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وزن مولکولی به  و بر اساسبوده کوچک و غنی از سيستئين  های، پپتيدهای انتقال دهنده ليپيد پروتئين

بوده و ها دارای فعاليت بيولوژيکی مختلف  اين پروتئين. شوند تقسيم می LTP2و  LTP1 دو گروه

 های های ميکرواری حاصل از آزمايش با بررسی داده.  همچنين در مکانيسم دفاعی گياهان نيز نقش دارند

افزايش يا کاهش بيان يستی و غير زيستی های ز در برابر تنش LTPهای  مختلف مشخص شده که ژن

در مقاومت گندم  LTPمنظور بررسی و مشخص کردن ميزان بروز و تأثير ژن  هدر اين تحقيق ب .اند داشته

ميکرواری   چهار کتابخانه graminearum Fusarium ،Puccinia ،Ustilago نسبت به بيماری و جو نان

رسم  LTP  های و نمودار الگوی بيانی ژنگرفته شده  NCBI هبا ايزولاين مقاوم و حساس از پايگاه داد

ها  در ارقام مقاوم و حساس نسبت به اين بيماری LTPهای مختلف  رسم نمودار نشان داد که ژن. شد

عنوان يکی از عوامل مؤثر در مقاومت توان به را می LTPدر نتيجه ژن . اند بيان نشان داده اختلاف

در ارقام مقاوم و حساس پس از آلودگی با   فاوت در الگوی بيان اين ژنمعرفی و عنوان نمود که ت

برای  .های مقاومت به بيماری در گندم و جو داشته باشد بيماری ممکن است نقش اصلی را در مکانيسم

ترنسفرم  pBISN1-INجدا شده از گندم فلات به پلاسميد   LTP2، ژنLTP2ساخت سيستم تظاهر ژن 

برای بررسی . کلون شد DH5αسويه  E.coliپلاسميد نوترکيب در باکتری . ام شدشده و لايگيشن انج

 LBA4404کارايی سيستم بيانی ساخته شده ابتدا پلاسميد نوترکيب استخراج و به اگروباکتريوم سويه 

ح بيان اين سيستم در سط. منتقل و سپس با استفاده از روش اگرواينفيلتريشن به گياه لوبيا انتقال داده شد

RNA  بررسی شد و همچنين با بررسی ميزان پروتئين فعال و محلول در برگ تزريق شده با پلاسميد

نوترکيب بيان و عملکرد پروتئين تأييد شده و پروتئين شيمری خاصيت ضد باکتريای بر روی 

Staphylococcus aureus را نيز نشان داد. 
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دفاع گیاه در برابر پاتوژن در نتیجه خصوصیات ساختاری و بیان 

های دفاعی معمولا  در پاسخ. باشد های درگیر در مقاومت می ژن

 به گیاه اولیه واکنش. چندین ژن در مکانیسم مقاومت نقش دارند

 متابولیکی تغییرات وسیلهبه زاعوامل بیماری توسط آلودگی

 و (SAR)1سیستمیک اکتسابی، مقاومت ن مقاومتچوهم مقاومت

 حضور و فعالیت .شود بروز داده می 1القایی سیستمیک مقاومت

 و مقاومت سطح با مستقیمی ارتباط SARمرتبط با  های پروتئین

های درگیر در  پروتئین (.Ryals et al. 1996) دارد گیاه حساسیت

 حمله اثر در هک شوند می محسوب ها پروتئین از ای دستهت ممقاو

 گیاه الیسیتورها در همچون بیمارگر با مرتبط مواد یا و ها پاتوژن

 گیاه در ها پروتئین این بیان .(Van Loon 1999) شوند می تولید

 ضد میکروبی، پپتیدهای. شود انجام می اختصاصی صورت به

 111 تا 11 بین اندازه نظر از که هستند کوچکی های مولکول

 حفظ شدت به ها آن در ای اسیدآمینه توالی .ندمتفاوت اسیدآمینه

 های میکروب از ای مجموعه به نسبت را میزبان و استشده

 وجود موجودات همه در ها پپتید این. کند می محافظت اطرافش

بر  ها آن. (Broekaert et al. 1997; Hammami et al. 2009) دارند

شامل  که دشون می تقسیم خانواده به هفت اولیه ساختار اساس

 لیپید، شبه دهنده انتقال های پروتئین ها، دفنزین ها، تیونین

 دنباش می وسیسلوتیدها ها اسناکین ها، کنوتین سنگین، های پروتئین

(Broekaert et al. 1997.) 

9ی لیپید با نام اختصاری  انتقال دهنده های پروتئین
LTP، های  پپتید

ها در  این پروتئین. شندبا کوچک و غنی از سیستئین و کاتیونی می

کیلو دالتون وزن دارند و براساس وزن مولکولی به  7-11حدود 

ها  شوند که وزن مولکولی آن تقسیم می LTP2و  LTP1دو گروه 

نقطه  (.Lee et al. 1998) اشدب کیلو دالتون می 7و  3به ترتیب 

با توجه به نوع گیاه متفاوت  8/8-11ها در حدود  ایزوالکتریک آن

دلیل این پپتیدها به (.Kader 1996; Sels et al. 2008) است

توانایی که در انتقال فسفولیپیدها از محل سنتز به غشای سلولی 

توالی آمینواسیدی این پپتیدها در  .شوند دارند به این نام خوانده می

ها هشت باشد، ولی در همه آن گیاهان مختلف متفاوت می

                                                           
1
 systemic acquired resistance 

2
 induced systemic resistance 

3
 lipid transfer protein 

د که تشکیل چهار پل دی صورت ثابت وجود دار سیستئین به

ها نشان  ساختار سه بعدی این پروتئین. دهند سولفیدی را می

 cی انتهایی  و یک ناحیه αدهد که دارای چهار مارپیچ  می

صورت محکم به هم  باشند که توسط باندهای دی سولفیدی به می

ترین خصوصیت  مهم (.Kader et al. 1997) شوند متصل می

LTPباشد  هیدرفوب در مرکز مولکول میی  ها حضور یک حفره

های آبگریز و اسیدهای چرب است و  که محل اتصال مولکول

 .Zachowski et al) کند جا می جابه in vitroها را در شرایط  آن

1998; Hamilton 2004) .ها چندان  عملکرد این پروتئین

هم  non-specific LTPها  اختصاصی نیست، به همین دلیل به آن

های  ها توسط خانوادهLTP (.Carvalho et el. 2007) گویند می

 در گیاه LTPشوند و الگوی بیان ژن  کوچک چند ژنی کد می

رشد گیاه، آناتومی و  ی تحت تأثیر عوامل مختلفی مانند مرحله

. (Arnodel et al. 2000) گیرد های زنده و غیر زنده قرار می تنش

 باشند یک مختلف میهای بیولوژ ها دارای فعالیت این پروتئین

(Hamilton 2004.) 

