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Abstract 

Introduction 

Gene transfer by the Agrobacterium tumefaciens is one of the well-known methods for the 

production of the transgenic plants. The success rate of this method depends on the growth of the 

bacteria and the regeneration of the plant explants. Among these variables, the antibiotics 

functioning as bacterial growth regulators have mainly inhibitory effects on the plant growth. 
Therefore, the introduction of a successful gene transfer method which is mediated by 

Agrobacterium requires the identification of an antibiotic with an inhibitory effect on the growth 

of the bacteria and also has a minimal effect on the regeneration of the explants and the growth of 

the transgenic plants. In this regard, the present research was conducted with the aim of 

optimizing the antibiotic used in co-culture in order to increase the transgenic yield of Petunia 

hybrida. For this purpose, a variety of antibiotics in different concentrations were tested. 
Materials and Methods 

The growth rate of A. tumefaciens in the different medium culture with two suitable pH for the 

bacterial growth (7) and plant growth (5.7) in the presence of 500 mg/L of the cefotaxime 

antibiotic as a common antibiotic for controlling bacterial growth was investigated. Sensitivity 
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tests were run. The second experiment was conducted to investigate the effect of five different 

antibiotics in three concentration on the regeneration of the petunia leaf explants. 
 

Results and Discussion 

The results of the bacterial sensitivity test showed that the type and concentration of salt and the 

pH of the medium culture significantly affect the growth rate of the bacteria. So that the highest 

rate of bacterial growth was observed in LB and MH medium culture at pH=7, but on the 

contrary, no growth was observed in MS medium culture. In addition, two antibiotics of 

cefotaxime and ceftriaxone at 700 mg/L concentration had the highest inhibitory effect on the 

bacterial growth. The results of this experiment showed that different antibiotics have different 

effects on the regeneration of explants and the growth of the seedlings. According to the results, 

the highest volume of callus and also the highest percentage of regeneration were observed in the 

presence of ceftizoxime and coamoxiclav antibiotics in all three concentrations and cefepime at 

300 mg/L. The highest number of the seedlings was also observed in the treatment of ceftizoxime 

at concentrations of 300 and 500 mg/L with an average of 7.70 seedlings. In relation to the 

seedling growth traits, the highest number and length of root per seedling were observed in 

ceftizoxime at 300 mg/l and cefotaxime at the same concentration, respectively. The highest dry 

weight belonged to the grown seedlings in the presence of co-amoxiclav antibiotic followed by 

the ceftizoxime (300 mg/L). 

Conclusion 

 The overall results of these experiments show that the seedlings which are grown in the presence 

of ceftizoxime antibiotic had a good growth rate, while the use of this antibiotic was effective in 

inhibiting the growth of A. tumefaciens. Therefore, we recommend that the use of ceftizoxime 

antibiotic in the co-culture process will be effective in increasing the efficiency of the gene 

transfer. Further studies will solidify these results. 

 

Keywords: Cefotaxime, Ceftizoxime, Medium culture, pH, Seedling growth  
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 Agrobacterium باکتری کشتی به منظور کنترلبیوتیک مورد استفاده در هم سازی آنتی بهینه

tumefaciens  ( و افزایش بازده تراریختی گیاه اطلسیPetunia hybrida) 

 
 5احمد شریفی، 0سیده مهدیه خرازی، 3محبوبه یزدی، 1سرگزی مقدم، زهرا 2آزاده خادم

 
 ، مشهد، ایرانبیوتکنولوژی گیاهان باغبانی، پژوهشکده بیوتکنولوژی صنعتی، سازمان جهاد دانشگاهی خراسان رضویگروه پژوهشی  - 2،6،3

 ، ایراندانشگاه فردوسی مشهدنژادی گیاهی، دانشکده کشاورزی،  گروه بیوتکنولوژی و بهدانشجوی دکتری، -2

 ، ایراننژادی گیاهی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه فردوسی مشهد گروه بیوتکنولوژی و به، دانش آموخته دکتری -5

 
 چکیده

شده با هدف تولید های شناخته  یکی از روش Agrobacterium tumefaciensانتقال ژن با واسطه باکتری 

های گیاهی دارد.  موفقیت در این روش بستگی به نحوه رشد باکتری و باززایی ریزنمونهگیاهان تراریخته است. 

