
 1401، 1، شماره 35لد ج                                                             )مجله زیست شناسی ایران(              سلولی و مولکولیمجله پژوهشهای 

163 

 

 جیهو اهیگ در ومیاگروباکتر یواسطه به نیسینا ژن انتقال کردن نهیبه

 2محمد حسین میرجلیلی و 1مسعود توحیدفر ،1معصومه فلاح زیارانی

 ایران، تهران، دانشگاه شهید بهشتی، دانشکده علوم و فناوری زیستی، گروه علوم و زیست فناوری گیاهی 1

 گروه گیاهان دارویی گیاهان دارویی،ایران، تهران، دانشگاه شهید بهشتی، دانشکده  2

 07/09/1400 تاریخ پذیرش: 06/02/1400 تاریخ دریافت:

 دهیچک

تراریخته  یگیاهچه تولید. شودمی استفاده داروها و غذایی مواد در نگهدارنده عنوان به که است یعیطب باکتریالآنتی یک نایسین

 پلاسمید. شد بررسی pBI121 پلاسمید و LBA4404 یسویه اگروباکتریوم، یبه واسطه یسیننا یبنوترک ینپروتئ یحاو یجهو

pBI121 گزارشگر هایژن حاوی  NPTIIپیشبرهای با ترتیب بهCaMV35S  ترمیناتور وNOS  یتهیه منظور به. باشدمی 

 یبرش یتدوسا ینب ی،کدون سازیبهینه . پس ازشد شناسایی لاکتیس لاکتوکوکوس یاز باکتر نایسین ژنابتدا  یب،پلاسمید نوترک

BamHI و SacI وکتور درpBI121  سوسپانسیون با هویج ی-گره و ساقه برگ، ریشه، هایریزنمونه. شد یساز کلون 

 هایزمان در وشدند  آلوده (1 و OD 4/0 ،6/، 8/0 با) تلقیح مایه مختلف هایغلظت با نوترکیب پلاسمید حاوی اگروباکتریوم

و  یسینکاناما یحاو زاییکالوس کشت محیط در روز سه از بعد و شدند داده قرار( روز 3 و 2 ،1 ،0) کشتیهم مختلف

 و کانامایسین حاوی باززایی محیط به و انتخاب بودند، گزینش محیط روی رشد به قادر که هاییکالوس. شدند کشت یمسفاتاکس

 55. شد مشاهده هاریزنمونه درصد 40 در زاییکالوس. شدند منتقل لیتر در گرممیلی 500 و 250 ،100 غلظت سه در سفاتاکسیم

 درصد بیشترین. شدند منتقل باززایی محیط به زنی جوانه از پس شده تولید هایجنین. شدند زاجنین مقاوم، هایکالوس درصد

 مختلف هایزمان و 8/0 تا 6/0 باکتری غلظت و ساقه ی-ازریزنمونه استفاده به مربوط( درصد 45) کانامایسین به مقاوم گیاهان

 و اگروباکتریوم به گیاهان آلودگی عدم از اطمینان منظور به. بود سفاتاکسیم لیتر در گرممیلی 250 غلظت و روز 2 و1 کشتیهم

 تأیید ژن انتقال صحت و انجام Vir Gene اختصاصی آغازگرهای از استفاده با پلیمراز ایزنجیره واکنش ژن، انتقال صحت تأیید

 را نایسین و nptII های ژن از نسخه یک حداقل فرضی، تراریخته گیاهان درصد 60 که داد نشان مراز پلی ای زنجیره واکنش .شد

  .هستند دارا خود ژنوم در

 nptII س،یلاکت لاکتوکوکوس ،جیهو خته،یترار اهیگ ن،یسینا :یدیکل یهاواژه

 m_tohidfar@sbu.ac.ir پست الکترونیکی:،   +00989124627014 نویسنده مسئول، تلفن:* 

 مقدمه

 ییایمیش هایواکنش موجب غذا در هاسمیکروارگانیم رشد

 طعم، رنگ، در یراتییتغ آن یجهینت در که شودیم یمیآنز و

 .کندیم جادیا آن سلامت و ییغذا ارزش غلظت، بافت،

 رشد .است ییغذا مواد فساد یاصل علت یکروبیم یآلودگ

 اقتصاد به و افراد سلامت به غذاها در ناخواسته یکروبیم

 جادیا در ریتأخ ای رییجلوگ ن،یبنابرا .زندیم ضرر یمل

 .است ضروری ییغذا محصول کی در مختلف راتییتغ

 ری،یجلوگ منظور به که هستند موادی نگهدارنده، مواد

 از یناش فساد ای و هاکروبیم رشد محافظت ای کاهش

 یدوره در ییدارو ای ییغذا مواد به ،ییایمیش راتییتغ

-یم اضافه آن ونیفرمولاس در مصرف، هنگام در و ینگهدار

 ییغذا عیصنا در هانگهدارنده از یمختلف انواع(. 37) شوند

 یعیطب منشأ ای باتیترک نیا .رندیگیم قرار استفاده مورد

 شوندیم دیتول( ییایمی)ش کیسنتت صورت به ای و دارند
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-نمونه هاسوربات ها،تیسولف ها،تیترین ها،بنزوآت .(27)