در تجمع کوتین و استحکام دیواره نقش ها LTPمشخص شده که 

شوند  زایی سوماتیکی ترشح می ها در طی پروسه جنینLTP .دارند

-ها شکل دادن لایه محافظتی اطراف جنین جوان میو نقش آن

 چنین در گذاشتن مواد لیپوفیلیک در اندام گل نیز نقشهم .باشد

های جنینی و ایجاد مونومرهای کوتین مورد نیاز  در سلول .دارند

های  زایی و نیز پاسخ به تنش ، در طویل شدن لوله گرده، جنینبوده

زنده و غیر زنده از قبیل شوری، عناصر سنگین، گرما، سرما و 

است که در ساقه گوجه مشخص شده .کمبود آب مؤثر هستند

 شوند بیان می LTPهای  ژن ABA شده با مانیتول یا فرنگی تیمار

(Kader et al. 1997). 

LTPضد قارچی و ضد دارای فعالیت ضد میکروبی ها همچنین ،

ها در برابر انواع LTPفعالیت ضد قارچی  .باشدویروسی می

 ,Puccinia graminis, Tilletia triticiهای قارچی از قبیل بیماری

Fusarium graminearum, Sclerotinia sclerotiorum  در

زمینی، توتون و غیره  گیاهانی مانند گندم، برنج، آفتابگردان، سیب

مانند  (LTP) ژن انتقال دهنده لیپید .مشخص شده است

های ضد میکروبی، در شرایط آزمایشگاهی پروتئینی با  پروتئین

خاصیت ضد میکروبی گسترده تولید و بیان بالای آن در بهبود 
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 Liu) ی گیاهی بسیار مؤثر استها مقاومت در برابر بیماری

2012.) 

های فیزیولوژیکی و مولکولی در تنظیم  اطلاعات در مورد فعالیت

ن تجزیه و رایببنا. در دسترس نیستهای گیاهان بیمار  بیان ژن

های حساس و مقاوم  ها در رقم تحلیل بیان ژن در پاسخ به پاتوژن

های مختلف مکانیسم  چنین برای شناخت نقشهم. مهم است

در این مطالعه با استفاده . مولکولی در مقاومت حائز اهمیت است

 گندم و جو LTPبه بررسی الگوی بیان ژن  های میکرواری از داده

های قارچی فوزاریوم و زنگ پرداخته  یماریدر برابر آلودگی به ب

 سیستم بیانی گیاهی تحت کنترل LTP2چنین ژن هم. شده است

کلون شد و کارایی این سیستم با انتقال آن به گیاه لوبیا تایید 

 . پروتئین نوترکیب بررسی شد  وخاصیت ضد میکروبی
 

  هامواد و روش

به بررسی مقاومت مربوط  یهای میکروار داده  ی کتابخانهچهار 

 ،graminearum Fusariumهای  نسبت به بیماری و جو گندم نان
Puccinia  وUstilago پایگاه داده  ازNCBI 

(www.ncbi.nlm.nih.gov) با پسوند CELL دریافت شد که به-

مربوط به بررسی مقاومت گندم  اول ی کتابخانه: ترتیب عبارتند از

 GEO)با   Fusarium graminearumنان نسبت به بیماری

accession: GSE43706)،  12، 8ی زمان تیماراین آزمایش در سه 

و گندم  NIL1رقم  گندم مقاوم ساعت پس از آلودگی 71 و

در سه  IFA-65سویه  Fusariumبا قارچ  NIL4 رقم حساس

. استتکرار به همراه نمونه شاهد در هر تیمار زمانی انجام شده

سی مقاومت گندم نسبت به بیماری کتابخانه دوم مربوط به برر

که در سه تیمار ( GEO accession: GSE28973)فوزاریوم با 

 Superbساعت پس از آلودگی در رقم حساس  12و  8، 9زمانی 

در سه تکرار به همراه نمونه شاهد  GS-1-EM0040و رقم مقاوم 

 Yr5کتابخانه سوم مربوط به بررسی رقم مقاوم  .انجام شده است

در ( GEO accession: GSE31753)گندم  yr5ساس و رقم ح

و  12، 11، 2در چهار تیمار زمانی  Puccinia آلودگی با بیماری 

 .همراه نمونه شاهد بودساعت پس از آلودگی در سه تکرار به 28

کتابخانه چهارم مربوط به بررسی مقاومت گیاه جو نسبت به 

در دو FHB (GEO accession: GSE33398 )بیماری فوزاریومی 

در سه تیمار زمانی و در  Mutantو رقم مقاوم  Wildرقم حساس 

های حاصل از پایگاه داده در  کتابخانه. سه تکرار دانلود شد

. های شاهد بررسی شدند همراه نمونهتیمارهای زمانی مختلف و به

 Expression افزار های خام میکرواری با استفاده از نرمداده

Console  روشRMA ی آماری  جهت تجزیه .ال سازی شدندنرم

 استفاده شد و  Flexarrayافزار از نرم ها میکرواری نرمال شده داده

. بررسی شدند 19/1از  کوچکتر p-value و t-testها با آزمون  داده

های میکرواری گندم و جو    با چیپ LTPهای  ست  سپس پروب

شان دادند هایی که تغییرات بیانی نسبت به شاهد ن در میان ژن

 .ها رسم شد انتخاب و الگوی بیانی آن

و  DH5αسویه  E.coliهای  از گیاه لوبیا و از باکتریدر این مطالعه 

عنوان  به LBA4404سویه  Agrobacterium tumefaciens باکتری

های پلاسمید مورد  ویژگی. های حد واسط استفاده شد میزبان

 . استارائه شده 1استفاده در شکل 

دارای ژن کیلو جفت باز  1/19با اندازه  pBISN1-INد پلاسمی

 یندر ا. باشد می CaMV35sمقاومت به کانامایسین و پروموتر 

 دییاز ییاامز که هشد استفاده شگرهاارگز از یجدید نسل مطالعه

 .دارد قبلی یشگرهاارگز به نسبت

 زلیکینا ارتحر به متحمل نزیمآ سساا بر جدید شگرارگز ینا

glucanase) -1،2 -1،9- (βستدوگرمای باکترClostridium 

thermocellum 1،9ور مجا ییوندهاکه پ سته امدآست دبه - β  و

1،2 –  β نمایدمی یهتجز( لیکینان)ها نپلیگلوکارا در. 

