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دهند و ينشان م قوی يکروبيم ضد یهاتيفعال ياهيگ یهادر برابر پاتوژن يکروبيم ضد یدهايپپت

در این مطالعه برای انتقال ژن پپتيد ضد ميکروبي  هستند.متداول سموم  ایرب يخوب هاینیگزیجا

rT1 از سویه  گياه چای ترش به گندمLBA4404  اگروباکتریوم حامل پلاسميد نوترکيب

pBI121-rT1 های جنين بالغ چهار رقم گندم )سایسون، بهار، چمران و آرتا( استفاده شد. ریزنمونه

گرم در ليتر دهي حاوی دو ميلييون باکتری به محيط گزینشي کالوسکشتي با سوسپانسپس از هم

2,4-D گرم در ليتر و دو ميليPicloram  بيوتيک کانامایسين و گرم در ليتر آنتيميلي 50به همراه

زا پس از رشد در محيط گزینشي، های جنينگرم در ليتر سفوتاکسيم منتقل شدند. کالوسميلي 500

گرم در ليتر ميلي 250گرم در ليتر کانامایسين و ميلي 25حيط باززایي حاوی انتخاب و بعد به م

به کمک  تگياهان تراریخر سطح رونویسي در د rT1حضور و بيان ژن سفوتاکسيم انتقال یافتند. 

براساس تایيد شد.  RT-PCR و PCR هایبا استفاده از روشترتيب به اختصاصيهای رآغازگ

گياه تراریخت،  11گياه تراریخت بودند. از بين  11راریخت احتمالي فقط گياه ت 15نتایج از بين 

، چهار گياه مربوط به رقم بهار با درصد 6/1پنج گياه مربوط به رقم سایسون با درصد تراریختي 

بودند. از رقم آرتا هيچ  6/0و دو گياه مربوط به رقم چمران با درصد تراریختي  3/1تراریختي 

 ت نيامد. گياه تراریختي بدس

 های کلیدیواژه
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Abstract 

Antimicrobial peptides display powerful antimicrobial activities against a large set of plant pathogens and 

are a good alternative to conventional toxins. To transfer rT1 gene of Hibiscus sabdariffa to wheat, 

Agrobacterium tumefaciens strain LBA4404 harboring the pBI121-rT1 plasmid was used. Mature embryo 

explants of four wheat cultivars including the Saison, Bahar, Chamran and Arta after co-cultivated with 

A. tumefaciens suspension were transferred to a selective callus medium containing 2 mg/l 2,4-D, 2 mg/l 

Picloram, 50 mg/l Kanamycin and 500 mg/l Cefotaxime. Embryogenic calli were selected after growth in 

a selective medium and then transferred to a regenerative medium containing 25 mg/l Kanamycin and 250 

mg/l Cefotaxime. The presence and expression of rT1 gene at the transcriptional level in transgenic plants 

were confirmed by PCR and RT-PCR methods respectively using specific primers. Based on the RT-PCR 

results, the rT1 gene was expressed in transgenic wheat plants. In this study, out of 15 possible transgenic 

plants, only 11 were transgenic. Among transgenic plants, five plants belonged to Saison cultivar with 1.6 

transgenic percentage, four plants represented to the Bahar cultivar with 1.3 transgenic percentage and 

two plants belonged to the Chamran cultivar with 0.6 transgenic percentage. No transgenic plant was 

obtained for the Arta cultivar.  

 

Keywords: Agrobacterium, Antimicrobial peptides, rT1 gene, RT-PCR, Transgenic wheat. 
 

 

  مقدمه

ای، ( گیاهی یک ساله، علفی، تک لپهTriticum aestivum Lگندم )