 ییغذا مواد در که هستند ییایمیش یهانگهدارنده از ییها

 ییغذا مواد یهانگهدارنده از یبرخ(. 30) شوندیم استفاده

 یدهستند.  مضرر هاتیترین و گوگرد دیاکس ید مانند

 تیترین و یتنفس یها لوله کیتحر باعث گوگرد دیاکس

 مضرر اثرات مورد در ییهاینگران(. 27) است زاسرطان

 مشکلات جمله از. دارد وجود ییایمیش یهایافزودن

 لیدل به کبد به بیآس ییایمیش یهانگهدارنده از استفاده

 شیافزا و هانگهدارنده نیا دفع یبرا کبد به وارده فشار

 مشکلات، نیا رفع منظور به .(27) باشدیم سرطان به ابتلا

-قرارگرفته یادیز توجه مورد یعیطب یهانگهدارنده امروزه

 و دارند یجانور ای یاهیگ منشأ ،یعیطب یهانگهدارنده .اند

 به هانگهدارنده نیا که شوندیم حاصل یکروبیم منابع از ای

 نیب از(. 36 و8) هستند معروف سبز یهانگهدارنده

 توسط شده دیتول یهانگهدارنده ،یعیطب یهانگهدارنده

 از اینمونه. اندقرارگرفته یشتریب توجه مورد هاکروبیم

 الکل ها،نیوسیباکتر دها،یاس شامل یکروبیم یهانگهدارنده

  (.36و 5) باشندیم لیاست دی و

 یباکتر گرید و دیاس کیلاکت یهایباکتر از یادیز تعداد

 ضد تیفعال که کنندیم دیتول ییدهایپپت مثبت گرم یها

 از یعیوس فیط یدارا دهایپپت نیا(. 22) دارند یکروبیم

 یکروبیضدم یدهایپپت نیا از کلاس کی. هستند هاتیفعال

 ندا کرده جلب خود به را یادیز توجه ریاخ یهاسال در که

 در که کیوتیبیلانت نیتربرجسته(. 7هستند ) هاکیوتیبیلانت

 نیاست که توسط چند نیسینا شودیم استفاده حاضر حال

 13، 10) شودیم دیتول سیلاکت لاکتوکوکوساز  نیاستر

 ینگهدارنده ی ماده عنوان به نیسینا(. 34 و 19، 18،

 طور به مختلف کشورهای در یطولان مدت به ییغذا

-مصرف شیگرا علت به امروزه و شده استفاده گسترده

 در مواد نیا مصرف ،یستیز هاینگهدارنده به کنندگان

 (. 26و 13) است افتهی شیافزا ییغذا عیصنا

 از  اام  .است  نشده  منتقل  اهیگ به یکروبیضدم ژنکنون تا

های گرم گیاهان دارویی به منظور کنترل باکتری یعصاره

و همکاران در  Elishaمثبت و منفی استفاده شده است. 

 Hypericumگیاه شامل 9های ی برگاز عصاره 2017سال 

roeperianum G.W. Schimp.exA. Rich. var. 

Roeperianum, (Hypericaceae, PRU 120126), 

Cremaspora triflora (Thonn.) K., Schum (Rubiaceae, 

PRU 120129), Heteromorpha arborescens (Spreng.) 

Chan. &Schltdl (Apiaceae, PRU 120026), 

Pittosporum viridiflorum Sims (Pittosporaceae, PRU 

120025), Bolusanthus speciosus (H. Bolus) Harms 

(Fabaceae, PRU 120027), Calpurnia aurea (Aiton) 

Benth ssp aurea (Fabaceae, PRU 120125), Maesa 

lanceolata Forssk (Maesaceae PRU120125), 

Elaeodendron croceum (Thunb.) DC (Celastraceae, 

PRU 120127)  و Morus mesozygia Stapf ex A.Chev 

(Moraceae, PRU 120128)( )21 و )Mostafa  و همکاران

 Punica granatum, Syzygiumی گیاهان از عصاره

aromaticum, Zingiberofficinales  وThymus vulgaris 

ی این (. نتایج، اثرات بازدارندگی عصاره2استفاده کردند )

های گرم منفی شامل گیاهان بر روی تعدای از باکتری

اشرشیاکولای و گرم مثبت شامل استافیلوکوکوس اورئوس 

ی متانولی و همکاران از عصاره Manandhar را ثابت کرد.

 Oxalis corniculata, Artemisiaدارویی )گیاهان 

vulgaris, Cinnamomum tamala, and Ageratina 

adenophora )(33 ،38 و )Atef1 ی  و همکاران از عصاره

 Matricariaو   .Moringa oleifera Lبرگ گیاهان دارویی

recutita ( و نتیجه مانند تحقیقات قبلی 29استفاده کردند )

 بود. 