 

 

گیاه   Bپپتید رهبر ژن لگومین:  LeB4؛(35sCaMV)ویروس موزاییک گل کلم 35s پروموتر  pBISN1-IN .P35sدر ترکیب پلاسمید  T-DNAشکل شماتیک ناحیه -1شکل 

:  Pnosآدنیلاسیون؛سیگنال پلی:  PAتوالی چهار پپتیدی هدایتگر پروتئین به شبکه آندوپلاسمی؛:  KDEL؛شود میلوبیا که باعث تجمع پروتئین در شبکه آندوپلاسمی 

 .شودباعث تجمع پروتئین در شبکه آندوپلاسمی می: ؛ ترکیب پلاسمیدیnosدهنده مربوط به ژن خاتمه: nosژن مقاومت به کانامایسین؛ :  nptII؛ nosپروموتر ژن

RB PA KDEL LicBM2 HindIII LeB4 P35s Nos nptII pnos LB 
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 ساختار پلاسمید نوترکیب -1شکل 

 حیاا دهسا یقندها ن،یکینال مثل ییدرپلیساکا ادمو تجزیه ثرا در

 یفیکو کمی ر بهطوان تورا می ها آن انمیز که میشوند آزاد هشوند

 licBM2ژن . دنمو مشخص و یگیرازهندا رنگی ادمو کمک به

گر با بنتخااکر رماو شگر ارگز ژن یکان ند بهعنواتومی

 بنتخاا ایبر مولکولی یستشناسیز در بالا قتد و یتحساس

در . شود استفاده ننسژاتر نبیا انیزسی مرربو  اریختهتر یهالسلو

ضمن این ژن گزارشگر از نظر ایمنی زیستی، جهت تولید گیاهان 

 LTP2ژن  (.Komakhin et al. 2005) باشدتراریخته امن می

که  است رقم فلات (Triticum aestivum) گندم نانمربوط به 

 Accession(JQ621901)با  NCBIتوالی این ژن در پایگاه داده 

number: است ثبت شده(Habibi 2011.) 