افشان از خانواده گندمیان و از جنس روز بلند و خودگرده

ترین گیاهان زراعی است که تریتیکوم است. این گیاه یکی از مهم

ترین محصول غذایی جهان ها نفر به عنوان اصلیتوسط میلیون

توانایی سازگاری گندم با  (Ogihara et al. 2016)شود ه میاستفاد

های قابل های مختلف به حدی است که در بیشتر زمیناقلیم

 20درصد کالری کل و  21کند. این محصول کشت جهان رشد می

های در حال میلیارد نفر را در کشور 5/4درصد پروتئین مورد نیاز 

های در طول سال. (Borisjuk et al. 2019)کند توسعه تأمین می

دهندگان اخیر با توجه به افزایش تقاضا و شرایط محیطی، پرورش

های کیفی، مقاومت در در جهت افزایش پتانسیل عملکرد، ویژگی

های زیستی و غیر زیستی در جهت اصلاح آن اقدام برابر تنش

اند. اگر چه اصلاح سنتی گندم در بهبود آن تأثیرگذار است نموده

ژنی )بمباران های زیستی مدرن مانند تفنگز فناوریاما استفاده ا

تر ارقام بهبود یافته کمک ای( و اگروباکتریوم به توسعه سریعذره

-آفات و بیماریزیستی کنترل . (Supartana et al. 2006)کند می

گیاهی شاخص مهمی در تولید محصولات کشاورزی سالم های 

با توجه به اینکه بهداشت محیط و سلامت انسان از  .باشدمی

بسیاری برای کاهش  هایپژوهش، است اهمیت بسیاری برخوردار

یاهی های گکننده و افزایش مقاومت گونهآثار مخرب عوامل آلوده

استفاده ها راهکار یکی از اینت. صورت گرفته اسها آن در برابر

 این .( استAntimicrobial peptide) میکروبی از پپتیدهای ضد

اسیدآمینه و  100تا  15پپتیدها ترکیبات زیست فعالی به طول 

 براساس باربخشی از سیستم دفاع ذاتی موجودات زنده هستند که 

 Badr) شوندمی تقسیمو شکل به دو گروه آنیونی و کاتیونی 

Hadad et al. 2017) . پپتیدهای ضد میکروبی به مقدار کم در

شوند و باعث ایجاد مقاومت در گیاهان در برابر گیاهان بیان می

شوند و انتخاب زا و آفات میطیف وسیعی از عوامل بیماری

ها هستند. بنابراین به کمک بیوتیکمناسبی برای جایگزینی با آنتی

طور گسترده توان این پپتیدها را بهای مهندسی ژنتیک میتکنیک

به عنوان عوامل درمانگر و جایگزین سموم و داروهای خطرناک 

 Marinaccio)زای گیاهی و انسانی معرفی کرد علیه عوامل بیماری

et al. 2022) .شامل  عمدهگروه  به چندی ضد میکروبی پپتیدها

غیره تقسیم  و ، تیونینسکنین، اهوئین، نوتین، سیکلوتیددیفنسین، 

 در دیواره نوتینگروه  یدهایپپت. (Li et al. 2021)شوند می

وجود دارند. همچنین از ها و اجسام پروتئینی گیاه سلولی، واکوئل

-، استفادهعلیه پروتئازکنندگی به دلیل پایداری و فعالیت مهارها آن
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( کوچکترین Roseltid) rT1ژن شود. های درمانی بسیاری می

 گیاه چای ترشاز است که  پروتئینی نوتین یخانواده عضو

(Hibiscus sabdariffa )های که به نامRoselle  وred sorrel  نیز

با بار کوچکی  پپتید . این ژنشود جداسازی شده استیمشناخته 

کند که دارای شش اسیدآمینه اسیدآمینه تولید می 27و  مثبت

آمینه سیستئین با اسیدهای. (Loo et al. 2016) است سیستئین

ای در پپتیدهای ضد سولفیدی ساختار فشردهپیوندهای دی تشکیل

زای کنند که در مقابل آفات و عوامل بیماریمیکروبی ایجاد می

 .(Wang et al. 2016)کنند مختلف بعنوان سپر دفاعی عمل می

 (.1چای ترش نیز وجود دارد )شکل  rT1این ساختار در پپتید 

در انسان به عنوان یک مهارکننده در برابر تجمع نوتین ژن بیان 

هایی باعث جلوگیری از بیماریکند که عمل می الاستازنوتروفیل

 شودمیالتهابی های و انواع مختلفی از بیماری آسم همچون

(Kam et al. 2019) . اولین گیاه گندم تراریخت بارور توسط

ای تولید ( با استفاده از روش بمباران ذره1992واسیل و همکاران )

انتقال ژن به واسطه اگروباکتریوم به . (Aadel et al. 2018)شد 

کشتی و وجود دلیل پایداری پلاسمیدها در تمام طول دوره هم

در آن، نسبت به روش تفنگ ژنی  T-DNAتعداد نسخه پایین 

. دستیابی به گیاهان (Jasdeep and Avijit 2015)موثرتر است 

های دقیق باززایی و استفاده از ریزنمونه تراریخت نیازمند روش

مناسب است. کشت بافت یا تکثیر غیرجنسی روشی است که 

توان به باززایی گیاهان تراریخت پرداخت بوسیله آن می

(Ahmadpour et al. 2018) در این روش در مدت زمان کوتاه و .

ای توان تعداد زیادی گیاه در محیط درون شیشهفضایی محدود می

با محتوای ژنتیکی یکسان و کیفیت یکنواخت تولید کرد 

(Benderradji et al. 2012). سازی کشت بافت در منظور از بهینه

گندم، ایجاد بستری مناسب برای انتقال ژن به گیاه و بررسی تمام 

 .Lantos et al)ای است مراحل تکوین گیاه در شرایط درون شیشه

آذین نارس های مختلف از جمله گلدر گندم از ریزنمونه. (2019

و جنین بالغ برای تولید کالوس استفاده شده است. کشت جنین 

نارس به عنوان ریزنمونه برتر برای انتقال ژن و مطالعات کشت 

. (Parmar et al. 2012)کالوس در گندم معرفی شده است 

پذیر دسترسی به جنین نارس گندم در تمام فصول سال امکان

های بالغ با توجه به اینکه در تمام نیست، بنابراین استفاده از جنین

تواند جایگزین مناسبی برای طول سال قابل دسترسی است، می

. (Aydin et al. 2016)انتقال ژن به واسطه اگروباکتریوم باشد 

ای ای دشوارتر از گیاهان دولپهلپهتولید کالوس در گیاهان تک

است به همین علت برای القاء و تشکیل کالوس نیاز به بررسی 

های رشد، کنندهعوامل مختلفی، مانند ژنوتیپ، ریزنمونه، تنظیم

-کشت، مدت زمان پیشاستوسیرینگون، مواد موجود در محیط

بیوتیک گزینشگر در تولید و کشتی، سویه باکتری، آنتیکشت، هم

 Bouiamrine and El-Halimi)باشد باززایی گندم تراریخت می

2012) . 

شت کورالعملی کارآمد برای هدف از انجام این پژوهش ارائه دست

اصل های حرقم گندم با استفاده از کالوس 4بافت و ریزازدیادی 

و  از کشت جنین بالغ و نیز ارائه روشی مفید برای انتقال ژن

تراریزش ژنتیکی گندم با استفاده از اگروباکتریوم سویه 

LBA4404  حامل وکتورpBI121 های مقاومت به آنتیدارای ژن-

 باشد. می rT1مایسین و پپتید ضد میکروبی بیوتیک کانا

 

CIPRGGICLVALSGCCNSPGCIFGICA 

 
چای ترش  rT1پپتید توالی پپتیدی و ساختار سه بعدی  -1شکل 

(PDB:5GSF )(https://www.rcsb.org) این پپتید دارای شش .