 اهیبه گ نیسینا نیتاکنون پروتئ ن،یسینا تیوجود اهمبا

 دیتول یبررس قیتحق نیا از هدف (.23) منتقل نشده است

 ۀنمونزیر چهار از استفاده با جیهو اهیگ در نیسینا نیپروتئ

 میرمستقیغ ییبه روش باززا ومیتوسط اگروباکتر مختلف

 . باشدیم

 روشها و مواد

ژن  یکدون یسازنهیبهو  نیسیژن نا یتوال افتیدر

 سیلاکت لاکتوکوکوس یباکتر از نیسینا ژن یتوال: نیسینا

-نهیبه. شد افتیدر MG913135.1 کد با NCBI تیسا از

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X17300773#!
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با استفاده از  اهیژن در گ نیا انیمنظور ب به یکدون یساز

 و 3) شد انجام (http://www.kazusa.or.jp/codon) تیسا

20.) 

 رییتغ عدماز  افتنی نانیبه منظور اطم یسازنهیبه از پس

 به NCBI تیسا در دیجد یتوال د،یجد نیپروتئ تیفعال

 جو و جست مورد مشابه یهایتوال افتنی منظور

 نیپروتئ تیفعال رییتغعدم دأییتمنظور  به. فترقرارگ

 دیجد نیپروتئ تیفعال ،یکدونیسازنهیبهشده پس از دیتول

 زین  ) http://blocks.fhcrc.orgBlocks( تیسا یلهیبوس

  .شد یبررس

 با نایسین ژن حاوی شده طراحی یسازه: سازه طراحی

 پروتئین حاوی هویج تولید جهت مناسب تنظیمی عناصر

 (. 1آورده شده است )شکل  1در شکل  باکتریضد

 
 نشانه پپتید: KDEL. یسین: نشانگر مقاومت به کاناماKan R. یسیننا یژن ضد باکتر یحاو pBI121 یبنوترک یدمزپلا یزیکیف ینقشه -1شکل

 یاز باکتر یسین. ژن ناNOS یدهنده خاتمه CamV35s پروموتر. گیاه در ژن بیان افزایش برای: Kozak ی. توالیددر پلاست ینپروتئ آوریجمع برای

 .است شده سازیبهینه گیاه در بیشتر بیان منظور به که یسلاکتوکوکوس لاکت

 ینشانه یتوال و کزاک یتوال یحاو نیسینا ژن ابتدا

KDEL یبرش یتدو سا ینب BbmHI  وSacI دیپلازم در 

pBI121 در نایسین پروتئین آوریجمع منظور بهشد.  کلون 

ژن  یبه انتها KDEL ینشانه توالی آندوپلاسمی، شبکه

و  CaMV35S پیشبرتحت  نیسینا ژناضافه شد. 

 در ابتدا ب،ینوترک یسازه. گرفتقرار  NOSناتوریترم

 یهایکلونشد.  تراریخت Dh5α استرین E.coli باکتری

 تریل در گرمیلیم 50 یحاو LB طیرشد کرده در مح

 pBI121 دیمزبعد پلا یمرحله در. شدند غربال نیسیکاناما

شد  ختیترار LBA4404 یهیسو ومیبه اگروباکتر بینوترک

 Luria-Bertani( LB) طیاز مح ی(. به منظور غربالگر1)

 یهاکلون و شد استفاده نیفامپسیر و نیسیکاناما یحاو

 .شدند انتخاب طیمح نیا در کرده رشد

 یاز موسسه Nantesرقم  جیهو بذر: بذر یضدعفون

 ،یعفونضد منظور به. شد هیاصلاح نهال و بذر کرج ته

 20 سپس و درصد 90 اتانول در قهیدق 1 مدت به بذور

. شدند داده قرار درصد 5 تیپوکلریه محلول در قهیدق

 شوو  شست بار پنج تا سه شده ریتقط بار دو آب با سپس

 در شده یضدعفون یبذرها شب کی مدت به و شده داده

 طیمح یرو بذرها .شدند داده قرار شده ریتقط بار دو آب

(Murashige and Skoog) ½MS 8/0و  3ساکارز  یمحتو 

 آگار کشت شدند.  درصد

 یکلون کی LBA4404 یهیسو ومیاگروباکتر از: ژن انتقال

-مایع و آنتی LBمحیط  CC5 یحاو CC50درفالکون 

( است متفاوت استفاده مورد یسازه نوع به)بسته  بیوتیک

-یمیل 50) نیسیکاناما و( تریدر ل گرمیلیم 500) نیریفامپس

 48 مدت یبرا فالکون سپس. شد داده کشت( لیتر در گرم

 شیکر روی بر گرادسانتی یدرجه 28 یدما در ساعت 24ـ

 200ساعت،  48تا  24قرارگرفت. پس از  rpm 220دور با

مایع  LB طیمح CC5رشد کرده به  یاز باکتر تریکرولیم

 اضافه نیسیکاناما تریل در گرمیلیم 50و  نیفامپسیر یحاو

 یدرجه 28در کریش یرو بر ساعت 7 حدود یبرا و شده

 optical densityبه یباکترغلظت  تا شد داده قرار گرادیسانت

(OD) 4/0 ،6/0، 8/0 ساقه، برگ،های ریزنمونه .برسد 1 و 

http://www.kazusa.or.jp/codon
http://blocks.fhcrc.org/
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در محلول باکتری به  روزه 14 جیهو اهیگ گره و شهیر

