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 چکیده
که نقش مهمی در سیستئین با فعالیت ضدمیکروبی  غنی از کوچک وملکولی با وزنتایونین، پپتیدهای گیاهی ها و شبهتایونین

های اند. هدف از این مطالعه تشدید بیان ژنزا دارند و از چندین گونه گیاهی جدا شدهمقاومت گیاهان در برابر عوامل بیماری

 At1g12665 هایاست. ژن H. schachtii ( برای ایجاد مقاومت در برابر نماتدAt1g20618و  At1g12665تایونین )شبه

(ThiL12)  وAt1g20618 (ThiL20)  از گیاه آرابیدوپسیس جداسازی شده و گیاهان تراریخته از طریق باکتری اگروباکتریوم با

یونین در اگل آذین تولید شدند. بیان ژنهای شبه تبا استفاده از روش آغشته سازی و  pMAA-redاستفاده از پلاسمید 

 RT-PCRو هموزیگوت با روش  رنگتأیید و میزان تشدید بیان در بذرهای قرمز RT-PCRگیاهان تشدید بیان شده با روش 

لارو  50-60روزه آرابیدوپسیس تحت شرایط استریل با  12کمی مقایسه گردید. به منظور بررسی مقاومت، ریشه گیاهان 

وضوح توان بهماده را می و روز پس از تلقیح، هنگامی که لارو نر پانزده تلقیح شدند. Knopاتد به ازای هر بوته در محیط نم

 .Hبه  نتایج نشان داد که مقاومت .مقایسه شد (Col-0)تشخیص داد، تعداد لاروها شمارش شدند و نتایج با رقم وحشی 

schachtii در اندازه  داریتفاوت معنیبه هر حال  ر مقایسه با نوع وحشی افزایش یافته است.های تشدید بیان شده ددر لاین

 مشاهده نشد. At1g20618به جز یک لاین مربوط به ژن ها بین لاین syncytiaماده و سلول های  نماتد
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 مقدمه

 پپتیدهای توانندمینیز  گیاهان زنده، موجودات همه ندمان

 خط اولین از بخشی این پپتیدها و نمایند تولید ضدمیکروبی

 و زیستی مختلف هایتنش برابر در میزبان ایمنیسیستم عیدفا

 .Bohlmann 1994; Van Loon et al)هستند  زیستیغیر

2000; Norouzi et al. 2021) .ضدمیکروبی،  یهاین پپتیدا

 10 تا 3و (آمینه اسید 100 از کمتر) بوده کوچکی هایمولکول

 و سیستئیناسیدآمینه  از غنی عمدتاً دارند و وزن کیلودالتون

 در ایگسترده ضدمیکروبی طیف آنها .دارند بازیخاصیت  معمولاً

 از و دارند حشرات و نماتدها ها،ویروس ها،باکتری ها،قارچ برابر

 هایالیتفع و اندشده استخراج مختلف زنده موجودات

 به اثبات رسده است آزمایشگاهی شرایط درآنها  ضدمیکروبی

(Hancock et al. 1995; Jurgenssen et al. 2001).  