ابتدا برای  pBISN1-IN-LTP2 ساخت سیستم بیانیمنظور به

 pJET1.2  پلاسمید در  کلون شده   گندم LTP2تکثیر ژن 

 هایتوالی با   ترتیببه  پسرو   و  پیشرو  اختصاصی   هایپرایمر

 LTP2 F: 5′ -CGCGAAGCTTATGGCTCGAGTTTTCA - 3′  و
LTP2 R: 5′ - CGCGAAGCTTTCAGTGGATCTTAGAGC - 3′  

منظور همسانه سازی ژن  با استفاده از توالی ژن طراحی شد و به

LTP2  در پلاسمیدpBISN1-IN توالی آنزیم برشیHindIII   در

همچنین از این جفت . دو پرایمر رفت و برگشت اضافه شد

 . پرایمر برای تأیید گیاهان تراریخته استفاده شد

با پرایمر  pJET1.2موجود در پلاسمید  LTP2ظور تکثیر ژن من به

در  (PCR)ای پلیمراز  واکنش زنجیره LTP2طراحی شده برای ژن 

روی ژل آگارز  PCRو محصول . میکرولیتر انجام شد 11حجم 

ژن تکثیر شده از . درصد بارگذاری و الکتروفورز انجام شد 8/1

خالص  Viogene ژل آگارز جدا و سپس با کیت استخراج شرکت

 . سازی شد

میکرولیتر از هرکدام از ژن و  چهار ،منظور هضم آنزیمی به

میکرولیتر آب و دو میکرولیتر بافر آنزیم و یک  19پلاسمید با 

 97میکرولیتر آنزیم مخلوط شد و به مدت یک ساعت در دمای 

وسیله به ها در این مرحله نمونه. گراد قرار گرفت درجه سانتی

ز بررسی شدند و سپس ژن و پلاسمید با آنزیم آلکالین الکتروفور

به پلاسمید  LTP2سپس ژن  .تیمار شد( CIAP)فسفاتاز 

pBISN1-IN ساختار پلاسمید نوترکیب در شکل  .انتقال داده شد

باید قبل از ژن  LTP2نشان داده شده است، در این ساختار ژن  1

 .گزارشگر قرار گیرد

 سویه E.coliمستعد باکتری  های سلولانتقال پلاسمید نوترکیب به 

DH5α  به منظور تکثیر پلازمید، با استفاده از شوک حرارتی انجام

های تراریخته حاوی  سلول(. Sambrook et al. 1989) گرفت

مایع رشد داده شد و سپس  LBهای نوترکیب در محیط  پلاسمید

 بیوتیک کانامایسین کشت داده بر روی محیط انتخابی حاوی آنتی

در پلاسمید  LTP2پس از تشکیل کلونی، حضور ژن . شدند

pBISNI-IN  ابتدا باPCR  کلونی و سپس به وسیله هضم آنزیمی

  .تأیید شد HindIIIبا آنزیم 

استخراج پلاسمید با استفاده از کیت استخراج پلاسمید شرکت 

Vivantis پس از تأیید نهایی، سیستم بیانی ساخته شده . انجام شد

ترکیب پلاسمیدی جهت تهیه . اکتریوم انتقال داده شدبه اگروب

 Weigel et)سوسپانسیون اگروباکتریوم به روش الکتروپوریشن 

al. 2002)  با کمی تغییر به باکتریAgrobactrium tumefaciense 

پس از انجام ترانسفورماسیون، . انتقال داده شد 2212سویه 

بیوتیک  آگار حاوی آنتی LBها روی محیط کشت  باکتری

های کشت  محیط. کانامایسین و ریف آمپیسین کشت داده شدند

درجه قرار  18روز در درون انکوباتور در دمای  1-9به مدت 

های  تأیید کلونی. های تراریخته تشکیل شوند گرفت تا کلونی

. انجام شد LTP2های ژن  کلونی با پرایمر PCRروش  نوترکیب به

سپانسیونی از اگروباکتریوم تهیه و برای انجام اگرواینفیلتریشن سو

های پشت برگ توسط سرنگ بدون سوزن به درون برگ  از روزنه

برای تهیه سوسپانسیون (. Wroblewski et al. 2005) تزریق شد

اگرواینفیلتریشن رسوب کشت شبانه اگروباکتریوم در محلول 

Infiltration medium (Lee et al. 2008 ) میکرومولار  111حاوی

و ریفامپیسین ( mg/L91)بیوتیک کانامایسین  وسیرینگون و آنتیاست

(mg/L 111 ) درجه  18ساعت در دمای  9-2حل شد و به مدت

گراد مجددا کشت شد و سپس رسوب حاصل در محلول  سانتی

Induction medium (Lee et al. 2008 ) میکرومولار  111حاوی

RB PA KDEL LicBM2 LTP2 HindIII LeB4 P35s Nos nptII pnos LB 
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در نهایت  دست آید و به =2/1OD600استوسیرینگون حل شد تا 

 .های لوبیا تزریق شد این سوسپانسیون به برگ

هفته  9-2. بذر گیاه لوبیا در داخل گلدان و در گلخانه کشت شد

های مورد نظر طوری انتخاب شد که از نظر  پس از کاشت، برگ

از کشت . اندازه و سن و مکان قرار گرفتن در گیاه مشابه باشند

های لوبیا با روش  به برگشبانه اگروباکتریوم تراریخته تزریق 

ها  اگرواینفیلتریشن با سرنگ بدون سوزن انجام شد و گلدان

ساعت  12به مدت  RNAمنظور ارزیابی بیان موقت با استخراج  به

و برای بررسی میزان پروتئین فعال به مدت سه روز در گلخانه 

 .(Lee et al. 2008)قرار گرفتند 

گیاه جدا و استخراج  ساعت از 12های تزریق شده پس از  برگ

RNA  با روشMangroves انجام شد (Rubio-Piña and 

Zapata-Pérez. 2011 ) و سپس واکنشPCR  برای تأیید ژن و

. ، انجام شدLTP2پلاسمید با پرایمر طراحی شده برای ژن 

 سنتز سپس و طرف بر DNase I آنزیم از استفاده با ژنومی آلودگی

cDNA شد مانجا کیت از استفاده با. 

های تزریق شده پس از سه روز  به منظور استخراج پروتئین، برگ

از گیاه جدا و ناحیه تزریق شده برای استخراج مورد استفاده قرار 

انجام شد  Tric Hcl 150 mMروش  استخراج پروتئین به. گرفت

(Fido et al. 2008). 

 Bradford) برای ارزیابی کمیت پروتئین کل محلول از روش

منظور بررسی میزان دقیق بیان پروتئین ژن  استفاده شد و به( 1976

LTP2 میزان پروتئین فعال به روش کاهش گلوکز (Miller 1959) 

ها با استفاده از نرم افزار  تجزیه و تحلیل داده. گیری شد اندازه

SAS  و با آزمونt انجام شد. 

اثر ضد پاتوژنی پروتئین نوترکیب تولید شده بر روی باکتری 

Staphylococcus aureus منظور  به. قرار گرفت مورد بررسی

بررسی اثر ضد باکتریایی پروتئین نوترکیب تولید شده از روش 

ابتدا از باکتری . استفاده شد (Bauer et al. 1996) انتشار دیسک

درجه  97و دمای ( نوترینت براث) NBکشت شبانه در محیط 

ه با استفاده از سوآپ گراد گذاشته شد، سپس از کشت شبان سانتی

برای . آگار کشت داده شد NBاستریل بر روی محیط کشت 

سه  LicBM2و  LTP2بررسی اثر ضد باکتریایی پروتئین حاوی 

متر  دیش، هر کدام حاوی سه دیسک با قطر شش میلیپتری

کنترل )منظور کنترل گیاهی  ها به هرکدام از دیسک. استفاده شد

و ( کنترل مثبت)درصد  9/1مایسین بیوتیک اریترو، آنتی(منفی

پس از اینکه . پروتئین نوترکیب شیمر، مورد استفاده قرار گرفت

های کنترل و پروتئین نوترکیب میکرولیتر از هر کدام از نمونه 11

های جداگانه بر دیسک( میکروگرم در میکرولیتر 11غلظت )

، 2های ریخته شد، هاله تشکیل شده در اطراف دیسک در زمان

تجزیه . گیری شدساعت بعد با استفاده از کولیس اندازه 12و  11

 SASافزار ها با استفاده از نرمهای مربوط به قطر هالهو تحلیل داده

. صورت کاملا تصادفی انجام شدفاکتوریل به یک آزمایشدر 

 .ها، با استفاده از روش دانکن انجام گرفت مقایسات میانگین داده

 

  نتایج و بحث

زمان در  طور هم اوری ریزآرایه امکان مطالعه هزاران ژن را بهفن

های مهم این فناوری  یکی از کاربرد. کند یک آزمایش فراهم می

در این . ها در شرایط مختلف است گیری سطح بیان ژن اندازه

ها در LTPبخش با استفاده از فناوری ریزآرایه به بررسی نقش 

 .ه شدهای زنده و غیر زنده پرداخت  تنش

هدف از انجام این بخش در این پژوهش بررسی بیوانفورماتیکی 

در طی پاسخ دفاعی LTP های  تغییرات الگوی بیانی و تأثیر ژن

های قارچی فوزاریوم و زنگ با  گیاه گندم و جو نسبت به بیماری

در  .های میکرواری موجود در بانک اطلاعاتی بود استفاده از داده

دارای تغییر الگوی بیان  LTP های  ژناین تحقیق مشخص شد که 

در  yr5گندم و رقم حساس  Yr5هستند با بررسی رقم مقاوم 

در چهار  (striiformis Puccinia) آلودگی با بیماری زنگ نواری

در  LTP2و   LTP1ساعت دو ژن 28و  12، 11، 2تیمار زمانی 

ن رقم مقاوم در مقایسه با رقم حساس افزایش بیان نشان دادند، ای

در این آزمایش مشخص شد . هستند هاLTPدو ژن جزء خانواده 

در ارقام مقاوم با افزایش بازه زمانی و  LTP2و  LTP1های  که ژن

ها در  که این ژن تری دارند در حالی ساعت بیان بیش 28در زمان 

رقم حساس با افزایش زمان پس از آلودگی کاهش بیان داشتند 

ها در افزایش مقاومت  که این ژن توان نتیجه گرفت بنابراین می

 و Mutant مقاوم رقم دو بررسی با (.9شکل )گیاه نقش دارند 

 سه در فوزاریومی بیماری با آلودگی در جو گیاه Wild حساس

 و LTP ژن دو آلودگی از پس ساعت 32 و 28 صفر، زمانی تیمار
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LTP1 ژن. دهند می نشان بیان افزایش LTP خانواده از که LTP1 