 سولفیدی است.های دیاسیدآمینه سیستئین برای تشکیل پل

Fig 1. Peptide sequence and 3-dimensional structure of 

rosell rT1 peptide (PDB: 5GSF) (https://www.rcsb.org). 

This peptide contains six cysteine amino acids to form 

disulfide bridges. 
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  هاروش و مواد

های مورد مطالعه در این پژوهش شامل ژنوتیپ: مواد گیاهی

ایسون، بهار، آرتا و چمران از مؤسسه های سچهار رقم گندم به نام

های با تحقیقات اصلاح و تهیه نهال و بذر )کرج( تهیه شد. دانه

 70ها با الکل ظاهر سالم برای ضدعفونی انتخاب شدند. ابتدا دانه

 5/2سدیم درصد به مدت یک دقیقه و سپس با محلول هیپوکلریت

در دمای  دقیقه 15به مدت  20درصد همراه با یک قطره تویین 

ور شدند. پس از چهار بار شستشو با گراد غوطهدرجه سانتی 25

های ضدعفونی شده در یک ارلن استریل آب مقطر استریل، دانه

ساعت در یخچال نگهداری  48حاوی آب مقطر استریل به مدت 

شدند. پس از آن، جنین از دانه تورم یافته با کمک تیغ اسکالپل از 

استای طولی دانه و با برداشتن آندوسپرم ناحیه محور جنینی در ر

گرم در لیتر  30استفاده شده حاوی  MSخارج شد. محیط کشت 

کشت با  محیط pHگرم در لیتر اینوزیتول بود. میلی 100ساکارز و 

تنظیم شد. پس از  8/5یک مولار روی  NaOH/HClاستفاده از 

ه و در کننده اضاف، شش گرم در لیتر آگار به عنوان ژلpHتنظیم 

دقیقه  20گراد و فشار یک اتمسفر به مدت درجه سانتی 121دمای 

عدد جنین قرار گرفت.  25اتوکلاو شد. در هر محیط کشت 

ها رو به بالا باشد های بالغ به نحوی که ناحیه اسکوتلوم آنجنین

( به مدت دو شب در تاریکی در MSE1کشت )در محیط پیش

شنایی و هشت ساعت ساعت رو 16اتاقک رشد تحت تیمار 

 Hensel et)گراد قرار گرفتند درجه سانتی 25±1تاریکی در دمای 

al. 2017). 

در  rT1هیچ توالی نوکلئوتیدی برای پپتید :  rT1 انتقال سازه ژنی

 27سازی کدونی پپتید ای ثبت نشده است. بهینههیچ پایگاه داده

سازی آن برای اولین بار چای ترش و همسانه rT1آمینواسیدی 

( انجام شد. 1400توسط سهندی خلیفه کندی و دهقان نیری )

جفت بازی  81به ابتدای توالی  rT1برای طراحی سازه ژنی 

  EMBOSS Backtranseq افزار طراحی شده بوسیله نرم

(https://www.ebi.ac.uk )18  نوکلئوتید مربوط به نشانه هیس

(His tag و )نوکلئوتید مربوط به توالی کزاک و به انتهای  12

 3و  KDELنوکلئوتید مربوط به توالی  12توالی طراحی شده، 

نوکلئوتید مربوط به توالی خاتمه اضافه گردید. به منظور سهولت 

سازی در ابتدای توالی جایگاه برش آنزیم کار هنگام همسانه

BamHI های نزیمو در انتهای توالی جایگاه برش آSacI  وXbaI 

حاوی سازه ژنی با روش شوک  pBI121اضافه شدند. ناقل بیانی 

-انتقال داده شد. باکتری DH5αسویه  E. coliالکتریکی به باکتری 

گرم میلی 50جامد حاوی  LBهای ترانسفورم شده روی محیط 

-بیوتیک کانامایسین کشت شدند و پلاسمید از کلونیدر لیتر آنتی

رده روی محیط کشت گزینشی استخراج شد. های رشد ک

بوسیله واکنش   rT1حامل ژن  pBI121پلاسمیدهای نوترکیب 

PCR سازی ژن طراحی و هضم آنزیمی تایید و درستی همسانه

 Sahandi Khalifeh-Kandy and)یابی تایید شد شده بوسیله توالی

Dehghan Nayeri 2021) . در این پژوهش از ناقل بیانیpBI121 

بیوتیک کانامایسین جهت حامل ژن گزینشگر مقاومت به آنتی

 چای ترش به گیاه گندم استفاده شد. rT1انتقال سازه ژنی 

از اگروباکتریوم : سازی سوسپانسیون باکتریایی تلقیحآماده

 LBA4404( سویه Agrobacterium tumefaciensتومفاسینس )

و نشانگر  rT1 نوترکیب برای انتقال ژن pBI121ید حامل پلاسم

ها، انتخابی کانامایسین استفاده شد. دو روز قبل از تلقیح ریزنمونه

های اگروباکتریوم حاوی پلاسمید نوترکیب )حامل ژن تک کلنی

rT1 در محیط )LB  گرم بر لیتر کانامایسین و میلی 50مایع حاوی

ر انکوباتور شیکردار با سرعت گرم بر لیتر ریفامپیسین دمیلی 75

rpm250  گراد به مدت دو شب کشت درجه سانتی 28و دمای

ساعت، به منظور افزایش کارایی  48داده شدند. طی مدت زمان 

میکرولیتر از محلول باکتری رشد یافته همراه با  500تراریزش، 

لیتر محیط میلی 50های کانامایسین و ریفامپیسین به بیوتیکآنتی

های تازه، به مدت پنج تازه منتقل و برای رشد باکتری LBکشت 

ساعت در انکوباتور شیکردار قرار داده شد. در این پژوهش برای 

 ODهای باکتری از اسپکتوفتومتر )گیری تراکم سلولاندازه

600nm= 0/6)  استفاده شد. پس از رشد باکتری سوسپانسیون

 rpm6000سرعت دقیقه و با  10حاوی اگروباکتریوم به مدت 

مایع به  MS2/1سانتریفیوژ و رسوب باکتری در محیط کشت 

عنوان محیط کشت پایه برای تلقیح رقیق شد. در محیط کشت 

میکرومولار استوسیرینگون برای تحریک، آزادسازی  200تلقیح از 

 ها استفاده گردید.به ریزنمونه T-DNAو ورود 
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های بالغ به ها، جنینونهبه منظور تلقیح ریزنم :هاتلقیح ریزنمونه