عمدتا اثرات بازدارندگی بر روی رشد گیاه های رشد باکتری  کننده ها به عنوان تنظیم بیوتیک در این میان، آنتی

بیوتیک دارای اثر  شناسایی آنتیمعرفی یک روش انتقال ژن موفق با واسطه آگروباکتریوم نیازمند رو  دارند. از این

در  های گیاهی و رشد گیاهان تراریخته است. بر باززایی ریزنمونه تأثیربازدارندگی رشد بر باکتری و نیز کمترین 

کشتی به منظور افزایش بازده بیوتیک مورد استفاده در هم سازی آنتی این پژوهش با هدف بهینهاین راستا 

با  A. tumefaciens  باکتریمیزان رشد ابتدا  بدین منظور( انجام شد. Petunia hybridaتراریختی گیاه اطلسی )

 pHهای مختلف دارای دو  محیط کشتدر های باکتری و مساحت تحت رشد باکتری  گیری تعداد کلنی اندازه

بیوتیک سفوتاکسیم  گرم در لیتر آنتی میلی 544( در حضور غلظت 7) باکتریو رشد  (7/5) گیاهمناسب برای رشد 

حساسیت سنجی باکتری نتایج  بیوتیک رایج به منظور کنترل رشد باکتری مورد بررسی قرار گرفت. به عنوان آنتی

 به، گذار استتأثیر  بر میزان رشد باکتری دار معنی به طور محیط کشت pHو   که نوع و غلظت نمکنشان داد 

ه اما بر خلاف آن مشاهده شد  pH= 7در  MHو  LB هایدر محیط کشتبیشترین میزان رشد باکتری  ی کهطور

سفوتاکسیم و سفتریاکسون در  بیوتیکدو آنتی. علاوه بر آن، نشد مشاهده MSمحیط کشت  ونه رشدی درگهیچ

به منظور بررسی آزمایش دوم . بودند باکتری رشدبر بیشترین اثر بازدارندگی  دارایگرم در لیتر  میلی 744غلظت 

-نشان داد که آنتیاین آزمایش نتایج اطلسی انجام شد. گیاه برگ  های باززایی ریزنمونه بر روی بیوتیک  اثر آنتی

طبق این نتایج  چه حاصل از آنها دارند.ها و رشد گیاه های مختلف اثرات متفاوتی بر باززایی ریزنمونه بیوتیک

کلاو در هر سه و کوآموکسیزوکسیم سفتی های بیوتیکآنتی حضور و درصد باززایی در  پینهجم بیشترین ح

بیشترین تعداد . مشاهده گردیدآماری  دار معنیدرصد  5در سطح گرم در لیتر میلی 344در غلظت سفپیم غلظت و 
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...بیوتیک مورد استفاده در سازی آنتی بهینهخادم و همکاران:   

 

در . بودچه گیاه 74/7با میانگین گرم در لیتر میلی 544و  344 های در غلظت زوکسیمسفتیچه نیز در تیمار هاگی

در  زوکسیمسفتی در تیماربه ترتیب چه در هر گیاهو طول ریشه چه، بیشترین تعداد ارتباط با صفات رشدی گیاه

-گیاهمتعلق به بیشترین وزن خشک . مشاهده شدو سفوتاکسیم در همین غلظت گرم در لیتر میلی 344غلظت 

( mg/l 344)زوکسیم سفتیبیوتیک کلاو و پس از آن آنتیبیوتیک کوآموکسیآنتی های رشدیافته در حضور چه

زوکسیم از بیوتیک سفتی های رشدیافته در حضور آنتی چهگیاه دهد ها نشان می مجموع نتایج این آزمایش. بود

 A. tumefaciensبیوتیک در بازدارندگی رشد  که استفاده از این آنتیرشد مناسبی برخوردار بودند در حالی

کشتی در افزایش بازدهی انتقال ژن موثر  زوکسیم در فرآیند همبیوتیک سفتی رو کاربرد آنتی از اینموثر بود. 

 خواهد بود. 