 در و آلودگی از پس زمان افزایش با Mutant مقاوم رقم در است

 آلودگی اولیه ساعات به نسبت را تری بیش بیان ساعت 32 زمان

 .دارد حساس رقم به نسبت

 و بیان کاهش حساس رقم در LTP2 خانواده از جو در LTP1ژن 

 32 در و آلودگی از پس زمان مدت افزایش با مقاوم رقم در

-GS-1 مقاوم رقم بررسی با (.2شکل ) دارد بیان افزایش ساعت

EM0040 حساس رقم و Superb بیماری با آلودگی در گندم گیاه 

 آلودگی از پس ساعت 12 و 8 ،9 زمانی تیمار سه در فوزاریومی

  این و دادند نشان بیان تغییر الگوی LTP3 و LTP2 ژن نوع دو

 رقم در LTP2 ژن. هستند LTP1 خانواده از گندم گیاه در ها ژن

 اما دارد بیان کاهش آلودگی از پس زمان مدت افزایش با حساس

 را بیان ترین بیش ساعت 12 در و زمان افزایش با مقاوم رقم در

 12 در و زمان افزایش با مقاوم رقم در LTP3. دهد می نشان

 حساس رقم در ولی دارد را بیان ترین بیش آلودگی از پس ساعت

با  (.9شکل ) دهد می نشان را بیان کاهش ساعت 12 زمان در

گیاه گندم در آلودگی  Nil4و رقم حساس  Nil1بررسی رقم مقاوم 

در سه تیمار  LTP7و  LTP3دو ژن   Fusarium graminearumبا

ساعت پس از آلودگی دارای الگوی تغییرات  71و  12، 8زمانی 

محسوب  LTP1که در گندم از خانواده  LTP7بیانی هستند ژن 

رقم حساس با افزایش مدت زمان پس از آلودگی  شود در می

ساعت ابتدا  12دهد و رقم مقاوم در زمان  کاهش بیان نشان می

ژن  .دهد ساعت افزایش بیان نشان می 71کاهش بیان و سپس در 

LTP3  ساعت پس از  71در رقم مقاوم با افزایش زمان و در زمان

بازه زمانی دهد رقم حساس در  آلودگی افزایش بیان را نشان می

 این پایان در(. 2شکل )دهد  می طولانی کاهش بیان نشان 

 طولانی زمانی های ه باز در LTP های ژن که شد مشخص ها بررسی

 .دارند تری بیش بیان
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 نمودار. Pucciniaاز آلودگی با بیماری  ساعت پس 28و  12، 11، 2گندم در چهار تیمار زمانی  yr5و رقم حساس  Yr5در رقم مقاوم   LTPالگوی بیان ژن  -9شکل 

را در  LTP2الگوی بیان ژن ( ب) نمودار. دهد پس از آلودگی با بیماری زنگ نواری نشان می YR5و رقم مقاوم  yr5را در دو رقم حساس  LTP1الگوی بیان ژن ( الف)

 .دهد پس از آلودگی با بیماری زنگ را نشان می YR5و مقاوم   yr5دو رقم حساس

 

 

 

 

 

 

 

 

 نمودار. ساعت پس از آلودگی با بیماری فوزاریومی 32و  28، صفرجو در سه تیمار زمانی  Mutantو مقاوم  Wild در دو رقم حساس LTPالگوی بیان ژن  -2شکل 

در  LTP1الگوی بیان ژن ( ب) نمودار. دده پس از آلودگی با بیماری فوزاریومی نشان می Mutantو رقم مقاوم  Wildرا در دو رقم حساس  LTPالگوی بیان ژن ( الف)

 .دهد پس از آلودگی با بیماری فوزاریومی را نشان میMutant و رقم مقاوم  Wildدو رقم حساس 
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. ماری فوزاریومیساعت پس از آلودگی با بی 12و  8، 9گندم در سه تیمار زمانی GS-1-EM0040 و مقاوم Superb در دو رقم حساس  LTPالگوی بیان ژن  -9شکل 

 .دهد در دو رقم حساس و مقاوم را تشان می LTP2الگوی بیان ( ب) نمودار. دهد در دو رقم حساس و مقاوم را نشان می LTP3الگوی بیان ژن ( الف) نمودار

 

 

 

 

 

 

 
 Fusariumت پس از آلودگی با بیماری ساع 71و  12، 8گندم در سه تیمار زمانی  Nil1 مقاوم وNil4 در دو رقم حساس  LTPالگوی بیان ژن  -2شکل 

graminearum .الگوی بیان ژن ( الف) نمودارLTP7 الگوی بیان ژن ( ب) نمودار. دهد در دو رقم حساس و مقاوم را نشان میLTP3  در دو رقم حساس و مقاوم را

 .دهد می نشان 

 

مرتبط با مقاومت در رقم  LTPهای  تفاوت در الگوی بیان ژن

تواند نقش اصلی را در پس از آلودگی با قارچ می حساس و مقاوم

های مرتبط با مقاومت در گندم و جو را داشته باشد و مکانیسم

های مؤثر در مقاومت در  این به دلیل تفاوت در زمان بیان ژن

های انتقال دهنده چربی  پروتئین. باشد های حساس و مقاوم می رقم

در گیاهان عالی ( محلول های چهار درصد پروتئین)در مقادیر زیاد 

های مختلف مشخص شده است که این  در بررسی. شوند یافت می

های دفاعی گیاهان و در افزایش مقاومت به  ها در پاسخ پروتئین

چهار نوع  .Molina et al( 1993) .ها نقش دارند همراه سایر ژن

از را  LTPهای جو و یک نوع پروتئین  را از برگ LTPپروتئین 

جدا سازی کردند و نشان دادند که این پروتئین دارای برگ ذرت 

 Clavibacter michiganesis،Rhalstoniaهای  فعالیت علیه پاتوژن

sonanacearum   وFusarium solani باشد می. 

