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  دهيچك

تراريخته  يگياهچه توليد. شودمي استفاده داروها و غذايي مواد در نگهدارنده عنوان به كه است يعيطب باكتريالآنتي يك نايسين
 پلاسميد. شد بررسي pBI121 پلاسميد و LBA4404 يسويه اگروباكتريوم، يبه واسطه يسيننا يبنوترك ينپروتئ يحاو يجهو

pBI121 گزارشگر هايژن حاوي  NPTIIپيشبرهاي با ترتيب بهCaMV35S  ترميناتور وNOS  يتهيه منظور به. باشدمي 
 يبرش يتدوسا ينب ي،كدون سازيبهينه پس از. شد شناسايي لاكتيس لاكتوكوكوس ياز باكتر نايسين ژنابتدا  يب،پلاسميد نوترك

BamHI و SacI وكتور درpBI121  سوسپانسيون با هويج ي-گره و ساقه برگ، ريشه، هايريزنمونه. شد يساز كلون 
 هايزمان در وشدند  آلوده )1 و OD 4/0 ،6/، 8/0 با( تلقيح مايه مختلف هايغلظت با نوتركيب پلاسميد حاوي اگروباكتريوم

و  يسينكاناما يحاو زاييكالوس كشت محيط در روز سه از بعد و شدند داده قرار) روز 3 و 2 ،1 ،0( كشتيهم مختلف
 و كانامايسين حاوي باززايي محيط به و انتخاب بودند، گزينش محيط روي رشد به قادر كه هاييكالوس. شدند كشت يمسفاتاكس

 55. شد مشاهده هاريزنمونه درصد 40 در زاييكالوس. شدند منتقل ليتر در گرمميلي 500 و 250 ،100 غلظت سه در سفاتاكسيم
 درصد بيشترين. شدند منتقل باززايي محيط به زني جوانه از پس شده توليد هايجنين. شدند زاجنين مقاوم، هايكالوس درصد
 مختلف هايزمان و 8/0 تا 6/0 باكتري غلظت و ساقه ي-ازريزنمونه استفاده به مربوط) درصد 45( كانامايسين به مقاوم گياهان

 و اگروباكتريوم به گياهان آلودگي عدم از اطمينان منظور به. بود سفاتاكسيم ليتر در گرمميلي 250 غلظت و روز 2 و1 كشتيهم
 تأييد ژن انتقال صحت و انجام Vir Gene اختصاصي آغازگرهاي از استفاده با پليمراز ايزنجيره واكنش ژن، انتقال صحت تأييد
 را نايسين و nptII هاي ژن از نسخه يك حداقل فرضي، تراريخته گياهان درصد 60 كه داد نشان مراز پلي اي زنجيره واكنش .شد
   .هستند دارا خود ژنوم در

  nptII س،يلاكت لاكتوكوكوس ،جيهو خته،يترار اهيگ ن،يسينا :يديكل يهاواژه

  m_tohidfar@sbu.ac.ir :پست الكترونيكي،   +00989124627014 :نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
 ييايميش هايواكنش موجب غذا در هاسميكروارگانيم رشد

 طعم، رنگ، در يراتييتغ آن يجهينت در كه شوديم يميآنز و

 .كنديم جاديا آن سلامت و ييغذا ارزش غلظت، بافت،

 رشد .است ييغذا مواد فساد ياصل علت يكروبيم يآلودگ

 اقتصاد به و افراد سلامت به غذاها در ناخواسته يكروبيم

 جاديا در ريتأخ اي رييجلوگ ن،يبنابرا .زنديم ضرر يمل

 .است ضروري ييغذا محصول كي در مختلف راتييتغ

 ري،يجلوگ منظور به كه هستند موادي نگهدارنده، مواد

 از يناش فساد اي و هاكروبيم رشد محافظت اي كاهش

 يدوره در ييدارو اي ييغذا مواد به ،ييايميش راتييتغ
- يم اضافه آن ونيفرمولاس در مصرف، هنگام در و ينگهدار
 ييغذا عيصنا در هانگهدارنده از يمختلف انواع). 37( شوند

 يعيطب منشأ اي باتيترك نيا .رنديگيم قرار استفاده مورد
 شونديم ديتول) ييايميش( كيسنتت صورت به اي و دارند
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- نمونه هاسوربات ها،تيسولف ها،تيترين ها،بنزوآت .)27(