. پس از خشک کردن ندور شدغوطه قهیدق 15، 10، 5مدت 

دو و  ک،ی، صفرها به مدت کشتی نمونهبا کاغذ صافی، هم

 3ساکارز  یمحتو MSهای سه روز در محیط کشت )نمک

ها انجام شد. سپس ریزنمونه یکیتار در( آگار درصد 8/0و 

گرم در میلی MS، 1های نمک یحاوزایی به محیط کالوس

 50و همراه با   Naphthaleneacetic acid(NAAلیتر )

ساعت  16با دوره نوری  نیسیکاناما تریل در گرمیلیم

 یشدت نور وگراد درجه سانتی 28روشنایی و دمای 

 یاحتمال. برای حذف شدندلوکس انتقال داده  2800

غلظت  دربیوتیک سفاتاکسیم از آنتی ومیاگروباکتر یآلودگ

 6 تا 5. شداستفاده  لیتر در گرمیمیل 500و  250 ، 100

 ،ییزاکالوس طیمح به هازنمونهیپس از انتقال ر هفته،

 به نیسیکاناما یحاو طیمحشده در  لیتشک یهاکالوس

 تریدر ل گرمیلیم 1 یحاو MS طیبه مح ییزانیجن منظور

NAA، 50 2- 3 مدت به سفاتاکسیمو  نیسیکاناما گرمیلیم 

 طیمح به اهچهیگ دیتول منظور به هانیجن .شدند منتقل هفته

 تمام در ینور طیشرا. شدند منتقل یقبل طیمح مشابه

و  گرادیسانت یدرجه 28 ی)دما کسانی رشد مراحل

 انتقال یبرابود(.  یکیساعت تار 8 ،ییساعت روشنا16

پیت  :ورمیکولیت: ماسه 1:1:1 نسبت به گلدان به هاگیاهچه

 تا شدند یاسپر آب با هاگیاهچه روز هر و شده استفاده

 درصد. شود لیتشک کامل اهیگ و لیتشک جیهو یشهیر

 . شد یبررستمام مراحل  در ییزانیجنو  ییزاکالوس

 منظور به: یاحتمال ختیترار اهانیگ PCR یهیتجز

  Dellaportaیافتهی رییبرگ از روش تغ از DNAاستخراج 

 ختیترار اهانیگ یهیاول غربال یبرا (.9 و6) شداستفاده 

 واکنش روش از آنها در ژن حضور هیاول دأییت و یحتمالا

 نیهمچن و ژن یاختصاص یآغازگرها با مرازیپل یارهیزنج

. شد استفاده نیسیکاناما نشانگر یاختصاص یآغازگرها

PCR (Polymerase chain reaction ) 25در حجم 

دهنده  لیتشک یاز اجزا تریکرولیم 5/12) تریکرولیم

-DNA ( ng/µl50 تریکرولیم 1 ،(Master pcr) واکنش(

 1(، کومولیپ 10) جلو به رو آغازگر تریکرولیم 1 ،)100

 تریکرولیم 5/9(، کومولیپ 10) معکوس مریپرا تریکرولیم

 ( انجام شد.لیآب مقطر استر

 نشانگر یبرا PCRاستفاده شده به منظور انجام  یآغازگرها

NPTII، ژن  و نیسینا ژنVirG شده آورده ریز جدول در 

 .است

 VirGژن  و نیسینا ژن ،NPTII نشانگررو به جلو و معکوس  یآغازگرها یتوال -1 جدول

 آغازگر نام جلو به رو آغازگر یتوال معکوس آغازگر یتوال

5'- GAAGAACTCGTCAAGAAGGC -3' 3'- GAACAAGATGGATTGCACGC -5' NPTII 
5'- AGCCTCTCTAACCATCTGTG -3' 3'- CTGCTACTTGCCATTGCTC -5' NISIN 
5'- TCGTCTGGCTGACTTTCGTCATAA -3´ 3'- ATGCCCGATCGAGCTCAAGT -5´ VirG 

 