 (2002. )Park et al  با استفاده از روش نورتن بلات نشان دادند

( Capsicum annuum)در گیاه فلفل  CaLTP1که میزان بیان ژن 

یابد و این  ویروس موزاییک تنباکو افزایش می بادر اثر آلودگی 

ساعت پس از آلودگی  28میزان بیان در حالت ناسازگار در 

حداکثر میزان بیان را دارد ولی در حالت سازگار میزان بیان قابل 

نیز نشان دادند که  et al Wang. (2004) .توجهی ندارد

ه لوبیا دارای فعالیت ضد میکروبی های جدا شده از گیا پروتئین

 Phythiumو Fusarium oxysporumهایی از قبیل  علیه قارچ

aphaniderum  و باکتری گرم مثبتStaphylococcus aureus 

به نام  LTPیک ژن   .Kirubacaran et al(2008). باشد می

Ltp3F1  را از گندم استخراج کردند که دارای فعالیت ضد قارچی

 .باشد می Blumeria graminis f.sp triticyعلیه قارچ 

گندم در برابر  LTPای دیگر به بررسی نقش ژن  در مطالعه

های بدست آمده  در پیک. مقاومت به سفیدک پودری پرداخته شد

در سه ساعت پس از  LTP1پس از آلودگی مشخص شد که

بعد  LTP1بیان . شوند ساعت بیان می 11پس از  LTP2آلودگی و 

در  .دهد های قارچ در رقم حساس کاهش نشان می یفاز نفوذ ه
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تری در پاسخ به  بیان بیش LTP1این بررسی مشخص شد که 

 LTP2دهد و بیان آن در مقایسه با  سفیدک پودری نشان می

 . افتد تر اتفاق می سریع

نقش مهمی  LTP های که پروتئین دهد مینشان آزمایشات مختلف 

ماری زای ویروسی، باکتریایی و در دفاع گیاه در برابر عوامل بی

دهد که بیان بالای  مطالعات قبلی نشان می .کنند می قارچی بازی

در صنوبر موجب افزایش مقاومت در برابر قارچ  LTPژن 

در  (.Jia et al. 2010) شود آلترناریا و آنتراکنوز مرکبات می

به گوجه فرنگی و توتون مقاومت به  LTPای با انتقال ژن  مطالعه

ای و پژمردگی باکتریایی در توتون و پژمردگی  ماری نقطه قهوهبی

ورتیسیلیومی و سوختگی اولیه گوجه فرنگی در گیاهان تراریخته 

 .(Liu 2012)افزایش یافت 

مشخص . دارای فعالیت ضد قارچی نیز هستند LTPی هاوتئینپر

، مانع رشد و پذیری غشاها با افزایش نفوذLTPاست که شده

. شوند ها می قارچ  گسترش میسیلیوم و نیز مهار جوانه زنی اسپور

های هیدروفوب و  ی پپتیدهای ضد میکروبی اسیدآمینه در همه

. اند ای و مستقل از مولکول سازمان یافته کاتیونی به صورت خوشه

کند که موجب اتصال  این ویژگی یک سطح با بار مثبت ایجاد می

قارچ  های منفی سطح غشا  یی با بار منفی و یا گیرنده ها  به دومین

های  شود، در نتیجه موجب تغییر و بی ثباتی غشا و مرگ سلول می

 LTP1در بررسی . (Hamilton 2004) قارچی خواهد شد

آفتابگردان مشخص شد که فعالیت این ژن رشد اسپورهای قارچ 

یجه گرفت که توان نت می (.Regente et al. 2005) کند را مهار می

های  های زنده از جمله بیماری در انواع تنش LTP های ژنی  گروه

قارچی در افزایش تحمل گیاهان نسبت به بیماری نقش مؤثری 

های درگیر  دارند و نیز به عنوان یک ژن کمکی در کنار سایر ژن

بنابراین نه  .دنباشمی ها مؤثر در افزایش مقاومت گیاهان در تنش

تواند  بیان ژن هم می یی ژن در رقم مقاوم بلکه القاتنها بیان بالا

چنین تجزیه  در ایجاد مقاومت نقش مؤثری داشته باشد و هم

تواند روشی صحیح و سریع برای تفکیک  ها می الگوی بیان این ژن

 .ارقام مقاوم از حساس باشد

بر روی ژل آگارز یک درصد در شکل زیر نشان  PCRمحصول  

کیت تکثیر یافته با استفاده از  LTP2ژن  .(7شکل )داده شده است 

استخراج از ژل خارج و برای تأیید قطعه حاصل از استخراج بر 

چنین هم(. 8شکل )درصد بارگذاری شد  8/1روی ژل آگارز 

(.3شکل )برای تأیید پلاسمید برش خورده الکتروفورز انجام شد 

محیط های سفید بر روی  های نوترکیب به صورت کلونی باکتری

ها برای پس از تشکیل کلونی .حاوی آنتی بیوتیک رشد کردند

سپس (. 11شکل )کلونی انجام شد  PCRهای حاصل  تأیید کلونی

شکل )هضم آنزیمی انجام شد  LTP2برای تأیید سیستم بیانی 

11.)

 

 

 

 

 

 

 
 

و الکتروفورز روی ژل یک  PCRبا تکنیک  LTP2تأیید تکثیر ژن  -7شکل 

بازی، جفت 111مارکر : Mآمیزی با اتیدیوم بروماید، رنگ درصد آگارز و

 LTP2ژن مورد بررسی  9و  pJET1.2 ،1 ،1پلاسمید 

 

 

 

 

 

 
 

 8/1تأیید اندازه ژن استخراج شده از ژل با الکتروفورز روی ژل  -8شکل 

 LTP2ژن  9و  2، 9، 1، 1جفت بازی،  111مارکر : Mدرصد آگارز، 

 

 

 

 

 

 

 
پلاسمید  -HindШ :1با آنزیم  pBISN1-INپلاسمید تأیید برش  -3شکل 

 پلاسمید برش نخورده -1برش خورده، 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
95

.1
1.

