انبوه این ماده باشد 

al., 2015 ) میکروبی آنالوگ  . در تحقیقات مختلف اثراث ضد

علیه بیمارگرهای باکتریایی و قارچی    alfAFPو فیوژن پپتید  

های انجام شده،  مختلف به اثبات رسیده است. اما طبق بررسی 

ین نوترکیب در سیستم  تاکنون گزارشی در زمینه تولید پروتئ 

 ین صورت نگرفته است.  کشت ریشه موئ 

میکروبی  ضدفعالیت  نشان داد که    نتایج حاصل از این مطالعه

  داری از فعالیتمعنیطور  به  CBD-alfAFPپپتید نوترکیب  

بر صحت    تأییدضمن    حاصلنتایج  .  بیشتر بود  alfAFP  پپتید

دست  فرآیند  طی  نوترکیب  پروتئین  بیان  و  کارایی  ورزی 

پیش و  ارزش  با  اطلاعات  ژنتیکی،  نیاز ترانسفورماسیون 

  in vitroو    in silicoها و تطابق شرایط  برای دستورزی پپتید

هدفمند در جهت توسعه مقاومت گیاهان    های برای آزمایش

 کند.مختلف را فراهم میزراعی به بیمارگرهای 
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