ظرف حاوی محلول باکتری منتقل شدند و به مدت یک ساعت 

های بالغ آلوده در شرایط تاریکی قرار گرفتند. پس از آن، جنین

( انتقال یافتند و به 1( )جدول MSE2کشتی )شده به محیط هم

مدت سه روز در تاریکی قرار داده شدند تا حمله اگروباکتریوم 

 صورت پذیرد.  بصورت کامل

 

 های کشت مختلف مورد استفاده در تراریختی گیاهان گندمترکیبات محیط -1 جدول

Table 1. Compositions of different culture media used in wheat transformation 
Name of culture medium Composition of culture medium 

 pre-culture (MSE1) MS (Macro+ Micro+ Vitamin+ Sucrose+ Agar) +200 mg/l Casein کشت پیش

hydrolysate 

 co-culture (MSE2) MSE1 + 2 mg/l 2,4-D +2 mg/l Picloramکشتی هم

 rest medium  (MSE2cef) MSE2 + 500 mg/l Cefotaxime + 50 mg/l Kanamycinمحیط استراحت

 selective medium (MSE2kana) MSE2 + 500 mg/l Cefotaxime + 50 mg/l Kanamycin محیط انتخابی

 regenerative medium (MSER) MSE2 + 25 mg/l Kanamycin+ 250 mg/l Cefotaximeمحیط باززایی 

 rooting medium (MS2/1) MS halfزایی محیط ریشه

 

-پس از سه روز هم: انتخاب و باززایی گیاهان گندم تراریخت

گرم میلی 500مایع همراه با  MSحیط کشت ها در مکشتی، ریزنمونه

در لیتر سفوتاکسیم برای حذف اگروباکتریوم انتقال یافتند و پس از 

چندین بار شستشو، روی کاغذ صافی استریل قرار گرفتند تا 

های تلقیح شده به محیط ها گرفته شود. جنینرطوبت اضافی آن

شرایط ( انتقال یافتند و تحت 1( )جدول MSE2cefاستراحت )

گراد در فیتوترون به مدت هفت درجه سانتی 25±1تاریکی و دمای 

ها به محیط روز نگهداری شدند. بعد از گذشت هفت روز، ریزنمونه

در  25±1تحت شرایط تاریکی و دمای  (MSE2kanaدهی )کالوس

روز نگهداری شدند. هر هفت روز واکشت  21فیتوترون به مدت 

دهی تورهایی شامل درصد کالوسانجام شد و طی این مدت، فاک

( و 100×های بالغ های تولید شده به کل جنین)نسبت کالوس

ها زا به کل کالوسهای جنینزایی )نسبت کالوسدرصد جنین

دهی، گیری شد. پس از طی مدت زمان کالوس( اندازه100×

( جهت MSERزا به محیط باززایی انتخابی )های جنینکالوس

زایی، به اتاقک زایی و ریشهو تحریک شاخه کنترل رشد باکتری

ساعت  16گراد و درجه سانتی 25±1رشد تحت شرایط دمایی 

زا، های جنینروشنایی و هشت ساعت تاریکی انتقال یافتند. کالوس

به رنگ کرم روشن بوده و ظاهری ترد و شکننده داشتند. با مشاهده 

شه به محیط های باززا شده جهت تولید ریزایی، گیاهچهشاخه

MS2/1 ها هر ها منتقل شدند. واکشت نمونهبیوتیکهمراه با آنتی

ها به مدت دو هفت روز انجام شد و تا محکم شدن ریشه، نمونه

هفته در این محیط قرار گرفتند. در این مدت فاکتورهایی شامل 

دار شده به کل زای شاخههای جنینزایی )نسبت کالوسدرصد ساقه

-ها و کالوسزایی )نسبت گیاهچه(، ریشه100×زا نهای جنیکالوس

( و 100×زا های جنیندار شده به کل کالوسزای ریشههای جنین

های بالغ های تراریخت به کل جنیندرصد تراریزش )نسبت گیاهچه

های گیری شد. گیاهچه( اندازه100×تلقیح شده با اگروباکتریوم 

لیت و خاک باغچه به دار شده به گلدان حاوی مخلوط پرریشه

نسبت یک به یک منتقل شدند و در اتاقک رشد تحت شرایط دمایی 

ساعت روشنایی و هشت ساعت  16گراد، درجه سانتی 18-21

تاریکی تا زمان رسیدن به سازگاری قرار گرفتند. گیاهان با محیط 

های گندم لازم بود تغذیه مایع که برای رشد گیاهچه MSکشت 

  شدند.