 .باشدیم ریز صورت به nptIIژن  یبرا PCRانجام  طیشرا

 94 یدما در هیاول یساز واسرشت شامل اول یمرحله

 35دوم شامل  یمرحله قه،یدق 2 مدت به گرادیسانت درجه

 55 قه،یدق 1به مدت  گرادیسانتدرجه  94 یچرخه و دما

 گرادیسانتدرجه  72و  قهیدق 1 مدت به گرادیسانت درجه

 5 گرادیسانتدرجه  72 ییو مرحله نها قهیدق 3به مدت 

 یبرنامه نیسیژن نا یآغازگرها یانجام شد. برا قهیدق

 94 یدر دما هیاول یسازواسرشت شامل یحرارت یچرخه

 35دوم شامل  یمرحله قه،یدق 2به مدت  گرادیسانتدرجه 

 62 قه،یدق 1 مدت به گرادیسانت درجه 94 یچرخه و دما

درجه  گرادیسانت 72و  قهیدق 1 مدت به گرادیسانت درجه

 به گرادیسانت درجه 72 یینها یو مرحله قهیدق 1به مدت 

عدم  از نانیاطممنظور  به. گرفت صورت قهیدق 5 مدت

استخراج  DNA وم،یاگروباکتربه  ختیترار اهانیگ یآلودگ

 توسط ،virژن  یاختصاص یآغازگرها یلهیشده بوس

 واکنش طیشدند. شرا یبررس مرازیپل یا رهیزنج واکنش

 .باشدیم ریز صورت به virژن  یبرا مرازیپل یا رهیزنج

 94 یدر دما هیاول یساز واسرشت شامل اول یمرحله
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 35دوم شامل  یمرحله قه،یدق 5به مدت  گرادیسانتدرجه 

 58 قه،یدق 1به مدت  گرادیدرجه سانت 94 یچرخه و دما

 گرادیدرجه سانت 72و  قهیدق 1به مدت  گرادیسانتدرجه 

 7 گرادیدرجه سانت 72 ییو مرحله نها قهیدق 1به مدت 

 .انجام شد قهیدق

 1ژل آگارز  یروالکتروفورز  یلهیبوس یریتکث محصولات

Gel Doc (Syngene )شد و در دستگاه  کیتفک درصد

 مورد یاختصاص نوار کی حضور یبرا و یبردارعکس

 .قرارگرفت یبررس

 جینتا

انتقال ژن  دأییتمنظور  به: ومیاگروباکتر به ژن انتقال دییأت

با  مرازیپل یا رهیزنج واکنشروش  از وم،یاگروباکتربه 

 نیسیژن نا یآغازگرهاو  nptIIژن  یاختصاص یآغازگرها

 نیسیژن نا یاختصاص یمرهایاستفاده از پرا با. شد استفاده

 nptIIژن  یاختصاص یمرهایبا استفاده از پرا و bp978 باند 

 در اماآشکار شد.  PCRمحصول  در bp785 باند 

 نظر مورد یباندها یمنف کنترل و ختیرتراریغ ومیاگروباکتر

 .است یباکتر بینوترک دهنده نشان که نشدند مشاهده

: یاحتمال ختیترار اهانیگ PCR یهیتجز و ژن انتقال

زدند و  جوانهروز  هفتاز  بعدشده  یضدعفون یبذرها

 اییکار. شد استفاده هاریزنمونه تهیه جهت روزه15 یاهانگ

 و قارچی آلودگی گونههیچ و بود درصد 100 ضدعفونی

 .نشد مشاهده باکتریایی

 قراردادن و تلقیح مایع در هاریزنمونه وریغوطه از پس

 مورد ژن که هاییریزنمونه انتخابی محیط در هاریزنمونه

. رفتند بین از و شده سفید اندنکرده دریافت را نظر

 منظور به اندمانده سالم انتخابی محیط در که هاییریزنمونه

مشابه  یطدر مح یاهچهگ یدو تول زاییجنین زایی،کالوس

 ,A، 2واکشت شدند )شکل  یکبارهر دو هفته  یقبل یطمح

B, C.) 

 

 

 یطدر مح یاحتمال یتراریخته کالوس القای. A. یسینژن نا یحاو pBI121با ورکتور  یختهترار هایهویج باززایی و کالوس القای مراحل -2 شکل

 از شده دارریشه یگیاهچه. D انتخابی محیط در احتمالی تراریخت هایهویج باززایی .C یانتخاب محیطدر  یاحتمال یتراریخته زاییجنین. B ی،انتخاب

 .گلخانه شرایط در گلدان در احتمالی تراریخته گیاه. E یانتخاب یطساقه در مح یریزنمونه
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 که یطور هشد ب یریاندازه گ یمراحل صفات مختلف ینادر

 زایی¬ینجن(، درصد 60) زایی¬درصد کالوس یشترینب

از  یانتخاب یطدر مح یاهچهگ یدو تول( درصد 55)

 یزانم ینبه دست آمد. کمتر( درصد 45ساقه ) ی¬یزنمونهر

( از درصد)صفر  زایی¬و ساقه زایی¬ینجن زایی،¬کالوس

ساقه،  ی¬یزنمونهگره به دست آمد. بعد از ر ی¬یزنمونهر

 یببرگ به ترت ی¬یزنمونهسپس ر و یشهر ی¬یزنمونهر

را  زایی¬و ساقه زایی¬ینجن زایی،¬کالوس یزانم یشترینب

 (.3دارد )شکل 

 
 با همراه انتخابی کشت محیط در( گره و برگ ریشه،)ساقه،  شده استفاده یریزنمونه چهار از زاییساقه و زاییینجن یی،زا-کالوس درصد -3 شکل

 استاندارد خطای

ست دبه  8/0تا  6/0با غلظت  حیتلق هیاز ما جهینت نیبهتر

 افتی کاهشبه شدت  یختیترار درصد 4/0 غلظت درآمد. 