 

  محیط کشت، زوکسیم، سفتیسفوتاکسیم،  چه، رشد گیاهرشد باکتریکلمات کلیدی: 
 

 مقدمه
، مهندسی ژنتیک درهای کارآمد  یکی از پروتکل

 Agrobacterium باکتری انتقال ژن با واسطه

tumefaciens ( استQin, 2011.) ها آگروباکتریوم

توانایی آلوده  Riو  Tiبه دلیل دارا بودن پلاسمیدهای 

رو این  از این را دارند،و انتقال ژن به آنها کردن گیاهان 

گیاهی مهندسی ژنتیک در  ابزار مهمی ها به باکتری

Bahramnejad)اند  شدهتبدیل 
 
et al., 2019 این .)

به ژن های باکتریایی پس از آلودگی گیاه و انتقال گونه

 Deگیاه لازم است از محیط کشت حذف شوند )

Saeger
 
et al., 2020 .) های  بیوتیک آنتیدر این راستا

مختلف اثرات بازدارندگی متفاوتی بر رشد باکتری 

های بتالاکتام به عنوان یکی از بیوتیکآنتی دارند.

ها در دیواره  بیوتیکآنتیترین ترین و پرمصرفقدیمی

کنند. دیواره سلولی سلولی باکتری تداخل ایجاد می

ساکارید است که اکثر یک ساختار پلیباکتری 

های باکتریایی را احاطه کرده و از غشای  سلول

-سیتوپلاسمی آنها در برابر پارگی اسمزی محافظت می

یکان ساخته شده است که کند. این دیواره از پپتیدوگل

های گلیکان با پپتیدهای متصل برای اتصال نجیرهاز ز

ها کند. بتالاکتامهای مجاور استفاده می عرضی گلیکان

-های متصل شونده به پنی با غیرفعال کردن پروتئین

پپتیدوگلیکان را از بین  های یکپارچگی زنجیره، سیلین

Choبرند ) می
 
et al., 2014 ها بیوتیکآنتینوع (. این

مورد استفاده در های  بیوتیک آنتیترین جزء رایج

 A. tumefaciensهای انتقال ژن با واسطه آزمایش

هستند. با این حال، تولید بتالاکتامازها دلیل اصلی 

های بتالاکتام در میان بیوتیکمقاومت باکتریایی به آنتی

 A. tumefaciensهای گرم منفی و به خصوص  باکتری

بیوتیک بتالاکتام ن آنتیاست. بنابراین جستجوی بهتری

از اهمیت بالایی  A. tumefaciensهای در برابر سویه

از سوی . (Brouwers et al., 2020برخوردار است )

ها علاوه بر اثر بازدارندگی بر  بیوتیک دیگر آنتی

بر روی  ممکن است A. tumefaciensباکتری 

های گیاهی نیز اثرات سمی داشته باشند که بر  سلول

های مختلف گیاهی در شرایط توانایی باززایی گونه

 ,Ziemienowicz)است گذار تأثیرای  شیشهدرون

های مختلف نشان  (. مطالعات متعدد در کشت2014

ها علاوه بر کنترل رشد  بیوتیک داده است برخی از آنتی

تداخل  در رشد و نمو ریزنمونه باکتری ممکن است

Liang) ایجاد کند
  
et al., 2019 ؛Gerszberg

  
et 

al., 2019 ؛Mamidala
 
et al., 2009 ؛Meng

 
et 

al., 2014) . با واسطه ژن موفقیت انتقال بنابراین

بیوتیک برای حذف آگروباکتریوم به نوع و غلظت آنتی

ها در ریزنمونه Agrobacterium tumefaciensموثر 

؛  Lin, 1995 ؛ Qin, 2011نیز بستگی دارد )

Mineykina, 2020.) 
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ترین گیاهان زینتی گلدانی اطلسی یکی از محبوب

 ,Solanaceae (Goldani and Kamaliتیره از 

 ,.Tsuda et alو بومی آمریکای جنوبی است ) (2016

با اندازه های (. ارقام مختلف این گیاه دارای گل2004

باشند با ساقه و برگ چسبنده می متفاوت همراه

(Bombarely
  
et al., 2016دلیل دارا ه (. این گیاه ب

های متمایز مرفولوژیکی و ژنتیکی، به  بودن ویژگی

عنوان گیاه مدل در تحقیقات ژنتیک مولکولی گیاهان 

 Gerats andزینتی بسیار مورد توجه قرار گرفته است )

2005, Vandenbussche 2009؛., et al Gübitz .)