 ييغذا مواد در كه هستند ييايميش يهانگهدارنده از ييها
 ييغذا مواد يهانگهدارنده از يبرخ). 30( شونديم استفاده
 يد. هستند مضرر هاتيترين و گوگرد دياكس يد مانند
 تيترين و يتنفس يها لوله كيتحر باعث گوگرد دياكس

 مضرر اثرات مورد در ييهاينگران). 27( است زاسرطان
 مشكلات جمله از. دارد وجود ييايميش يهايافزودن
 ليدل به كبد به بيآس ييايميش يهانگهدارنده از استفاده
 شيافزا و هانگهدارنده نيا دفع يبرا كبد به وارده فشار
 مشكلات، نيا رفع منظور به .)27( باشديم سرطان به ابتلا

- قرارگرفته ياديز توجه مورد يعيطب يهانگهدارنده امروزه

 و دارند يجانور اي ياهيگ منشأ ،يعيطب يهانگهدارنده .اند
 به هانگهدارنده نيا كه شونديم حاصل يكروبيم منابع از اي

 نيب از). 36 و8( هستند معروف سبز يهانگهدارنده
 توسط شده ديتول يهانگهدارنده ،يعيطب يهانگهدارنده

 از اينمونه. اندقرارگرفته يشتريب توجه مورد هاكروبيم

 الكل ها،نيوسيباكتر دها،ياس شامل يكروبيم يهانگهدارنده
  ).36و 5( باشنديم لياست دي و

 يباكتر گريد و دياس كيلاكت يهايباكتر از ياديز تعداد
 ضد تيفعال كه كننديم ديتول ييدهايپپت مثبت گرم يها
 از يعيوس فيط يدارا دهايپپت نيا). 22( دارند يكروبيم

 يكروبيضدم يدهايپپت نيا از كلاس كي. هستند هاتيفعال
 اند كرده جلب خود به را ياديز توجه رياخ يهاسال در كه
 در كه كيوتيبيلانت نيتربرجسته). 7(هستند  هاكيوتيبيلانت
 نياست كه توسط چند نيسينا شوديم استفاده حاضر حال
 13، 10( شوديم ديتول سيلاكت لاكتوكوكوساز  نياستر

 ينگهدارنده ي ماده عنوان به نيسينا). 34 و 19، 18،

 طور به مختلف كشورهاي در يطولان مدت به ييغذا
-مصرف شيگرا علت به امروزه و شده استفاده گسترده

 در مواد نيا مصرف ،يستيز هاينگهدارنده به كنندگان

  ). 26و 13( است افتهي شيافزا ييغذا عيصنا

  از  اما  .است  نشده  منتقل  اهيگ به يكروبيضدم ژنكنون تا

هاي گرم گياهان دارويي به منظور كنترل باكتري يعصاره
و همكاران در  Elisha. مثبت و منفي استفاده شده است

 Hypericumگياه شامل 9هاي ي 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 ( وMostafa  و همكاران
 Punica granatum, Syzygiumگياهان ي از عصاره

aromaticum, Zingiberofficinales  وThymus vulgaris 
ي اين نتايج، اثرات بازدارندگي عصاره). 2(استفاده كردند 

هاي گرم منفي شامل گياهان بر روي تعداي از باكتري
اشرشياكولاي و گرم مثبت شامل استافيلوكوكوس اورئوس 

ي متانولي و همكاران از عصاره Manandhar .را ثابت كرد
 Oxalis corniculata, Artemisia(گياهان دارويي 

vulgaris, Cinnamomum tamala, and Ageratina 

adenophora ()33 ،38 ( وAtef1 ي  و همكاران از عصاره
 Matricariaو   .Moringa oleifera Lبرگ گياهان دارويي

recutita  مانند تحقيقات قبلي  و نتيجه) 29(استفاده كردند
 . بود

 اهيبه گ نيسينا نيتاكنون پروتئ ن،يسينا تيوجود اهمبا
 ديتول يبررس قيتحق نيا از هدف ).23( منتقل نشده است

 ةزنمونير چهار از استفاده با جيهو اهيگ در نيسينا نيپروتئ
 ميرمستقيغ ييبه روش باززا وميتوسط اگروباكتر مختلف

  . باشديم

  روشها و مواد
ژن  يكدون يسازنهيبهو  نيسيژن نا يتوال افتيدر
 سيلاكت لاكتوكوكوس يباكتر از نيسينا ژن يتوال: نيسينا
- نهيبه. شد افتيدر MG913135.1 كد با NCBI تيسا از
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با استفاده از  اهيژن در گ نيا انيمنظور ب به يكدون يساز
 و 3( شد انجام (http://www.kazusa.or.jp/codon) تيسا
20.(  