 ،هایونینات مانند خانواده چندین به گیاهی هایاین پپتید

 ،هااسنکین سیکلوتیدها،، چربی انتقال هایپروتئین ها،دفنسین

 گیاهیژن هزار سیزده ،اند شده بندیطبقه ها و ...کنوتین،هیوئین

 ازجمله ضدمیکروبی پپتیدهای مختلف هایخانواده به که

 هاگروه سایر وچربی  انتقال های پروتئین ها،دیفنسین ها،یونینات

 .Garcia-Olmedo et al) اندشده شناسایی دارند تعلق

 را پپتیدهایی ،آرابیدوپسیسگیاه  ژن هفت و شصت .(1998

 Silverstein) شوندمی نامیده یونیناتشبه که کنندمی رمزگذاری

et al. 2007) .بیالمغر ( (Almaghrabi 2012توالی ترازیهم 

 پپتید بینیپیش فیلوژنتیک، درخت ساخت با را ژن14 چندگانه

 دارای هاژن این. داد نشان بعدیسه ساختار بینیپیش و سیگنال

 تشکیل مشابه وهایالگ و سیستئین هایماندهباقی از بالایی تعداد

. هستند هایونیناتپپتیدهای  به سولفیدیدی پیوندهای

 زایبیماری عوامل مهماز   Heterodera schachtiiنماتد

 و کندمی حمله گیاهی هایگونه از بسیاری به که ستا گیاهی

 و کشاورزی محصولات بهای را قابل ملاحظه خسارت سالانه

 مطالعه این از هدف (Muller 1999). کندمی وارد صنعتی

با  های تشدید بیان شده گیاه آرابیدوپسیسلاین مقاومت بررسی

 .بود H. schachtii نماتد برابر در تایونینشبه ژن

 

 هاروش و مواد

 تعیین و آرابیدوپسیسگیاه  از RNA و DNA جداسازی

 آنها توالی

 اساس بر آرابیدوپسیس هایبرگ از DNA جداسازی

 . شد انجام(Edwards et al. 1991)  کارانهم و ادواردز روش

از   RNAو DNA سازیخالص ی وجداساز

 QIAGEN RNeasy Plant Mini Kit (Germany)هایکیت

  Plant RNA Isolation Mini Kit (Agilent, Austria)و 

 با هانمونه یابیتوالی. شد استفاده سازندهشرکت  دستورالعمل طبق

 Sanger et)ر و همکارانسانگ سریع یابیتوالی روش از استفاده

al. 1977)  شرکت توسط LGC Genomics آلمان برلین در 

 .شد انجام
 

  اگروباکتریوم و اشرشیاکلی باکتری به پلاسمید انتقال

 :کیت پروتکل از استفاده با پلاسمیدها

 GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo 

Scientific)  از سویه .شدند استخراج E. coli DH10B این در 

 باکتری به ذوب -انجماد روش با پلاسمیدها شد و استفاده مطالعه

  GV3101سویه A. tumefaciens تومیفاشنس آگروباکتریوم

   . (Holsters et al. 1978)شدند نتقلم
 

 واسطه با آرابیدوپسیس گیاهانانتقال پلاسمید به 

 اگروباکتریوم

 GV3101 یهسو به pMAA-red ابتدا ناقل پلاسمید

 استفاده با آرابیدوپسیسگیاه  به سپس ویافته نتقال گروباکتریوم اا
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 Clough) کلو و بنت  روش طبق آذینگل سازیآغشته روش از

and Bent 1988)  همکارانلوگمن و  و(Logemann et al. 

 شرایط) رشد کاتاق در آرابیدوپسیس گیاهان. انتقال یافت (2006

. شدند دارینگه شوند، برداشت بذرها که زمانی تا( بلند روز

 زیر در یانتخاب نشانگر از استفاده با شده اصلاح بذرهای

 DsRed فلورسانس فیلتر به مجهز معکوس میکروسکوپ

(Axiovert 200M ساخت شرکت Zeiss AG جداسازی  آلمان

 .شدند کشت بعدی نسل تولید برای خاک در تراریخته بذر و
 

 ناقل از استفاده با آرابیدوپسیس تراریخته لاین های تولید

pMAA-red 

 دارای تنها نه رنگدارای نشانگر قرمز  pMAAناقل

 که بود نیز GUS گزارشگر ژن دارای بلکه بود، Dsred نشانگر

  تواندمی

تشخیص  برای چشمی انتخاب نشانگرهای عنوانبه

 نشانگر. شود استفاده گیاهان آرابیدوپسیس تراریخته

آرابیدوپسیس گیاه ی هادانه در  Pdf2.1: DsRedرنگقرمز

  چغندر نماتد از ناشیای تغذیه مجتمع و تراریخته

(Syncitia)در زیر میکروسکوپ  تراریخته هایدانه. شودمی بیان

 میزان رنگ قرمز زیر میکروسکوپ و قرمزدارای رنگ  فلورسانس

 .Ali et al) بود تراریخته ژن بیان سطح دهندهنشان فلورسانس

2012). 