4.
12

.1
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 m
g.

ge
ne

tic
s.

ir
 o

n 
20

24
-0

4-
09

 ]
 

                             8 / 13

http://www.dissertationtopic.net/author/LiuDan
http://www.dissertationtopic.net/author/LiuDan
https://dorl.net/dor/20.1001.1.20084439.1395.11.4.12.1
http://mg.genetics.ir/article-1-1457-en.html


 پور و همکارانپریا آرین  ...گندم فلات در گياه  LTP2سازی و بيان ژن کلون

 

 9315 زمستان/ 4شماره / یازدهمدوره / ژنتیک نوین 511

 

در مهندسی ژنتیک و  LTPعلت کاربرد بسیار زیاد ژن به

های زیادی بر روی این پروتئین  بیوتکنولوژی محققان پژوهش

-7zf  برنج تاکنون در وکتور LTP2کلون کردن  .اند انجام داده

Pgem (Garcèa-Garrido et al. 1998 ) و در وکتورpBluescript 

SK (Xiaohui et al. 2007 )ها  دیگر بررسی در انجام شده وLTP 

لوبیا در  LTPو Petdp (Elmorjani et al. 2004 )گندم در وکتور 

 ;Monnet et al. 2001) کلون شده است Pcr2.1-TOPOوکتور 

Carvalho et al. 2006 .) اعتقاد بر این است کهLTP  کاندید

رها سازی  در های زیستی و کاربرد مناسبی برای ساخت حسگر

برنج را جدا و  LTP2ژن   .Karimian et al(2013) .باشد دارو می

را به درون پلاسمید  LTP2در این بررسی  .خالص سازی نمودند

Pgex-6p-2 انواع نوترکیب ها معتقدند که کاربرد  آن. کلون کردند

های  واند راه را برای ساخت حسگرت می LTP2و جهش یافته 

 LTP2در این پژوهش ژن . زیستی و رها سازی دارو، هموار سازد

از این پلاسمید . کلون شد pBISN1-INرقم گندم فلات در وکتور 

توان در مطالعات بعدی مانند بررسی اثر ضد میکروبی آن بر  می

تفاده های غیر زنده اس های گیاهی و دامی و نیز بررسی تنش پاتوژن

 .نمود

 PCRهای نوترکیب اگروباکتریوم در این بررسی برای تأیید کلونی

 ژن از رونویسی تأیید منظور به(. 11شکل )کلونی انجام شد 

LTP2، PCR کننده تأیید بازی جفت 939 باند وجود. شد انجام 

پروتئین  .است RNA سطح در( 19 شکل) LTP2ژن  از رونویسی

های  ال پلاسمید نوترکیب به سلولکل محلول در گیاه از انتق

صورت جداگانه مورد بررسی قرار گرفت  دست آمده و بهگیاهی به

های پروتئینی  در این پژوهش با استفاده از نمونه (.1جدول )

دست آمده، آزمون کاهش گلوکز نیز انجام گرفت و از آنجایی  به

وکز که در طی مراحل آزمایش اثر گلوکز گیاه صفر شده بود لذا گل

ایجاد شد ولی در  LicBM2گزارشگر تولیدی در اثر فعالیت ژن 

تولید نشد و در تجزیه حذف شد  های شاهد هیچ گلوکزی تیمار

ها نشان داده گل بیان موقت در آزمایشات بر پایه (.1جدول )

 ددههای سلولی رخ میاست که بیان ژن گزارشگر در تمام لایه

(Shang et al. 2007 .)از ژن گزارشگر  یدر یک بررسGUS  و

برای تولید گیاهان تراریخته مانند ارکیده  CaMV35Sپروموتر 

 .(Da Silva et al. 2011) استفاده شد

 

 

 

 

 

 

 
-جفت 111، مارکر E.coliهای نوترکیب در باکتری  تأیید کلونی -11شکل 

 LTP2ژن مورد بررسی  9و  1، 1بازی، 
 
 

 
؛ bp 111مارکر  -1نوترکیب؛  pBISN1-INهضم آنزیمی پلاسمید  -11شکل 

 پلاسمید برش خورده -1

 
در  Agrobacterium tumefactionsهای نوترکیب باکتری تایید کلونی -11شکل 

 .LTP2: مورد بررسی  جفت بازی؛ ژن 111مارکر : LBA4404 .Mسویه 

 

 
آمیزی و رنگ درصد 9روی ژل  RT-PCR الکتروفورز محصولات -19شکل 

 LTP2ژن  PCRبازی و محصول جفت  91مارکر : Mروماید؛ با اتیدیوم ب
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 (میکروگرم در میکرولیتر) پروتئین محلول در برگ لوبیا t آزمون -1جدول

 درصد ل یکاحتماطح دار در سمعنی **

 

 (میکروگرم در میکرولیتر)پروتئین فعال در برگ لوبیا میزان  t آزمون -1جدول

 درصد یک  احتمال حسط دار درمعنی **

 