 رييتغ عدماز  افتني نانيبه منظور اطم يسازنهيبه از پس
 به NCBI تيسا در ديجد يتوال د،يجد نيپروتئ تيفعال

 جو و جست مورد مشابه يهايتوال افتني منظور
 نيپروتئ تيفعال رييتغعدم دأييتمنظور  به. فترقرارگ

 ديجد نيپروتئ تيفعال ،يكدونيسازنهيبهشده پس از ديتول
 زين  ) http://blocks.fhcrc.orgBlocks (تيسا يلهيبوس
   .شد يبررس

 با نايسين ژن حاوي شده طراحي ي سازه: سازه طراحي
 پروتئين حاوي هويج توليد جهت مناسب تنظيمي عناصر
  ). 1شكل (آورده شده است  1در شكل  باكتريضد

  
 نشانه پپتيد: KDEL. يسيننشانگر مقاومت به كاناما: Kan R. يسيننا يژن ضد باكتر يحاو pBI121 يبنوترك يدمزپلا يزيكيف ينقشه -1شكل
 ياز باكتر يسينژن نا. NOS يدهنده خاتمه CamV35s پروموتر. گياه در ژن بيان افزايش براي: Kozak يتوال. يددر پلاست ينپروتئ آوريجمع براي

  .است شده سازيبهينه گياه در بيشتر بيان منظور به كه يسلاكتوكوكوس لاكت

 ينشانه يتوال و كزاك يتوال يحاو نيسينا ژن ابتدا
KDEL يبرش يتدو سا ينب BbmHI  وSacI ديپلازم در 

pBI121 در نايسين پروتئين آوريجمع منظور به. شد كلون 
ژن  يبه انتها KDEL ينشانه توالي آندوپلاسمي، شبكه

و  CaMV35S پيشبرتحت  نيسينا ژن. اضافه شد
 در ابتدا ب،ينوترك يسازه. گرفتقرار  NOSناتوريترم

 يهايكلون. شد تراريخت Dh5α استرين E.coli باكتري
 تريل در گرميليم 50 يحاو LB طيرشد كرده در مح

 pBI121 ديمزبعد پلا يمرحله در. شدند غربال نيسيكاناما
شد  ختيترار LBA4404 يهيسو وميبه اگروباكتر بينوترك

 LB (Luria-Bertani( طياز مح يبه منظور غربالگر). 1(
 يهاكلون و شد استفاده نيفامپسير و نيسيكاناما يحاو
  .شدند انتخاب طيمح نيا در كرده رشد

 ياز موسسه Nantesرقم  جيهو بذر: بذر يضدعفون
 ،يعفونضد منظور به. شد هياصلاح نهال و بذر كرج ته

 20 سپس و درصد 90 اتانول در قهيدق 1 مدت به بذور
. شدند داده قرار درصد 5 تيپوكلريه محلول در قهيدق

 شوو  شست بار پنج تا سه شده ريتقط بار دو آب با سپس
 در شده يضدعفون يبذرها شب كي مدت به و شده داده
 طيمح يرو بذرها .شدند داده قرار شده ريتقط بار دو آب

)Murashige and Skoog( ½MS 8/0و  3ساكارز  يمحتو 
  . آگار كشت شدند درصد

 يكلون كي LBA4404 يهيسو ومياگروباكتر از: ژن انتقال
-مايع و آنتي LBمحيط  CC5 يحاو CC50درفالكون 

) است متفاوت استفاده مورد يسازه نوع بهبسته ( بيوتيك
- يميل 50( نيسيكاناما و) تريدر ل گرميليم 500( نيريفامپس

 48 مدت يبرا فالكون سپس. شد داده كشت) ليتر در گرم
 شيكر روي بر گراد سانتي يدرجه 28 يدما در ساعت 24ـ
 200ساعت،  48تا  24پس از . قرارگرفت rpm 220دور با
مايع  LB طيمح CC5رشد كرده به  ياز باكتر تريكروليم

 اضافه نيسيكاناما تريل در گرميليم 50و  نيفامپسير يحاو
 يدرجه 28در كريش يرو بر ساعت 7 حدود يبرا و شده
 optical densityبه يباكترغلظت  تا شد داده قرار گراديسانت