برای بررسی : PCRو تأیید انتقال ژن با روش  DNAاستخراج 

ژنومی گیاهان سبز روی  DNAمولکولی گیاهان تراریخت احتمالی، 

 Aboul-Maaty)استخراج شد  CTABمحیط کشت انتخابی با روش 

and Oraby 2019) . برای تایید تراریختی گیاهان حاصل و اثبات

با آغازگرهای اختصاصی این ژن  PCR، از واکنش rT1حضور ژن 

استخراج شده از گیاهان تراریخت و شاهد  DNA( و 2)جدول 

گراد درجه سانتی 94در چرخه حرارتی  PCRاستفاده شد. واکنش 

 94چرخه )هر چرخه شامل یک دقیقه در  35به مدت پنج دقیقه و 
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گراد( درجه سانتی 72درجه و یک دقیقه در  54ثانیه در  30درجه، 

گیاه شاهد غیر تراریخت به عنوان  DNAانجام شد. در واکنش از 

کنترل منفی و پلاسمید حاوی ژن موردنظر به عنوان کنترل مثبت 

برای تأیید تراریزش گیاه استفاده شد. الکتروفورز محصولات 

 درصد انجام شد. 2آگارز روی ژل  PCRحاصل از واکنش 

با  rT1و بررسی رونویسی ژن  cDNA، سنتز RNAاستخراج 

کل از بافت برگ گیاه گندم با  RNAاستخراج : RT-PCRروش 

شرکت سیناکلون به شرح زیر انجام  Plus TMRNXاستفاده از کیت 

گرم از بافت برگ در ازت مایع پودر شد و میلی 100شد. در ابتدا 

به آن اضافه شد و بعد  Plus TMRNXبافر استخراج  لیتر ازیک میلی

پنج ثانیه ورتکس و پنج دقیقه روی یخ نگهداری شد. در مرحله بعد 

ثانیه میکروتیوب با  15میکرولیتر کلروفرم به آن اضافه و برای  200

دور  12500دقیقه با سرعت  15دست به آرامی سر و ته شد و برای 

گراد سانتریفیوژ شد. فاز رویی نتیدر دقیقه در دمای چهار درجه سا

است به میکروتیوب جدید منتقل شد و هم حجم  RNAکه حاوی 

دقیقه روی یخ نگهداری  15آن، ایزوپروپانول سرد اضافه و به مدت 

دور در دقیقه در  12500دقیقه با سرعت  15ها به مدت شد. نمونه

با احتیاط  گراد سانتریفیوژ شدند. مایع روییدمای چهار درجه سانتی

درصد  70لیتر اتانول خارج شد و به رسوب باقی مانده یک میلی

دور در دقیقه در دمای  75000اضافه و برای هشت دقیقه با سرعت 

گراد سانتریفیوژ انجام شد. مایع رویی دور ریخته چهار درجه سانتی

میکرولیتر  20شد و میکروتیوب در شرایط محیط خشک شد. مقدار 

به آن اضافه شد. برای  DEPCطیر تیمار شده با آب دو بار تق

استخراج شده روی ژل آگارز بارگذاری  RNAاطمینان از کیفیت 

با  RNA، برای حذف آلودگی احتمالی cDNAشد. قبل از ساخت 

DNA  ژنومی، از آنزیمDNase I  محصول شرکت فرمنتاز استفاده

 cDNAبا استفاده از دستورالعمل کیت  cDNAشد. سپس سنتز 

Synthesis .شرکت سیناکلون انجام شد  

سنتز شده و  cDNAدر سطح رونویسی، از  rT1برای تایید بیان ژن 

 RT-PCR( در واکنش 2آغازگرهای اختصاصی این ژن )جدول 

درجه  94سیکل و دمای واسرشت  35استفاده شد. این واکنش در 

راد گدرجه سانتی 54گراد به مدت چهار دقیقه، دمای اتصال سانتی

ثانیه  20گراد به مدت درجه سانتی 72ثانیه، دمای گسترش  30برای 

گراد به مدت پنج دقیقه درجه سانتی 72و دمای گسترش نهایی 

 (.4انجام شد )شکل 

 

 در گیاهان تراریخت rT1ای پلیمراز جهت تایید حضور و بیان ژن آغازگرهای مورد استفاده در واکنش زنجیره -2جدول 

Table 2. Primers used in PCR analysis for confirmation of presence and expression of rT1 gene in transgenic plants. 
Gene name Primer sequence Amplified fragment (bp) 

rT1 Forward: TGTATTCCAAGAGGAGGTAT 
Reverse: AGCGCAAATACCAAAAATACA 

138 

  

  و بحث نتایج

یکروبی جزء سیستم ایمنی گیاهان هستند و در پپتیدهای ضد م

-های مختلف گیاه تولید میزا در اندامصورت حمله عوامل بیماری

 سوخت و ساز صرف انرژیبا  بالا وسرعت  ابها این پپتید شوند.

کوتاهی سنتز مدت زمان در  و در مقادیر زیاد یراحتکم، به بسیار

مورد هدف  و آفات را زاعوامل بیماریای از طیف گسترده و شده

بسیاری از پپتیدهای ضد (Campos et al. 2018). دهند قرار می

های در میکروارگانیسم ءغشا یریافزایش نفوذپذاز طریق میکروبی، 

-به دلیل پیدایش پاتوژنبرند. این پپتیدها ها را از بین میآن هدف،

موردتوجه در حوزه پزشکی های رایج بیوتیکبه آنتی های مقاوم

بعنوان مثال، پپتید . (Spohn et al. 2019) اندزیادی قرار گرفته

Thi2.1 است که توسط پاتوژن سیدوپسیفراوان در آراب نیونیت کی-

-Báez)ود شمی تولید کیجاسموندی(، زخم و اسومیها )مانند فوزار

Magaña et al. 2018).  از پپتیدهای ضد میکروبی علاوه بر ایجاد

-به عنوان نگهدارندهی و انسانی اهیگ یزایماریعوامل ب مقاومت علیه

با فساد  تمرمبارزه مس یممکن برا یراه حلو  ییبالقوه مواد غذا یاه

. (Shwaiki et al. 2021)شود استفاده می آنها عاتیو ضا ییمواد غذا

-یولاف روی باکتری AsDef1پژوهشگران تاثیر پپتید ضد میکروبی 
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های گرم مثبت و گرم منفی تایید و استفاده از این پپتید برای تولید 