در یک تحقیق به بررسی اگرواینفیلتریشن بر روی برگ و گلبرگ 

پرداخته شد  LBA4404اگروباکتریوم گیاه بادام با استفاده از سویه 

تر از برگ  های بادام بیش و مشخص شد که بیان موقت در گلبرگ

 .(Heidari Reyhani et al. 2014) بادام بود

در یک بررسی اگرواینفیلتریشن با استفاده از اگروباکتریوم سویه 

EHA105  وAGL1  و پلاسمیدpCAMBIA1304  در گلبرگ و

غلظت  ندر این بررسی، بهتری. ام شدکاسبرگ گل ارکیده انج

و بهترین زمان  1تا  9/1بین   OD600سوسپانسیون باکتری یعنی

برای بررسی بیان موقت در گلبرگ و کاسبرگ ارکیده سه روز پس 

در یک  (.Pinthong et al. 2014) آمد دست  از اینفیلتریشن به

ن نشان داده شد که سطح بیا (Wroblewski et al. 2005) بررسی

در مراحل مختلف نمو و سنین مختلف در گیاهان متفاوت است و 

های جوان قبل از گسترش و نیز  تزریق سوسپانسیون به برگ

زنده بودن سلول برای  .باشد های پیر دارای بیان ضعیف می برگ

های گیاهی بافت که سلولهنگامی .ضروری است بیان موقت

تری باشند، له فعالمورد استفاده از لحاظ فیزیولوژیکی در مرح

  (.Jung Kim et al. 2009) یابدمیزان بیان ژن افزایش می

هاله با  LicBM2و  LTP2اثر ضد باکتریایی پروتئین حاوی 

مشخص  12و  11، 2های تشکیل شده در اطراف دیسک در زمان

های ها در زمانمیانگین اندازه قطر هاله(. 12شکل )شده است 

های کنترل منفی ن نوترکیب و دیسکمختلف برای دیسک پروتئی

بیوتیک اثر به دلیل اینکه آنتی. استارائه شده( 19 شکل)و مثبت 

کشندگی بر باکتری داشت و قطر هاله با گذر زمان افزایش زیادی 

داشت، فقط برای مقایسه با نمونه پروتئین گیاهی از آن استفاده 

طراف دیسک های مربوط به قطر هاله ایجاد شده در ا شد و داده

 در که طور همان .ها مورد استفاده قرار نگرفتبیوتیک در آنالیزآنتی

پروتئین )تیمار  اثر شود می مشاهده واریانس تجزیه جدول

 .(9جدول )باشد  می دار معنی درصد یک سطح در (نوترکیب شیمر

 
-یلیم) مختلف هایزمان در هاله قطر واریانس اندازه تجزیه جدول -9جدول

 (متر

 (MS)میانگین مربعات  درجه آزادی نابع تغییرم

 31/21** 1 تیمار

 21/1** 1 زمان

 97/1** 1 زمان ×تیمار

 111/1 11 خطا
 درصد  یکاحتمال  حدار در سطمعنی **

 

 
 اولردیف . های تشکیل شده دراطراف نواحی رشد باکتریقطر هاله -12شکل 

 ،a:ترتیببه .ساعت 11پس از زمان  دومساعت و ردیف  ششپس از زمان 

اینفیلتریشن فاقد  محلول نمونه کنترل گیاهی برگ تزریق شده با)کنترل منفی 

 :c، (میکروگرم در میکرولیتر 11غلظت )پروتئین نوترکیب شیمر  :b، (پلاسمید

 11هر دیسک حاوی (. درصد 9/1اریترومایسین  بیوتیکآنتی)کنترل مثبت 

 .است میکرولیتر

 

 

 

 

 

 
های پروتئین یانگین قطر هاله تشکیل شده در اطراف دیسکم -19 شکل

عصاره )و کنترل منفی ( بیوتیک اریترومایسینآنتی) نوترکیب، کنترل مثبت

 (و لیکیناز LTP2پروتئینی گیاه بدون 

 

 درجه آزادی t تیمار

 برگ تزریق شده با پلاسمید

 برگ تزریق شده بدون پلاسمید

** 187/2 12 

 درجه آزادی t تیمار

 برگ تزریق شده با پلاسمید

برگ تزریق شده بدون 

 پلاسمید

**171/9 12 
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دهد که میانگین قطر هاله تشکیل شده در اطراف  می  نتایج نشان 

است که نسبت  متر میلی 122/7و لیکیناز  LTP2دیسک پروتئین 

 112/2با ( کنترل منفی)به میانگین اطراف هاله در عصاره گیاهی 

توان به اثر ضد پاتوژنی  که این امر را می. باشد تر می متر، بیش میلی

LTP2 (Kader 1996 )و لیکیناز (Sotchenkov et al. 2005) 

 . نسبت داد

اکتری ب. ای داردها ساختمان بسیار پیچیدهدیواره سلولی باکتری

عنوان یک باکتری گرم مثبت بی هوازی است استافیلوکوکوس به

دیواره سلولی این باکتری شامل پپتید و گلیکان، فسفولیپید، 

ها در دیواره وجود بتاگلوکان. باشدپروتئین و گلیکولیپید می

ها به اثبات رسیده است و پیوندهای بتا یک و چهار سلولی باکتری

 Taj bakhsh)ها وجود دارد ری از باکتریگلوکان در دیواره بسیا

2010 .) 

های مختلف  در سطح بالایی القا و به پاتوژن LTPی هاپروتئین

در آلودگی با قارچ  LTPژن . دهند گیاهی پاسخ می

Rhynchosporium secalis  در ارقام حساس افزایش بیان زیادی

و نیز  P.syringaeچنین در آلودگی با باکتری  دهد و هم نشان می

در آلودگی با ویروس موزائیک گل کلم در آرابیدوپسیس و 

ضد میکروبی خاصیت . زانتوموناس در فلفل افزایش بیان نشان داد

LTP  و بیان بالای آن در تنباکوی تراریخته و آرابیدوپسیس با

LTP ها به باکتری  جدا شده از جو و مقاومت آنP.syringae  به

  (.Wang et al. 2004)است  رسیده اثبات

شود اثر زمان نیز در جدول تجزیه  همانطورکه مشاهده می

با گذشت زمان و . دار شدواریانس در سطح یک درصد معنی

. تر شد گیری هاله پس از شش ساعت اندازه هاله کوچکاندازه

ساعت نیز اقدام  12و  11های گیری قطر هاله در زمانبرای اندازه

تر شد و باکتری  ندازه کوچکشد اما پس از گذشت این زمان ا

دهد که پروتئین این امر نشان می. روی دیسک را کاملاً پوشانید

-نوترکیب فقط اثر بازدارندگی بر باکتری داشته و همانند آنتی

کند و با مرور زمان اثر بازدارندگی بیوتیک اثر کشندگی ایجاد نمی

تیک بیواین در حالی است که آنتی. کند آن نیز کاهش پیدا می

همچنین اثر . کندهمچنان خاصیت ضد باکتریایی خود را حفظ می

. دار شده است صد معنیمتقابل تیمار در زمان نیز در سطح یک در

از طریق مهندسی ژنتیک، استفاده از  انیک هدف مهم بهبود گیاه

 های جدید برای توسعه گیاهان زراعی مقاوم در برابر بیماری ژن

 LTPگفت که گیاهان تراریخته دارای ژن توان  بنابراین می .است

 . های زنده و غیر زنده مقاوم باشند توانند در برابر تنش می
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