های  سازی شرایط تراریختی ریزنمونه بهینهبه اهمیت با توجه 

با هدف  مطالعهاین  A. tumefaciensگیاه اطلسی با واسطه 

و باززایی های مختلف  بیوتیک آنتیبررسی اثر بازدارندگی 

در شرایط محیطی گوناگون و نیاز به بررسی دقیق  هاریزنمونه

 انجام شد. آنها 

 هامواد و روش

 میکروبیای ه شآزمای

محیط کشت بر میزان رشد باکتری  pHتعیین نوع و 

 بیوتیک و اثر بازدارندگی آنتی

با غلظت نیم مک  A. tumefaciensسوسپانسیون باکتری 

درجه  -04از استوک گلیسرول موجود در فریزر 2فارلند

میکرولیتر در  14به میزان دو برابر رقیق شده و با حجم سلسیوس 

 .بصورت یکنواخت توزیع شد  پلیت حاوی محیط کشتسطح 

نوع محیط کشت مختلف شامل موراشیگ  6باکتری در 

 pHدارای  6و مولر هینتون 5، لوریا برتانیMS ½،  1اسکوگ

)مناسب برای رشد باکتری(  3)مناسب برای رشد گیاه( و یا  3/3

ها بر  میزان  تنظیم شد. به منظور بررسی اثر  محیط کشت

بیوتیک  گرم در لیتر آنتی میلی 344بیوتیک،  آنتی عملکرد

 بیوتیک رایج در تحقیقات تراریختی سفوتاکسیم به عنوان آنتی

(Jalilian et al., 2017)  ها اضافه شد.  به تمام محیط کشت

به مدت سلسیوس درجه  10ها در انکوباتور با دمای  سپس نمونه

                                                           
1- McFarland 

2- MS 

3- LB 

4- MH 

باکتری،  روز قرار داده شدند. برای بررسی میزان رشد 6

ها پس از گذشت دو، سه و چهار روز از  تصویربرداری از نمونه

ه و میزان رشد آنها از طریق شمارش زمان کشت انجام شد

ها  های باکتری و محاسبه مساحت تحت رشد کلنی تعداد کلنی

 مورد بررسی قرار گرفت.

 حساسیت سنجی میکروبی

و  همایع کشت شد LBابتدا باکتری در محیط کشت 

درجه  10جهت هوادهی برای رشد بهتر، بر روی شیکر با دمای 

 24دور در دقیقه قرار گرفت. پس از گذشت  214و  سلسیوس

ساعت، سوسپانسیون باکتری با غلظت نیم مک فارلند تهیه شد 

MHو بر روی محیط کشت 
گرم در لیتر آگار و  23حاوی  3

pH  های  بیوتیک کشت شد. جهت بررسی قدرت آنتی 3معادل

 4های  بیوگرام استفاده شد. دیسک های آنتی مختلف از دیسک

بیوتیک به  متری در شرایط استریل به آب مقطر بدون آنتی میلی

کلاو،  کوآموکسی بیوتیک مختلف نوع آنتی 3عنوان شاهد و 

و سفپیم در سه  زوکسیمسفتیسفتریاکسون، سفوتاکسیم، 

 5شته و تعداد گرم در لیتر آغ میلی 344و  344، 544غلظت 

ها در فاصله  دیسک پس از اندکی آبگیری، در داخل پلیت

 مناسب قرار گرفت.