گیاهان تراریخت مقاوم به عوامل بیماریزا پیشنهاد شده است 

(Emamifar et al. 2021) .یکروبیضد م پپتیدDrsB1  ثر ضد ا

ها در گیاه تراریخت توتون علیه پاتوژن قویو ضد قارچی  باکتریایی

 گیاهانبرای تولید ارقام مقاوم نشان داد. از این پپتیدها میتوان 

 Khademi and) علیه بیمارگرها استفاده نمود تراریخت زراعی

Nazarian-Firouzabadi 2019) . ضد  دیژن پپتدر پژوهشی

-بیتوتون و س اهیبه دو گ ومیاگروباکتر توسط گانانیام یکروبیم

پپتید  این عصاره پروتئینی گیاهان بیان کننده انتقال داده شد. ینیزم

از اینرو های بیماریزای انسانی جلوگیری کرد. از رشد میکروب

ایع در صن استفادهپپتیدهای ضد میکروبی در گیاهان برای تولید 

 .(Badr Hadad et al. 2019)توصیه شده است داروسازی 

 27پتید ضد میکروبی مورد مطالعه در پژوهش حاضر، پپتید 

(، یک پروتئین نوتین با 1)شکل  rT1یا  Roseltideای اسیدآمینه

الاستاز انسانی است که از گیاه چای خاصیت مهارکنندگی نوتروفیل

جداسازی شده و پتانسیل دارویی  (Hibiscus sabdariffa)ترش 

الاستاز دارد رتبط با نوتروفیلهای مبالایی برای درمان بیماری

(Robinson et al. 2016) . جنین بالغ گندم  1250از در این پژوهش

ارقام سایسون، بهار، چمران و آرتا به عنوان ریزنمونه برای انتقال 

های چهار رقم ونهچای ترش به گندم استفاده شد. ریزنم rT1ژن 

دهی گندم چند روز پس از قرار گرفتن در محیط کشت کالوس

 Picloramگرم در لیتر و دو میلی D,2,4گرم در لیتر حاوی دو میلی

-بیوتیک کانامایسین و سفوتاکسیم، شروع به کالوسبه همراه آنتی

(. در هفته اول رشد 2، )شکل (Parmar et al. 2012)زایی کردند 

ها رشد بیشتری از خود ها کم بود اما از هفته دوم کالوسکالوس

های سوم و چهارم رخ ها بین هفتهنشان دادند. بیشترین رشد کالوس

های بدست آمده از نظر ساختار متراکم، ترد، شکننده و داد.کالوس

زرد )به دارای سطحی ناهموار و از نظر رنگ کرم روشن مایل به 

-علت قرارگیری در تاریکی و عدم تولید کلروفیل( بودند. تنظیم

های داری بر القای کالوس و باززایی جنینهای رشد تاثیر معنیکننده

با غلظت دو  D,2,4و  Picloramهای بالغ دارند. استفاده از هورمون

های بالغ در گرم در لیتر باعث القای کالوس و باززایی جنینمیلی

نتایج  . براساس(Parmar et al. 2012)شود ای میلپهان تکگیاه

هایی نظیر حاصل، ارقام سایسون، بهار، آرتا و چمران از نظر ویژگی

زایی و درصد تراریزش با یکدیگر زایی، درصد ریشهدرصد شاخه

 4جدول )تجزیه و تحلیل آماری  (. نتایج3-5تفاوت دارند )جدول 

 ،ییزانیجن ،ییزااز نظر کالوس ارقامبهترین ( نشان داد که 5و 

 بهار، چمران و آرتا سون،یسا بیترتبه شهیر دیولو ت ییزاشاخه

را  ییباززا نیو رقم آرتا کمتر ییباززا نیشتریب سونی. رقم ساهستند

-رقم سایسون نسبت به سایر ارقام دارای درصد شاخه .ندنشان داد

زایی در رقم سایسون دهی بیشتری بود. درصد شاخهزایی و ریشه

درصد و در  40، در رقم آرتا درصد 4/44 درصد، در رقم بهار 5/54

زایی در درصد بود. بیشترین میزان درصد ریشه 5/37رقم چمران 

درصد و  11/21درصد و سپس در رقم بهار با  2/27رقم سایسون با 

زایی کمترین درصد بود و رقم آرتا بدون ریشه 15رقم چمران با 

شدند  میزان را نشان داد. هنگامیکه گیاهان به محیط باززایی منتقل

دهی دهی و پس از مدت کوتاهی شروع به ریشهشروع به شاخه

دهی کردند هایی که ابتدا شروع به ریشهکردند. در حالیکه گیاهچه

دهی از خود نشان ندادند و کاملا از بین رفتند. در هرگز علائم شاخه

کشت  های شاهد در زمان انتقال به محیطها نمونههمه آزمایش

کشت  بین رفتند. تعداد گیاهان باززا شده در محیط انتخابی کاملا از

گیاه دارای  15گیاه بود که از بین آنها  30بیوتیک انتخابی حاوی آنتی

دهی بودند که هفت گیاه مربوط زایی و ریشهبیشترین درصد شاخه

به رقم بهار، شش گیاه از رقم سایسون و دو گیاه مربوط به رقم 

های کشت کانامایسین در محیط بیوتیکچمران بود. وجود آنتی

زایی زایی و ریشهدهی و باززایی منجر به عدم تولید شاخهکالوس

بیوتیک کانامایسین حتی در شد. نتایج بدست آمده نشان داد که آنتی

زایی ها و جلوگیری از ریشهمقادیر کم موجب از بین رفتن شاخه

یی باعث بیوتیک کانامایسین در محیط کشت باززاشد. حذف آنتی

 زا شاخه و ریشه تولید کنند.های جنینشد که کالوس

 