(OD) 4/0 ،6/0، 8/0 ساقه، برگ،هاي   ريزنمونه .برسد 1 و 
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در محلول باكتري به  روزه 14 جيهو اهيگ گره و شهير
پس از خشك كردن . ندور شدغوطه قهيدق 15، 10، 5مدت 

دو و  ك،ي، صفرها به مدت   كشتي نمونهبا كاغذ صافي، هم
 3ساكارز  يمحتو MSهاي   نمك(سه روز در محيط كشت 

ها   سپس ريزنمونه. انجام شد يكيتار در) آگار درصد 8/0و 
گرم در ميلي MS، 1هاي   نمك يحاوزايي به محيط كالوس

 50و همراه با   NAA(Naphthaleneacetic acid(ليتر 
ساعت  16با دوره نوري  نيسيكاناما تريل در گرميليم

 يشدت نور وگراد درجه سانتي 28روشنايي و دماي 
 ياحتمالبراي حذف . شدندلوكس انتقال داده  2800
غلظت  دربيوتيك سفاتاكسيم از آنتي ومياگروباكتر يآلودگ
 6 تا 5. شداستفاده  ليتر در گرميميل 500و  250 ، 100
 ،ييزاكالوس طيمح به هازنمونهيپس از انتقال ر هفته،

 به نيسيكاناما يحاو طيمحشده در  ليتشك يهاكالوس
 تريدر ل گرميليم 1 يحاو MS طيبه مح ييزانيجن منظور
NAA، 50 2-  3 مدت به سفاتاكسيمو  نيسيكاناما گرميليم 
 طيمح به اهچهيگ ديتول منظور به هانيجن .شدند   منتقل هفته
 تمام در ينور طيشرا. شدند منتقل يقبل طيمح مشابه
و  گراديسانت يدرجه 28 يدما( كساني رشد مراحل

 انتقال يبرا). بود يكيساعت تار 8 ،ييساعت روشنا16

پيت  :ورميكوليت: ماسه 1:1:1 نسبت به گلدان به ها  گياهچه
 تا شدند   ياسپر آب با ها  گياهچه روز هر و شده استفاده

 درصد. شود ليتشك كامل اهيگ و ليتشك جيهو يشهير
  . شد يبررستمام مراحل  در ييزانيجنو  ييزاكالوس

 منظور به: ياحتمال ختيترار اهانيگ PCR يهيتجز
  Dellaportaيافتهي رييبرگ از روش تغ از DNAاستخراج 
 ختيترار اهانيگ يهياول غربال يبرا ).9 و6( شداستفاده 

 واكنش روش از آنها در ژن حضور هياول دأييت و يحتمالا
 نيهمچن و ژن ياختصاص يآغازگرها با مرازيپل يا رهيزنج

. شد استفاده نيسيكاناما نشانگر ياختصاص يآغازگرها
PCR )Polymerase chain reaction ( 25در حجم 

دهنده  ليتشك ياز اجزا تريكروليم 5/12( تريكروليم
- ng/µl50 ( DNA تريكروليم 1 ،(Master pcr) )واكنش

 1، )كوموليپ 10( جلو به رو آغازگر تريكروليم 1 ،)100
 تريكروليم 5/9، )كوموليپ 10( معكوس مريپرا تريكروليم

  .انجام شد) ليآب مقطر استر

 نشانگر يبرا PCRاستفاده شده به منظور انجام  يآغازگرها
NPTII، ژن  و نيسينا ژنVirG شده آورده ريز جدول در 
 .است

  VirGژن  و نيسينا ژن ،NPTII نشانگررو به جلو و معكوس  يآغازگرها يتوال -1 جدول
  آغازگر نام  جلو به رو آغازگريتوال معكوسآغازگر يتوال

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

  

 .باشديم ريز صورت به nptIIژن  يبرا PCRانجام  طيشرا
 94 يدما در هياول يساز واسرشت شامل اول يمرحله
 35دوم شامل  يمرحله قه،يدق 2 مدت به گراديسانت درجه

 55 قه،يدق 1به مدت  گراديسانتدرجه  94 يچرخه و دما
 گراديسانتدرجه  72و  قهيدق 1 مدت به گراديسانت درجه

 5 گراديسانتدرجه  72 ييو مرحله نها قهيدق 3به مدت 
 يبرنامه نيسيژن نا يآغازگرها يبرا. انجام شد قهيدق

 94 يدر دما هياول يسازواسرشت شامل يحرارت يچرخه
 35دوم شامل  يمرحله قه،يدق 2به مدت  گراديسانتدرجه 