 آنالیز تصویر

با  آنها های باکتری به وسیله آنالیز تصاویر رشد کلنینحوه 

انجام شد. با توجه به اینکه با  ImageJافزار  استفاده از نرم

ها با یکدیگر  گذشت مدت زمان کشت و رشد باکتری، کلنی

 5افزار به تدریج از همپوشانی داشتند، سطح آستانه نرم یمقدار

های  برای شمارش کلنی 0های مجزا تا  برای شمارش کلنی

های  همپوشان انتخاب شد تا از سویی، امکان گزینش کلنی

د داشته و از سوی دیگر، نقاطی غیر از همپوشان نیز وجو

افزار شناسایی نشود. همچنین سطح  های باکتری توسط نرم کلنی

ها نیز به عنوان محدوده رشد باکتری نیز  دیش مقطع پتری

ها، مساحت تحت  گزینش شد. پس از شمارش تعداد کلنی

رشد آنها به پیکسل محاسبه شده و به منظور تبدیل آن به 

دیش به عنوان شاخص مساحت  از سطح پتری مربع متر میلی

                                                           
5- Mueller–Hinton 
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استفاده شد. محاسبه قطر هاله عدم رشدی به پیکسل انجام شد و 

 متر تبدیل شد. به میلی شاخصبر اساس 

 گیاهیهای آزمایش

 ها و کشت ریزنمونه تهیه مواد گیاهی

کشت  در سینی Petunia hybridaگیاه  هایابتدا بذر

. پس از ندحاوی بستر کوکوپیت همراه با پرلیت کشت شد

ها،  چهزنی بذرها و رشد گیاهگذشت یک ماه از جوانه

 و به عنوان ریزنمونه استفاده شد.شده های جوان آنها جدا  برگ

فاقد هورمون به  MSآزمایش از محیط کشت پایه برای این 

گرم در لیتر آگار استفاده  3گرم در لیتر ساکارز و  54همراه 

تنظیم شد و  3/3( در حدود pHشد. اسیدیته محیط کشت )

و   سلسیوسدرجه  212سپس محیط کشت در اتوکلاو با دمای 

هاى جوان  دقیقه استریل شد. برگ 14اتمسفر به مدت  1/2فشار 

دقیقه در آب جاری شستشو  54ابتدا به مدت پس از جداسازی 

درصد و به مدت  34دقیقه در اتانول  1به مدت سپس شدند و 

 درصد قرار گرفتند. در 3/2دقیقه در هیپوکلریت سدیم  24

بار با آب مقطر استریل در زیر هود  5ها  نهایت شستشوی نمونه

 2طول  ه قطعاتی ب ،ها کشت ریزنمونهبه منظور . شدلامینار انجام 

ها تهیه و روی دستمال کاغذی استریل  متر از برگسانتی 3/2تا 

ها گرفته شود، سپس به محیط  قرار داده شد تا آب اضافی آن

 5دیش معادل پتری 5در این آزمایش، کشت منتقل شدند. 

ریزنمونه قرار  3دیش،  تکرار در نظر گرفته شده و در هر پتری

رایط نوری ها پس از کشت به اتاق رشد با ش ریزنمونهگرفت. 

میکرومول بر  54ساعت تاریکی با شدت نور  0ساعت نور،  24

 منتقل شدند. سلسیوس درجه  13±2متر مربع بر ثانیه و دمای 

 و تیمار باززایی کشتی با آگروباکتریومهم

ها  ساعت از کشت اولیه برگ، ریزنمونه 16پس از گذشت 

و  ور شدند دقیقه در سوسپانسیون باکتری غوطه 24به مدت 

 BAگرم در لیتر  میلی 1حاوی  MSپس به محیط کشت س

منتقل شدند. پس از  NAAگرم در لیتر  میلی 3/4همراه با 

ها از محیط کشت، از گذشت سه روز به منظور حذف باکتری

های  با توجه به گزارشهای مختلف استفاده شد.  بیوتیک آنتی

نوع  3 ،(Petri et al. 2007 ،Gambhir et al. 2017) پیشین

و  344، 544در سه غلظت  آزمایش پیشینمختلف  بیوتیک آنتی

در فرآیند  بیوتیکگرم در لیتر و نیز شاهد فاقد آنتی میلی 344

ها پس از رشد از بافت چهگیاه .ها استفاده شد باززایی ریزنمونه

 ½به محیط کشت  به منظور  القای تشکیل ریشهجدا شده و  پینه

MS  .در طی باززایی و رشد گیاهفاقد هورمون منتقل شدند-

  چه، باززایی، تعداد گیاهزاییپینهها، صفاتی شامل درصد  چه

تعداد و طول ریشه، تعداد و طول برگ و نیز وزن خشک گیاه 

ها  ریزنمونهزایی و باززایی پینهدرصد  مورد بررسی قرار گرفت.