ای پلیمراز با به منظور تایید تراریختی گیاهان گندم، واکنش زنجیره

 15گیاهان احتمالا تراریخت انجام شد. از بین  DNAاستفاده از 

لاین حضور داشت ولی وجود  11در  rT1لاین انتخاب شده، ژن 

که حاوی  +Cوجود باند در نمونه  د نشد.در رقم آرتا تایی rT1ژن 

پلاسمید موردنظر است بعنوان کنترل مثبت بیانگر صحت آزمایش 

PCR دهنده این است باشد. عدم وجود باند در نمونه آب، نشانمی
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اسیدنوکلئیکی است.  عاری از هرگونه آلودگی PCRکه واکنش 

غیر )بعنوان گیاه شاهد  w.tهمچنین عدم وجود باند در چاهک 

و  3در گیاه شاهد است )شکل  rT1تراریخت( نشانه عدم وجود ژن 

4 .) 

 

 

 

 

-های جنینقا ساقه هوایی از کالوسب( ال .MSهای بالغ روی محیط کشت مراحل کشت و القاء کالوس و باززایی گیاه گندم از ریزنمونه جنین بالغ. الف( جنین -2شکل 

زا. ز( ه هوایی حاصل از کالوس جنینه، و( القا ساق .زاهای جنیند( نمای نزدیک از یک کالوس .بالغ متورم شده ( نمای نزدیک از جنینزای بدست آمده از جنین بالغ. ج

 طبیعی. ان با شرایطدار انتقال یافته به خاک. ط( سازگار کردن گیاههای ریشهزایی. ح( گیاهچههای باززا شده انتقال یافته به محیط کشت ریشهگیاهچه
Fig 2. Stages of culture, callus induction and regeneration of wheat plant from mature embryo explants. A) Mature embryos on 

MS medium. B) Aerial shoot induction from embryogenic callus obtained from mature embryos. C) A close-up of a swollen 

mature embryonic. D) Close-up of an embryogenic callus. E, F) Aerial shoot induction from embryogenic callus. J) 

Regenerated seedlings transferred to root culture medium. H) Rooted seedlings transferred to soil. I) Adapting plants to natural 

conditions. 
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 های باززا شده از جنین بالغ گندم در تراریزش توسط اگروباکتریومفراوانی گیاهچه -3 جدول

Table 3. Abundance of seedlings regenerated from mature embryo using Agrobacterium-mediated transformation 
Cultivars 

 

Agrobacterium 

strain 
Number of 

mature 

embryo 

explants 

Percentage 

of callus 
Percentage of 

embryogenesis 
Percentage 

of 

branching 

Percentage 

of rooting 
Number of 

transgenic 

seedlings 

Transformation 

percentage 

Saison LBA4404 300 66.6 55 54.5 27.2 5 1.6 

Bahar LBA4404 300 50 60 44.4 21.11 4 1.3 

Chamran LBA4404 300 26.6 50 37.5 15 2 0.6 

Arta LBA4404 300 20 16 40 0 0 0 
 بدست آمد. 100×اگروباکتریوم با شده تلقیح های بالغجنین تعداد به تراریخت گیاهان درصد تراریزش از نسبت *

 

 
 

 مقایسه میانگین ارقام مورد مطالعه -4جدول 

Table 4. Comparison of the mean of the studied cultivars 
Cultivars 

 
Callus 

formation 
Callus-

forming 

percentage 

Embryogenic 

callus 
Percentage of 

embryogenesis 
Embryogenic 

and branched 

callus 

Percentage 

of 

branching 

Embryogenic, 

branching 

and rooted 

callus 

Percentage 

of rooting 

Saison A 33.33 A 0.66 A 18.33 A 0.60 A 10 A 0.59 A 5 A 0.35 

Bahar A 25 A 0.50 AB 15 A 0.52 AB 6.66 A 0.49 A 3.16 AB 0.25 

Chamran B 33.13 B 0.26 BC 6.66 A 0.47 BC 2.5 A 0.47 B 0.33 AB 0.66 

Arta B 10 B 0.20 C 1.66 B 0.17 C 0.8 A 0.33 0 B B 0 
 

 

 

 تجزیه واریانس ارقام مورد مطالعه -5جدول 

Table 5. Variance analysis of studied cultivars 
 

Sources 

of 

changes 

Mean squares of ANOVA 

Degrees 

of 

freedom 

Callus 

formation 
Percentage 

of callus 

formation 

Embryogenic 

callus 
Percentage of 

embryogenic 

callus 

Embryogenic 

and branching 

callus 

Percentage 

of branched 

embryos 

Embryogenic, 

branching and 

rooted callus 

Percentage of 

embryogenic, 

branched and 
rooted callus 

Cultivar 3 ***693.0

58 
***0.277 ***348.611 ***0.214 ***102.778 0.071 ***34.153 *0.159 

 

 باشد.درصد می 1درصد و  5 دار در سطح احتمالدار و معنیترتیب غیر معنیبه *و  *** ،¹
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های هار و چمران. چاهکببرای تایید حضور این ژن در ارقام سایسون،  rT1با استفاده از آغازگرهای اختصاصی ژن  %2روی ژل آگارز  PCRمحصول واکنش  -3 شکل

ان رقم چمران هستند. حضور ژن متعلق به گیاه 15و  14های چاهک .بهارمربوط به گیاهان رقم  13تا  7های شماره متعلق به گیاهان رقم سایسون، چاهک 6تا  1شماره 

rT1 راریخت رقم چمران )چاهک( و گیاهان ت13و  12، 10، 7های (، گیاهان تراریخت رقم بهار )چاهک6و  5، 4، 2، 1های در گیاهان تراریخت رقم سایسون )چاهک-

 : کنترل منفی.O2Hگیاه شاهد غیر تراریخت،  :w.tکنترل مثبت )پلاسمید حاوی ژن موردنظر(،  :DNA ،+Cنشانگر مولکولی  :M ( تایید شد.15و  14های 

Fig 3. Electrophoresis of PCR product on 2% agarose gel using the rT1 gene specific primers for confirmation of gene 

presence in the Saison, Bahar and Chamran cultivars. Wells 1 to 6 are related to the Saison, wells 7 to 13 represented the Bahar 

and wells 14 and 15 corresponded to the Chamran cultivars. The presence of rT1 gene confirmed in the transgenic Saison 

(wells 1, 2, 4, 5 and 6), in the transgenic Bahar (wells 7, 10, 12 and 13) and in the transgenic Chamran cultivars (wells 14 and 

15). M: DNA marker, C+: positive control (vector containing the gene), w.t: non- transgenic control plant and H2O: negative 

control.   