 62 قه،يدق 1 مدت به گراديسانت درجه 94 يچرخه و دما
درجه  گراديسانت 72و  قهيدق 1 مدت به گراديسانت درجه

 به گراديسانت درجه 72 يينها يو مرحله قهيدق 1به مدت 
عدم  از نانياطممنظور  به. گرفت صورت قهيدق 5 مدت
استخراج  DNA وم،ياگروباكتربه  ختيترار اهانيگ يآلودگ

 توسط ،virژن  ياختصاص يآغازگرها يلهيشده بوس
 واكنش طيشرا. شدند يبررس مرازيپل يا رهيزنج واكنش

 .باشديم ريز صورت به virژن  يبرا مرازيپل يا رهيزنج
 94 يدر دما هياول يساز واسرشت شامل اول يمرحله
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 35دوم شامل  يمرحله قه،يدق 5به مدت  گراديسانتدرجه 
 58 قه،يدق 1به مدت  گراديدرجه سانت 94 يچرخه و دما

 گراديدرجه سانت 72و  قهيدق 1به مدت  گراديسانتدرجه 
 7 گراديدرجه سانت 72 ييو مرحله نها قهيدق 1به مدت 

  .انجام شد قهيدق

 1ژل آگارز  يروالكتروفورز  يلهيبوس يريتكث محصولات
) Gel Doc )Syngeneشد و در دستگاه  كيتفك درصد
 مورد ياختصاص نوار كي حضور يبرا و يبردارعكس
  .قرارگرفت يبررس

 جينتا

انتقال ژن  دأييتمنظور  به: ومياگروباكتر به ژن انتقال دييأت
با  مرازيپل يا رهيزنج واكنشروش  از وم،ياگروباكتربه 

 نيسيژن نا يآغازگرهاو  nptIIژن  ياختصاص يآغازگرها
 نيسيژن نا ياختصاص يمرهاياستفاده از پرا با. شد استفاده

 nptIIژن  ياختصاص يمرهايبا استفاده از پرا و bp978 باند 

 در اما. آشكار شد PCRمحصول  در bp785 باند 
 نظر مورد يباندها يمنف كنترل و ختيرتراريغ ومياگروباكتر
  .است يباكتر بينوترك دهنده نشان كه نشدند مشاهده

: ياحتمال ختيترار اهانيگ PCR يهيتجز و ژن انتقال
زدند و  جوانهروز  هفتاز  بعدشده  يضدعفون يبذرها

 كارايي. شد استفاده هاريزنمونه تهيه جهت روزه15 ياهانگ
 و قارچي آلودگي گونههيچ و بود درصد 100 ضدعفوني
 .نشد مشاهده باكتريايي

 قراردادن و تلقيح مايع در هاريزنمونه وريغوطه از پس
 مورد ژن كه هاييريزنمونه انتخابي محيط در هاريزنمونه

. رفتند بين از و شده سفيد اندنكرده دريافت را نظر
 منظور به اندمانده سالم انتخابي محيط در كه هاييريزنمونه
مشابه  يطدر مح ياهچهگ يدو تول زاييجنين زايي،كالوس

 ,A، 2شكل (واكشت شدند  يكبارهر دو هفته  يقبل يطمح

B, C.( 

  

 
 يطدر مح ياحتمال يتراريخته كالوس القاي. A. يسينژن نا يحاو pBI121با وركتور  يختهترار هايهويج باززايي و كالوس القاي مراحل -2 شكل
 از شده دارريشه يگياهچه. D انتخابي محيط در احتمالي تراريخت هايهويج باززايي .C يانتخاب محيطدر  ياحتمال يتراريخته زاييجنين. B ي،انتخاب

  .گلخانه شرايط در گلدان در احتمالي تراريخته گياه. E يانتخاب يطساقه در مح يريزنمونه
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 كه يطور هشد ب يرياندازه گ يمراحل صفات مختلف ينادر
 زايي¬ينجن، )درصد 60( زايي¬درصد كالوس يشترينب
از  يانتخاب يطدر مح ياهچهگ يدو تول) درصد 55(
 يزانم ينكمتر. به دست آمد) درصد 45(ساقه  ي¬يزنمونهر

از ) درصدصفر ( زايي¬و ساقه زايي¬ينجن زايي،¬كالوس

ساقه،  ي¬يزنمونهبعد از ر. گره به دست آمد ي¬يزنمونهر
 يببرگ به ترت ي¬يزنمونهسپس ر و يشهر ي¬يزنمونهر
را  زايي¬و ساقه زايي¬ينجن زايي،¬كالوس يزانم يشترينب