 

 qRT-PCR  و RT-PCR آزمایش

 و شدهبیان ژن کردن کلوناثبات  برای RT-PCR از

 شرکت RT-PCR از کیت RNA آنالیز و تشخیص برای

Thermo Scientific VersoTM 1-step Reddy Mix Kit 

 cDNA سنتز کیتاز  ،cDNA سنتز برای .شد ستفادها

Maxima H Minus First Strand از شرکت Thermo 

Fisher غلظت. شد استفاده ،شرکت سازنده دستورالعمل طبق 

cDNA تا 12. شد گیریاندازه نانودراپ اسپکتروفتومتر دستگاه با 

 برای انتقال یافته pMAA-red ناقل با تراریخته لاین 27

 .شدند آزمون RT-PCR آزمایش

 cDNA Maxima H Minus کیت دستورالعمل طبق

(Thermo Fisher)   سنتز برای cDNA برای. شد استفاده 

 KAPA SYBR کیتاز  ،qRT-PCR نتایج تحلیل و تجزیه

FAST qPCR (sigma-aldrich) روش از سپس و ΔΔCt 

 CT .(Livak and Schmittgen 2001) شد استفاده

 خط به رسیدن برای که باشدمی هاییچرخه دهنده تعدادنشان

را نشان  نمونه دو بین تفاوت  Δctبنابراین، است لازم آستانه

 .دهدمی

 

 خاک در گیاه آرابیدوپسیس رشد شرایط

 هاآزمایش همه برای A. thaliana (col)رقم وحشی  از

. شد استفاده( آلودگی گیاه سنجش در و گیاه به پلاسمید انتقال)

 8و  نور ساعت 16نوری  دوره) بلند روز شرایط تحت گیاهان

 اتاقک یک رد گرادسانتی درجه 21-23 دمای در( تاریک ساعت

 آرابیدوپسیسگیاهان  غربالگری و انتخاب. داری شدندنگه رشد

نیز در شرایط مشابه صورت  هموزیگوت بذور تولید و تراریخته

  .گرفت

 

 و زاییبیماری سنجش برای H. schachtii سازیآماده

 به نماتد گیاهان مقاومت آزمون

 in vitro هایکشت از H. schachtii هاییستس

 .Sinapis alba cv)خردلگیاه  هایریشه روی هتکثیرشد

(Albatros کشت محیط روی که Knop کردندمی رشد، 
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 Sijmons et)و طبق روش سیجمونز و همکاران شدند برداشت