 

 

   M          1            2          4          5          6           7        10        12       13        14       15          w.t       C+   

81 
  bp 

  

 
تایید شد. بیان ژن در سطح م تراریخت لاین گند 8جفت باز در سطح رونویسی در 81با اندازه  rT1. بیان ژن %2روی ژل آگارز  RT-PCRمحصول واکنش  -4شکل 

اهان تراریخت رقم چمران گی 15و  14های گیاهان تراریخت رقم بهار و چاهک 12و 10، 7های گیاهان تراریخت رقم سایسون، چاهک 5و  2، 1های رونویسی در چاهک

 گیاه شاهد غیر تراریخت. :w.tکنترل مثبت )پلاسمید حاوی ژن موردنظر(، : DNA ،+C نشانگر مولکولی M:تایید شد. 

Fig 4. Electrophoresis of PCR product on 2% agarose gel. The expression of the rT1 gene with a size of 81 bp was confirmed 

at the transcription level in 8 transgenic wheat lines. Wells 1, 2 and 5 are related to the transgenic Saison cultivar, wells 7, 10 

and 12 represented the transgenic Bahar cultivar and wells 14 and 15 corresponded to the transgenic Chamran cultivar. M: 

DNA marker, C+: positive control (vector containing the gene), w.t: non- transgenic control plant. 
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براساس مطالعات انجام شده، راندمان انتقال ژن در گیاهان به ویژه 

ای پایین است. علیرغم مزایای بسیاری که استفاده لپهدر گیاهان تک

بر بودن از جنین نابالغ در مطالعات انتقال ژن به گندم دارد، زمان

در تمام طول سال باعث استفاده از  تولید آن و عدم دسترسی به آن

 Turhan and Baser)های دیگر مانند جنین بالغ شده است ریزنمونه

. راندمان تراریختی با استفاده ار جنین بالغ چهار رقم مورد (2004

استفاده در این پژوهش )سایسون، بهار، چمران و آرتا( متفاوت و از 

درصد در رقم سایسون متغییر بود  6/1رقم چمران تا درصد در  6/0

(. در پژوهشی با استفاده از جنین بالغ گندم به عنوان 3)جدول 

درصد گزارش شده است  9/1ریزنمونه، راندمان تراریختی 

(Patnaik et al. 2006) تراریزش به کمک اگروباکتریوم، دارای .

عملکرد بهتری در تراریختی گیاهان دارد و به ژنوتیپ و رقم 

ها تراریخت بستگی دارد. ممکن است تنها تعداد محدودی از نمونه

ها پس از شوند، که این امر به میزان تولید کالوس و باززایی آن

. ژنوتیپ (Kumar et al. 2013)د تلقیح با اگروباکتریوم بستگی دار

بافت است  یکی از عوامل تاثیرگذار در باززایی گندم در کشت

(Knežević et al. 2008)  و براساس نتایج این پژوهش رقم سایسون

بود. انتقال ژن به واسطه اگروباکتریوم مزایای دارای باززایی بهتری 

به درون ژنوم  DNAمتعددی از جمله توانایی انتقال و الحاق قطعه 

میزبان، ورود تعداد نسخه محدود و پایدار ژن خارجی و هزینه 

خارجی توسط  DNAها دارد. زمانی که کمتر در آزمایش

شود ارد میاگروباکتریوم به ناحیه فعال رونویسی سلول میزبان و

دهد رونویسی و بیان ژن خارجی را تحت کنترل خود قرار می

(Aadel et al. 2018) سویه اگروباکتریوم، غلظت اگروباکتریوم، نوع .

حامل، ریزنمونه انتخاب شده، مدت زمان پیش کشت، مدت زمان و 

توسیرینگون در فرآیند تلقیح از کشتی، وجود اسشرایط تلقیح و هم

جمله عواملی هستند که در موفقیت انتقال ژن به گیاه توسط 

. به طور کلی (Qayyum et al. 2011)اگروباکتریوم موثر هستند 

مورد استفاده در برابر  پپتیدهای ضد میکروبی از بهترین نامزدهای

تیدها پپهستند. این  پزشکی در کشاورزی وعوامل ضد میکروبی 

فعالیت انتخابی دها دارند و دارای ساختاری متفاوت از سایر پپتی

هستند.  های پستاندارانو اثرات سمی محدود روی سلول دقیق

باعث ایجاد مقاومت در گیاهان به طیف پپتیدهای ضد میکروبی 

مناسبی  شوند و جایگزینزا و آفات میوسیعی از عوامل بیماری

ن و سموم شیمیایی هستند. براساس نتایج ایها بیوتیکبرای آنتی

چای ترش برای اولین بار در گندم بیان شد. انتظار  rT1مطالعه پپتید 

 زای گندم تراریختیماریباعث کنترل عوامل ب یدپپت ینارود می

 هایپاتوژنکنترل  یبرا خطریسم مناسب و ب یکبعنوان و  شود

  .ددگر یمعرف گندم و سایر گیاهان
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