  ).3شكل (دارد 

  
 با همراه انتخابي كشت محيط در) گره و برگ ريشه،ساقه، ( شده استفاده يريزنمونه چهار از زاييساقه و زاييينجن يي،زا-كالوس درصد -3 شكل

 استاندارد خطاي

به دست  8/0تا  6/0با غلظت  حيتلق هياز ما جهينت نيبهتر
 افتي كاهشبه شدت  يختيترار درصد 4/0 غلظت در. آمد

 درصد هازنمونهير يآلودگ ليدل به زين 1و در غلظت 
  ). 2جدول ( افتي كاهش يختگيترار

 ومياگروباكتر مختلف يهاغلظتدر  يختگيترار درصد -2 جدول
)OD(  

OD (%)يختگيترار درصد

15  4/0 
 8/0تا6/0  60
35  1 

  

 هاآن در يختگيترار كه ياهانيگ تعداد از يختگيترار درصد
شده در  ييباززا اهانيگ كل به نسبت است شده ثابت
و  يختگيترار درصد نيبهتر. آمد دست به يانتخاب طيمح

 تريدر ل گرميليم 250غلظت  از وميكنترل اگروباكتر
 تريل در گرميليم 100 غلظت در. به دست آمد ميسفاتاكس
 يختگيترار درصد ومياگروباكتر يآلودگ ليبه دل ميسفاتاكس
 اثر ليبه دل تريدر ل گرميليم 500 غلظت در و افتي كاهش

 كاهش يختيدرصد ترار زين هازنمونهير رشد بر يبازدارندگ
  ).3جدول ( افتي

 مختلف يهاغلظت از استفاده در يختگيترار درصد -3 جدول
  ميسفاتاكس

 )تريل در گرميليم( ميسفاتاكس غلظت  (%) يختگيتراردرصد

20  100  
60  250  
30  500  

  

 قهيدق 15و  10، 5شامل  حيتلقزمان  سه شيآزما نيادر
 يآلودگ ليدل به قهيدق 15 حيتلقدر زمان . شد استفاده

 درصدرفتن بافت  نياز ب و ومياگروباكتربه  هازنمونهير
 5 حيتلق زمان در اما افت،ي كاهش) درصد 30( يختگيترار
 چيه و بود شتريب) درصد 60( يختگيترار درصد قهيدق 10و

 حيدو زمان تلق نيا. مشاهده نشد ومياگروباكتر يآلودگ گونه
  .با هم نداشتند يتفاوت يختگياز نظر ترار

رشد  ياهگ 5نشان داد از  يمرازپل يا- زنجيره واكنش نتايج
 يرنظر تكث مورد بانددو  هر ياهگ 3 ي،انتخاب يطكرده در مح

 و نايسين ژن اختصاصي پرايمرهاي ييلهوس هشده ب
 5 هاي شكل( دادند نشان را كانامايسين نشانگر پرايمرهاي

  ).6 و
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 DNA (1 مولكولي وزن اندازهنشانگر . L. يجهو ياهدر گ نايسين ژن ياختصاص يآغازگرها از استفاده با مرازپلي ايزنجيره واكنش محصول -4 شكل

Kb)، 1 .واكنش( آب نمونه. 4 ي،احتمال يتراريخته گياه. 3، 2، )منفي كنترل( غيرتراريخته گياه PCR  بدونDNA الگو.(  

 استفادهبا  يمرازپل ايزنجيرهواكنش  در bp 978 باند وجود

 با همچنين. شد اثبات نايسين ژن اختصاصي آغازگرهاي از
 bp  785باند nptII  اختصاصي آغازگرهاي از استفاده

 در كرده رشد گياه 5 از گياه سه در باند دو اين. شد آشكار
 شده آشكار سفاتاكسيم و كانامايسين حاوي انتخابي محيط

. نشدند ظاهر باند دو اين از هيچكدام شاهد گياه در و
 در احتمالي ي-تراريخته گياهان در باند دو اين وجود
 نسخه يك حداقل وجود يدهندهنشان شاهد گياه با مقايسه

 باشدمي احتمالي يتراريخته گياهان در نايسين ژن از
 ).6 و 5 شكل(

 
 اندازهنشانگر . L. يجهو ياهگ در nptII ژن عقب به رو و جلو به رو اختصاصي پرايمرهاي از استفاده با مرازپلي ايزنجيره واكنش محصول -5 شكل