al. 1991) لاروهای خروج. انجام گرفت J2 با هایستس از 

 4-5 مدت به استریل ZnCl2 مولارمیلی 3محلول  در خیساندن

 درصد 05/0 بالاروهای سن دوم نماتد . ندشد تحریک روز

2HgCl آب  در بار 4-3 بلافاصله و شد استریل دقیقه 3 مدت به

 5/0 ژل در لاروهای سن دوم نماتد. شد شسته، مقطر دوبار تقطیر

 ,Duchefa, Haarlem)از شرکت که ( حجمی/وزنی) درصد

(Netherlands  ،از قبلحل گردید.  مجدداًتهیه گردیده بود 

 (Jurgensen 2001)جورگنسن روش اساس بر ریشه طول یح،تلق

 شدند استریل سطحی صورتبه بذرها و تعیین گردید. بندیطبقه ،

 94 قطر) دیشپتری در بذر گیاه آرابیدوپسیس 10 سپس و

 در روزیک تا دو  مدت به و کاشته Knop محیط در( مترمیلی

 شرایط در نگیاها سپس. گرفتند قرار گرادسانتی درجه 4 دمای

 دمای در( تاریکی ساعت 8 و روشنایی ساعت 16) طولانی روز

های چهگیاه هایریشه. کردند رشد گرادسانتی درجه 23-21

لارو  60 تا 50 حدود با استریل شرایط در روزه 12 آرابیدوپسیس

سیجمونز و  و روش اساس بر بوته هر به ازای سن دوم نماتد

 تلقیح هایپلیت. شدند تلقیح ((Sijmons et al. 1991 همکاران

 سپس و شدند دارینگه تاریکی در ساعت 24 مدت به شده

( تاریکی ساعت 8 و روشنایی ساعت 16) مشابه شرایط در گیاهان

. شدند منتقل رشد اتاقک به گرادسانتی درجه 21-23 دمای در

 تکرار پتری ظرف 3-5 با بار سه مستقل طوربه هاآزمایش تمام

، ریشه طول مترسانتی هر در ماده و نر نماتدهای کل ادتعد. ندشد

 همکاران وسدیک  طبق روش ماده اندازه و ماده syncitia اندازه

Siddique et al. 2009) )معکوس میکروسکوپ از استفاده با 

(Axiovert 200M  وAxiovision Kontour tool Zeiss 

AG, Germany )ندشد گیریاندازه روز پس از تلقیح 15 در .

 و syncitia اندازه میانگین نماتدها، تعداد به مربوط هایداده

 آنالیز و (LSD) آزمون از استفاده با اندازه نماتدهای ماده همچنین

 و تجزیه ردمو  ANOVA( P<  0.05) عاملی تک واریانس

 .گرفت قرار تحلیل
 

 نتایج

 در انتخابی نشانگر از استفاده با تشدید بیان شده بذرهای

 بذرهای و شدند انتخاب فلورسانس معکوس میکروسکوپ یرز

 بیان تشدید. شدند کشت MS کشت محیط روی رنگقرمز

 از پس ها،ژن این خصوصیات و شبه تایونین هایژن

-RT نتایج و گرفت قرار آزمایش مورد هانمونه تعداد سازییکسان

PCR است شده داده نشان 1 شکل در. 

 ژن سه بالاتر بیان دهندهنشان RT-PCR نتایج آزمایش 

 رددوپسیس تشدید بیان شده در گیاهان تراریخت آرابی تایونینشبه

 زا لاین هارچباشد. می آرابیدوپسیس وحشی رقم با مقایسه

تایونین براساس ی شبهبالا بیان سطح با تشدید بیان شده هایژن

 آزمایشو  هموزیگوت هایلاین تولید برای RT-PCR آزمایش

qRT-PCR (.1)شکل  شدند انتخاب 

 

 qRT-PCR  از استفاده ژن با بیان تحلیل و تجزیه

 شدهبیان لاین تشدید چهار برای qRT-PCR نتایج

. است شده داده نشان 2 شکل در تایونینشبه هایژن انتخابی از

 Atlg12665 بیان سطح وحشی رقم گیاهان با مقایسه در

(ThiL12)  ًلاین دودر نهایت . بود سایرین از بیشتر نسبتا 

 مقاومت تست برای ژن بیان سطح بالاترین باگیاهان تراریخت 

 .(2 شکل) شدند انتخاببه نماتد 
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 اMS. محیط در تایونینشبه هایژنشده تشدید بیان یانتخاب هایلاین تمام برای RT-PCRنتایج  1 شکل

 (.دارد اشارهمورد آزمایش  اهلاین تعداد به الکتروفورز ژل تصاویر زیر عداد)ا
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 . Δct مقدار اساس بر تایونینشبه هایژن از انتخابی شده بیان لاین چهار برای qRT-PCR نتایج 2 شکل

 (.هستند مختلف هایژن بیان میزان بیشترین تیره اعداد با هایمیله)

 