 درصد هازنمونهیر یآلودگ لیدل به زین 1و در غلظت 

 (. 2)جدول  افتی کاهش یختگیترار

 ومیاگروباکتر مختلف یهاغلظتدر  یختگیترار درصد -2 جدول

(OD) 
 OD )%( یختگیترار درصد

15 4/0 
 8/0 تا 6/0 60
35 1 

 

 هاآن در یختگیترار که یاهانیگ تعداد از یختگیترار درصد

شده در  ییباززا اهانیگ کل به نسبت است شده ثابت

و  یختگیترار درصد نیبهتر. آمد دست به یانتخاب طیمح

 تریدر ل گرمیلیم 250غلظت  از ومیکنترل اگروباکتر

 تریل در گرمیلیم 100 غلظت دربه دست آمد.  میسفاتاکس

 یگختیترار درصد ومیاگروباکتر یآلودگ لیبه دل میسفاتاکس

 ثرا لیبه دل تریدر ل گرمیلیم 500 غلظت در و افتی کاهش

 هشکا یختیدرصد ترار زین هازنمونهیر رشد بر یبازدارندگ

 (.3)جدول  افتی

 فمختل یهاغلظت از استفاده در یختگیترار درصد -3 جدول

 میسفاتاکس
 (تریل در گرمیلی)م میسفاتاکس غلظت )%( یختگیترار درصد

20 100 
60 250 
30 500 

 

 قهیدق 15و  10، 5شامل  حیتلقزمان  سه شیآزما نیادر

 یآلودگ لیدل به قهیدق 15 حیتلق. در زمان شد استفاده

 ددرصرفتن بافت  نیاز ب و ومیاگروباکتربه  هازنمونهیر

 5 حیتلق زمان در اما افت،ی کاهش( درصد 30) یختگیترار

 چیه و بود شتریبدرصد(  60) یختگیترار درصد قهیدق 10و

 حیلقدو زمان ت نیمشاهده نشد. ا ومیاگروباکتر یآلودگ گونه

 با هم نداشتند. یتفاوت یختگیاز نظر ترار

رشد  یاهگ 5نشان داد از  یمرازپل یا-زنجیره واکنش نتایج

 یرنظر تکث مورد بانددو  هر یاهگ 3 ی،انتخاب یطکرده در مح

 و نایسین ژن اختصاصی پرایمرهای ییلهوس هشده ب

 5 های )شکل دادند نشان را کانامایسین نشانگر پرایمرهای

  (.6 و
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 DNA (1 مولکولی وزن اندازه. نشانگر L. یجهو یاهدر گ نایسین ژن یاختصاص یآغازگرها از استفاده با مرازپلی ایزنجیره واکنش محصول -4 شکل

Kb)، 1 .واکنش آب نمونه. 4 ی،احتمال یتراریخته گیاه. 3، 2(، منفی )کنترل غیرتراریخته گیاه( PCR  بدونDNA .)الگو 

 استفادهبا  یمرازپل ایزنجیرهواکنش  در bp 978 باند وجود

 با همچنین. شد اثبات نایسین ژن اختصاصی آغازگرهای از

 bp  785باند nptII  اختصاصی آغازگرهای از استفاده

 در کرده رشد گیاه 5 از گیاه سه در باند دو این. شد آشکار

 شده آشکار سفاتاکسیم و کانامایسین حاوی انتخابی محیط

. نشدند ظاهر باند دو این از هیچکدام شاهد گیاه در و

 در احتمالی ی-تراریخته گیاهان در باند دو این وجود

 نسخه یک حداقل وجود یدهندهنشان شاهد گیاه با مقایسه

 باشدمی احتمالی یتراریخته گیاهان در نایسین ژن از

 (.6 و 5 شکل)

 

 اندازه. نشانگر L. یجهو یاهگ در nptII ژن عقب به رو و جلو به رو اختصاصی پرایمرهای از استفاده با مرازپلی ایزنجیره واکنش محصول -5 شکل

 .احتمالی یتراریخته گیاه. 4و  3الگو(،  DNAبدون  PCR )واکنش آب نمونه. 2(، منفی )کنترل غیرتراریخته گیاه. DNA (1 Kb)، 1 مولکولی وزن

 در اگروباکتریوم آلودگی حضور عدم اثبات منظور به

با  یمرازپل ایزنجیره واکنش احتمالی یتراریخته گیاهان

انجام شد.  virGژن  یاختصاص یاستفاده از آغازگرها

 و یوماگروباکتر یدر نمونه یجفت باز 850وجود باند 

 دهنده نشان یاحتمال یتراریخته گیاهان درن آوجود  عدم

 (.6است )شکل  یبه باکتر آلودگی عدم
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 DNA (1 مولکولی وزن اندازه. نشانگر M. یجهو یاهگ در vir ژن اختصاصی پرایمرهای از استفاده با مرازپلی ایزنجیره واکنش محصول -6 شکل