 .احتمالي يتراريخته گياه. 4و  3، )الگو DNAبدون  PCR واكنش( آب نمونه. 2، )منفي كنترل( غيرتراريخته گياه. DNA (1 Kb)، 1 مولكولي وزن

 در اگروباكتريوم آلودگي حضور عدم اثبات منظور به
با  يمرازپل ايزنجيره واكنش احتمالي يتراريخته گياهان

. انجام شد virGژن  ياختصاص ياستفاده از آغازگرها

 و يوماگروباكتر يدر نمونه يجفت باز 850وجود باند 
 دهنده نشان ياحتمال يتراريخته گياهان درن آوجود  عدم
  ).6شكل (است  يبه باكتر آلودگي عدم



 1401، 1، شماره 35جلد                                                              )             مجله زيست شناسي ايران( سلولي و مولكوليمجله پژوهشهاي 

  
 DNA (1 مولكولي وزن اندازهنشانگر . M. يجهو ياهگ در vir ژن اختصاصي پرايمرهاي از استفاده با مرازپلي ايزنجيره واكنش محصول -6 شكل

Kb)، 1 .واكنش( آب نمونه. 3، )منفي كنترل( غيرتراريخته گياه. 2. پلازميد يحاو اگروباكتريوم PCR  بدونDNA ييختهترار ياهگ. 4و  4- 8، )الگو 
 احتمالي

شد درصد  مشخص يقتحق ينا درهمانطور كه  يتنها در
 گياهانسپس . درصد به دست آمد 60 يختگيترار

 55 نيز گياهان سازگاري درصد. شدند سازگار تراريخت
  .آمد دست به درصد

  بحث
برگ و  يشه،ساقه، ر(مختلف  يريزنمونهچهار  زاييكالوس

 NAA يتردر ل گرميليم 1 يحاو MS يطدر مح) گره
 گرمميلي 2 از 2007 سال در همكاران و  pant.شد بررسي
 ،)NAA )31 يتردر ل گرميليم 1و  BAP يتربر ل

Hardegger در  گرمميلي 1/0از  1998همكاران درسال  و
در  گرمميلي 5/0 از 2008 سال در NAA )17(, Rafal يترل
 2 از 1987و همكاران در سال  NAA )32(, Roderick يترل

 در همكاران و Yoshihikoو ) D )35-2,4 يتردر ل گرمميلي
 منظور به )44و D )4-2,4 يتردر ل گرمميلي 1 از 2014 سال

 بهانتقال ژن  سازيبهينه منظور به. كردند استفاده باززايي
 يحاو يحتلق مايه ينهغلظت به يينتع هويج، گياه

و  يمسفاتاكس هايبيوتيكآنتي غلظت و اگروباكتريوم
 حد از كمتر هايغلظت در. باشدمي ضروري يسينكاناما

 در و كنند رشد نيز غيرتراريخت گياهان است ممكن بهينه
 ييممكن است از باززا سازيينهاز حد به يشب هايغلظت

 يساز-ينهبه يجهنت در. شود يريجلوگ يختترار ياهانگ
 كارايي افزايش براي استفاده مورد هايبيوتيكآنتي غلظت
 ازحاضر  يقدر تحق ).25و 24،12( باشدمي نياز ژن انتقال

 ليتر در گرميليم 50، غلظت 8/0تا  6/0 يومرقت اگروباكتر
. شد استفاده يمسفاتاكس يتردر ل گرمميلي 250 و كانامايسين

 و  Yadavتحقيقات نتايج مشابه تحقيق اين ييجهنت
 Baranskiكه  يحال در). 44(است  2012همكاران در سال 

 يتردر ل گرميليم 100از  2014و همكاران در سال 
 همكاران و Pandey تحقيق در. استفاده كردند يسينكاناما
 ژن انتقال منظور به سلولي تراكم بهترين نيز 2013 سال در
 رسدمي نظر به). 30( آمد دست به 6/0 زيره دارويي گياه به

 هايسويه لگاريتمي تكثير و رشد مرحله ترينفعال
  ). 45( شودمي حاصل رقت مقدار اين در اگروباكتريوم

 يهيسو نسيتومفاس ومياگروباكترحاضر از  قيتحقدر
LBA4404 ساقه يزنمونهياز ر جهينت نياستفاده شد و بهتر 
 ،)14( همكاران و قبولي). 3جدول ، 2شكل( آمدبه دست 