 H. schachtii  هب مقاومت آزمون

 وضوحبه نرها و هاماده که مانیز ،تلقیح از پس پانزده روز

 با نتایج و شد شمارش هاماده و نرها تعداد بودند، تشخیص قابل

 و نر نماتدهای کل تعداد. شدند آرابیدوپسیس مقایسه وحشی رقم

 اندازه و ماده syncitia اندازه و ریشه طول مترسانتی هر در ماده

نرخ  در یتوجه قابل کاهش نتایج. شد گیریاندازه نماتد ماده

 با ایسهـمق در شدهتشدید بیان لاین برای آلودگی در طول ریشه

ر ـسای نتایج حال، این با(. 3 شکل) ندداد نشان وحشی رقم گیاهان

 در تـاومـمق در داریمعنی اوتـتف که دـدهمی انـنشآزمایشات 

 اندازه نماتدهای ماده و syncitia اندازه در H. schachtii رابرـب

 At1g20618 لاین استثنای به آرابیدوپسیس هایریشه روی

 (.4 شکل) ندارد وجود
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 بحث

 پپتیدهای نقش بررسی مطالعه این اصلی هدف

 دـبه نمات تـایجاد مقاوم درتایونین هـشب منتخب روبیـضدمیک

H. schachtii تایونینشده شبهبیان های تشدیدلاین. بود 

ThiL12)  و (ThiL20 شدند برابر نماتد رد باعث ایجاد مقاومت .

 کاهش تایونینشده ژن شبهتشدید بیان آرابیدوپسیس گیاهان

 هایژن برای ماده و نر نماتدهای تعداد در توجهیقابل

At1g12665 وAt2g20618  هایافته این و دادند نشان 

 باشد. پپتیدهاینماتد می برابر در مقاومت افزایش دهندهنشان

 دارند، آنها گیاه ذاتی ایمنی تمسیس در مهمی نقش ضدمیکروبی

مختلف عمل  هایتنش برابر درگیاه  دفاعی خط اولین عنوانبه

 Van Loon et al. 2006; Egorov and) کنندمی

Odintsova 2012) .است ژن 67 شامل آرابیدوپسیسگیاه  ژنوم 

 اصطلاح به هایژن و سیستئین از غنی کوچک پپتیدهای که

 .(Silverstein et al. 2007)کنندمی کد را (ThiL) تیونینشبه
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 تایونینشده با ژن شبهلاین تشدید بیان یک تنها

ThiL20 ،اندازه در کاهش syncitia نشانرا  ماده و اندازه نماتد 

 میوه فلفل از  CaThiتایونینشبهشده ژن گیاهان تشدید بیان داد.

Capsicum annuum  صد در صد  مهار باعثCandida 

parapsilosis   مخمر  هایسایر گونه روی بر توجهیقابل اثرو

 پپتید چنین دوهم. (Taveira et al. 2016)دارد  جنس کاندیدا

 فعالیت ایدلمه فلفل هایمیوه ازجداسازی شده  تایونینشبه

 هایباکتری رشد کاهش باعث و دادند نشانرا شدیدی  مهاری

 بر و شدند  Pseudomonas aeruginosa و E. coli پاتوژن

 فعالیت کاندیدا ساکارومایسس و مخمرهای هایسلول روی

 ,.Taveira et al. 2014; Mao et al) دادند نشان بازدارندگی

 03/7 وزن اب اسیدآمینه 66 از متشکل پپتیدیک   .(2011

پپتید  مربوط به و سولفیدیدی پل شش دارای و کیلودالتون

 برابر در گیاهان از دفاع در تواندمی CaSn ژنضدمیکروبی 

 . (Chan et al. 2010) باشد داشته نقش نماتدها

گیاه تایونین های شبهژنشده تشدید بیانهای لاین

در مقایسه نماتد سیست  مقاومت نسبت بهافزایش آرابیدوپسیس، 

و شاید در آینده  نشان دادرا گیاه آرابیدوپسیس وحشی  رقمبا 

برای مقاومت به نماتد سیستی در چغندرقند  هاژنتوان از این هب

 .بهره برد
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