Kb)، 1 .واکنش آب نمونه. 3(، منفی )کنترل غیرتراریخته گیاه. 2. پلازمید یحاو اگروباکتریوم( PCR  بدونDNA  ،)ییختهترار یاه. گ4و  4- 8الگو 

 احتمالی

شد درصد  مشخص یقتحق ینا درهمانطور که  یتنها در

 گیاهاندرصد به دست آمد. سپس  60 یختگیترار

 55 نیز گیاهان سازگاری درصد. شدند سازگار تراریخت

 .آمد دست به درصد

 بحث

برگ و  یشه،مختلف )ساقه، ر یریزنمونهچهار  زاییکالوس

 NAA یتردر ل گرمیلیم 1 یحاو MS یطگره( در مح

 گرممیلی 2 از 2007 سال در همکاران و  pant.شد بررسی

 ،NAA (31) یتردر ل گرمیلیم 1و  BAP یتربر ل

Hardegger در  گرممیلی 1/0از  1998همکاران درسال  و

در  گرممیلی 5/0 از 2008 سال در NAA (17), Rafal یترل

 2 از 1987و همکاران در سال  NAA (32), Roderick یترل

 در همکاران و Yoshihiko( و 35) D-2,4 یتردر ل گرممیلی

 منظور به (44و 4) D-2,4 یتردر ل گرممیلی 1 از 2014 سال

 بهانتقال ژن  سازیبهینه منظور به. کردند استفاده باززایی

 یحاو یحتلق مایه ینهغلظت به یینتع هویج، گیاه

و  یمسفاتاکس هایبیوتیکآنتی غلظت و اگروباکتریوم

 حد از کمتر هایغلظت در. باشدمی ضروری یسینکاناما

 در و کنند رشد نیز غیرتراریخت گیاهان است ممکن بهینه

 ییممکن است از باززا سازیینهاز حد به یشب هایغلظت

 یساز-ینهبه یجهنت درشود.  یریجلوگ یختترار یاهانگ

 کارایی افزایش برای استفاده مورد هایبیوتیکآنتی غلظت

 ازحاضر  یقدر تحق (.25و 24،12) باشدمی نیاز ژن انتقال

 لیتر در گرمیلیم 50، غلظت 8/0تا  6/0 یومرقت اگروباکتر

. شد استفاده یمسفاتاکس یتردر ل گرممیلی 250 و کانامایسین

 و  Yadavتحقیقات نتایج مشابه تحقیق این ییجهنت

 Baranskiکه  یحال در(. 44است ) 2012همکاران در سال 

 یتردر ل گرمیلیم 100از  2014و همکاران در سال 

 همکاران و Pandey تحقیق دراستفاده کردند.  یسینکاناما

 ژن انتقال منظور به سلولی تراکم بهترین نیز 2013 سال در

 رسدمی نظر به(. 30) آمد دست به 6/0 زیره دارویی گیاه به

 هایسویه لگاریتمی تکثیر و رشد مرحله ترینفعال

 (. 45) شودمی حاصل رقت مقدار این در اگروباکتریوم

 یهیسو نسیتومفاس ومیاگروباکترحاضر از  قیتحقدر

LBA4404 ساقه یزنمونهیاز ر جهینت نیاستفاده شد و بهتر 

 ،(14) همکاران و قبولی(. 3جدول ، 2شکل) آمدبه دست 

M   1   4   3   2  6     5    7         

1000  bp 
700  bp 

850 bp 
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Baranski (32 )و Hardegger از نیز (17) همکاران و 

. کردند استفاده خود تحقیق در اگروباکتریوم یسویه همین

 C58C1 ،Hiroo یسویه از( 35) همکاران و Roderick اما

 همکاران و زارع EHA101, ییه( از سو45) همکاران و

 اگروباکتریوم( از 47پارسا و همکاران ) ین( و همچن46)