M  1  4  3  2 6    5   7        

1000  bp 
700  bp 

850 bp
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Baranski )32 (و Hardegger همكاران و )از نيز )17 
. كردند استفاده خود تحقيق در اگروباكتريوم يسويه همين

 C58C1 ،Hiroo يسويه از) 35( همكاران و Roderick اما
 همكاران و زارع EHA101, ييهاز سو) 45( همكاران و
 اگروباكتريوماز ) 47(پارسا و همكاران  ينو همچن) 46(

 ييهاز سو) 39( و همكاران يو سهراب A4 ييهسو رايزوژنز
MSU در. كردند استفاده نظر مورد ژن انتقال براي 2656 و 
به عنوان  LBA4404 يسويه هاآزمايش از بسياري

 هايسويه). 43 ،42(شده است  يمعرف يهسو ينمدترآكار
 به ژن انتقال در متفاوتي توانايي اگروباكتريوم مختلف
 گونه يك درون هايژنوتيپ و گياهي مختلف هايگونه
  ). 15( دارند

انتقال ژن مدت زمان  بودن موثرترعوامل مهم در  يگرد از
 و نوع بهو  است يومدر محلول اگروباكتر هاريزنمونه لقيحت

 مورد گياهي ژنوتيپ حتي و گياهي يگونه ريزنمونه، سن
 تركيبات غلظت و نوع اگروباكتريوم، يسويه استفاده،
 و دارد بستگي تلقيح دماي و تلقيح ينحوه كشت، محيط
 60 تا 2 از ايدامنه از معمولاً عوامل اين يهمه به باتوجه
  ). 40و 28 ،11( است متغير دقيقه

 يحتلق براي دقيقه 15و  10، 5از سه زمان  يقتحق ينادر
 هانمونه ريز از تعدادي در دقيقه 15 زمان در. شد استفاده
 5و  10 هايمانزمشاهده شد، اما در  يوماگروباكتر يآلودگ

 اگروباكتريوم آلودگي هاريزنمونه از هيچكدام در يقهدق
 تلقيح دقيقه 10 زمان از نيز همكاران و زارع .نشدظاهر 
 تراريختگي نظر از). 46( آوردند دست به را نتيجه بهترين
. نشد ديده دقيقه 10 و 5 تلقيح هايزمان بين تفاوتي هيچ
و همكاران در  يدرح يحاج يجمشابه نتا يقتحق ينا يجنتا

و همكاران در سال  Tokujiاما ). 16( باشديم 1394سال 
 يحتلق يهها را در ما- يزنمونهبه مدت دو ساعت ر 2014

استفاده  كشتيزمان هم 4از  تحقيق دراين). 45(قرار دادند 
 موجببالاتر از دو روز  كشتيهمنشان داد زمان  يجنتا. شد

 در ولي. شودمي تراريختگي كاهش يجهو در نت مردگيبافت
 ودر نشده ديده مردگيبافت روز 2 و 1 كشتيهم زمان
 كشتيهم زمان بين. نشد مشاهده تراريختگي كاهش نتيجه
 در. نشد مشاهده تفاوتي تراريختگي نظر از روز دو و يك
 جزئي بسيار تراريختگي درصد تقريباً صفر همكشتي زمان

خاطر  به كشتيهم عدم زيرا بود، درصد صفر به نزديك و
 يندباعث كاهش فرا DNAبه منظور انتقال  يعدم زمان كاف

 مشابه تحقيق اين از آمده دست به نتايج. شوديم يختيترار
 در همكاران و كاظمي محجل تحقيق از آمده دست به نتايج
-يم1998و همكاران در سال  Hardegger و 1399 سال
 5از زمان  2014و همكاران در سال  Tokuji). 27( باشد

زارع و  همچنين. )45( استفاده كردند يروز همكشت
 به همكشتي روز سه زمانرا از  يجهنت ينهمكاران بهتر

 ژن انتقال كارايي Baranski تحقيق در ).46( آوردند دست
 همكاران و قبولي يمطالعه در تراريزش نرخدرصد  90
 درصد 62همكاران  و Roderick آزمايش در ،)14( 8/3
). 41( بود درصد 10 همكاران و Tokuji يقتحق در و) 35(
 دست به درصد 60 تراريختگي درصد حاضر تحقيق در ماا

  . آمد

بودن  متفاوتبه  توانمي نتايج بودن متفاوت دلايل از
استفاده  ي- واريته نوع استفاده، مورد اگروباكتريوم يسويه

  ).24( كرد اشاره مختلف هاييزنمونهشده 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  