 ییه( از سو39) و همکاران یو سهراب A4 ییهسو رایزوژنز

MSU در. کردند استفاده نظر مورد ژن انتقال برای 2656 و 

به عنوان  LBA4404 یسویه هاآزمایش از بسیاری

 هایسویه(. 43 ،42شده است ) یمعرف یهسو ینمدترآکار

 به ژن انتقال در متفاوتی توانایی اگروباکتریوم مختلف

 گونه یک درون هایژنوتیپ و گیاهی مختلف هایگونه

 (. 15) دارند

ان انتقال ژن مدت زم بودن موثرترعوامل مهم در  یگرد از

 و وعن بهو  است یومدر محلول اگروباکتر هاریزنمونه لقیحت

 مورد گیاهی ژنوتیپ حتی و گیاهی یگونه ریزنمونه، سن

 ترکیبات غلظت و نوع اگروباکتریوم، یسویه استفاده،

 و دارد بستگی تلقیح دمای و تلقیح ینحوه کشت، محیط

 60 تا 2 از ایدامنه از معمولاً عوامل این یهمه به باتوجه

 (. 40و 28 ،11) است متغیر دقیقه

 یحتلق برای دقیقه 15و  10، 5از سه زمان  یقتحق ینادر

 هانمونه ریز از تعدادی در دقیقه 15 زمان در. شد استفاده

 5و  10 هایمانزمشاهده شد، اما در  یوماگروباکتر یآلودگ

 اگروباکتریوم آلودگی هاریزنمونه از هیچکدام در یقهدق

 تلقیح دقیقه 10 زمان از نیز همکاران و زارع .نشدظاهر 

 تراریختگی نظر از(. 46) آوردند دست به را نتیجه بهترین

. نشد دیده دقیقه 10 و 5 تلقیح هایزمان بین تفاوتی هیچ

و همکاران در  یدرح یحاج یجمشابه نتا یقتحق ینا یجنتا

و همکاران در سال  Tokuji(. اما 16) باشدیم 1394سال 

 یحتلق یهها را در ما-یزنمونهبه مدت دو ساعت ر 2014

استفاده  کشتیزمان هم 4از  تحقیق دراین(. 45قرار دادند )

 موجببالاتر از دو روز  کشتیهمنشان داد زمان  یجشد. نتا

 در ولی. شودمی تراریختگی کاهش یجهو در نت مردگیبافت

 ودر نشده دیده مردگیبافت روز 2 و 1 کشتیهم زمان

 کشتیهم زمان بین. نشد مشاهده تراریختگی کاهش نتیجه

 در. نشد مشاهده تفاوتی تراریختگی نظر از روز دو و یک

 جزئی بسیار تراریختگی درصد تقریباً صفر همکشتی زمان

خاطر  به کشتیهم عدم زیرا بود، درصد صفر به نزدیک و

 یندباعث کاهش فرا DNAبه منظور انتقال  یعدم زمان کاف

 مشابه تحقیق این از آمده دست به نتایج. شودیم یختیترار

 در همکاران و کاظمی محجل تحقیق از آمده دست به نتایج

-یم1998و همکاران در سال  Hardegger و 1399 سال

 5از زمان  2014و همکاران در سال  Tokuji(. 27) باشد

زارع و  همچنین. (45) استفاده کردند یروز همکشت

 به همکشتی روز سه زمانرا از  یجهنت ینهمکاران بهتر

 ژن انتقال کارایی Baranski تحقیق در (.46) آوردند دست

 همکاران و قبولی یمطالعه در تراریزش نرخدرصد  90

 درصد 62همکاران  و Roderick آزمایش در ،(14) 8/3

(. 41) بود درصد 10 همکاران و Tokuji یقتحق در و( 35)

 دست به درصد 60 تراریختگی درصد حاضر تحقیق در ماا

 . آمد

بودن  متفاوتبه  توانمی نتایج بودن متفاوت دلایل از

استفاده  ی-واریته نوع استفاده، مورد اگروباکتریوم یسویه

  (.24) کرد اشاره مختلف هاییزنمونهشده و استفاده از ر
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Abstract 

Nisin is a natural antibacterial that is used as a preservative in foods and drugs. The 

production of transgenic carrots containing recombinant nisin protein was investigated 

by Agrobacterium, LBA4404 strain and pBI121 plasmid. PBI121 plasmid was contains 

NPTII reporter genes with promoter CaMV35S and terminator NOS, respectively. In 

order to prepare recombinant plasmid, nisin gene first was identified from Lactococcus 

lactis. After codon optimization, were cloned between bamHI and SacI in pBI121 

vector. Root, leaf, stem and nods explants of carrot were inoculation with agrobacterium 

suspension containing inoculum with different concentrations (0.4, 0.6, 0.8 and 1) and 

were placed for different times of co-cultivation (0, 1, 2 and 3 days) and they were also 

cultured in callus induction medium containing kanamycin and cefotaxime. The calli 

that were able to grow on the selective medium were selected and were transferred to 

the regeneration medium containing kanamycin and cefotaxime at three concentrations 

of 100, 250 and 500 mg/L. Callus induction was observed in 40% of the explants. The 

produced embryos, after germination were transferred to the regeneration medium. The 

highest percentage of kanamycin resistant plants (45%) were related to the use of stem 

explants and bacterium concentrations of 0.6 to 0.8 and different co-cultivation times of 

1 and 2 days and concentration of 250 mg/L cefotaxime. In order to ensure no 

contamination of plants to Agrobacteria and confirm the accuracy of gene transfer, 

polymerase chain reaction was performed using specific primers of vir gene and the 

accuracy of gene transfer was confirmed. Polymerase chain reaction was showed that 

60% of hypothetical transgenic plants had at least one copy of nptII and nisin genes in 

their genomes. 

Key words: carrot, transgenic plant, nisin, nptII ،Lactococcus lactis  