در قالب طرح کاملا آزمایش های زیر محاسبه شد.  طبق فرمول

 5غلظت همراه با  5بیوتیک در تیمار آنتی 4تصادفی دارای 

  تکرار انجام شد.

های دارای پینه/تعداد کل  )تعداد ریزنمونه= زایی درصد پینه

 244×ها( ریزنمونه

شده/تعداد  یهای باززا )تعداد ریزنمونه =درصد باززایی

 244×های دارای پینه( ریزنمونه

 های آماری تحلیلتجزیه و 

و تجزیه و تحلیل  Excelها در برنامه  آماده سازی داده

در تمام انجام شد.  JMP 8افزار  ها با استفاده از نرم داده

 LSDآزمون استفاده از مقایسه میانگین تیمارها با ها،  آزمایش

درصد انجام شد. نمودارها نیز با استفاده از  3 دار معنیدر سطح 

 رسم شدند. Excel افزار  نرم

 نتایج و بحث

در محیط  A. tumefaciensنحوه رشد باکتری 

 بیوتیک سفوتاکسیم های مختلف حاوی آنتی کشت

های باکتری و مساحت تحت رشد آنها  بررسی تعداد کلنی

های مختلف  نشان داد که روند رشد باکتری در محیط کشت

های رشد  کلنیی که تعداد به طورتقریبا مشابه با یکدیگر بود، 

یافته تا روز سوم پس از کشت به مقدار قابل توجهی افزایش 

ها تقریبا ثابت باقی  یافته اما پس از آن، در تمام محیط کشت

نتایج نشان داد که تا روز سوم، مساحت تحت  (.2ماند )شکل 

ها افزایش یافته  ها نیز همگام با افزایش تعداد کلنی رشد باکتری

های رشد یافته همچنان به روند  مساحت کلنیاما پس از آن نیز 

افزایشی خود با شیب کمتری ادامه داده است تا آنجا که در روز 
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پوشانی های باکتری با یکدیگر هم چهارم، برخی از کلنی

 .Aرو، بیشترین تعداد کلنی باکتری  (. از این1داشتند )شکل 

tumefaciens از  پوشانی در روز سوم پسبا کمترین میزان هم

آن بر میزان  pHبررسی اثر محیط کشت و  کشت بدست آمد.

چشمگیری بر  تأثیررشد باکتری نشان داد که این دو عامل 

 های باکتری داشته است.  تعداد و مساحت تحت رشد کلنی

 MSدر محیط کشت  مشخص شدطبق نتایج این آزمایش 

هیچ باکتری رشد نکرده و  مطالعهمورد  pHدر هر دو 

 تأثیربیوتیک سفوتاکسیم در این محیط کشت بیشترین  آنتی

ممانعت از رشد باکتری را داشته است. بیشترین تعداد کلنی 

ها به ترتیب در محیط  رشد یافته و مساحت تحت رشد کلنی

با دو  دار معنیبود که تفاوت   pH= 7با  MHو  LBکشت 

در تحقیقات پیشین،  (.5و  1دیگر داشت )شکل   محیط کشت

های باکتری  ر پروفایل متابولیتهای محیط کشت ب نمکر اث

Escherichia coli  نشان داد که محیط کشت به شدت بر

 ,Kim and Kimگذار است )تأثیرروند متابولیسم سلولی 

ن داده است که (. از سوی دیگر، تحقیقات مختلف نشا2017

به وابسته است  pHهای بتالاکتام به شدت به بیوتیک تجزیه آنتی

ها )مانند  لاکتامه حداکثر پایداری آلفا آمینو بتای کطور

های فاقد زنجیره  لاکتامسیلین( و بتا سیلین و آمپی موکسیآ

از  pHبوده و تغییر  3تا  6بین  pHجانبی گروه آمینو تقریبا در 

رعت افزایش سها سبب  بیوتیک محدوده پایداری این آنتی

(. در آزمایشی، Hou and Poole ,1971) شدتجزیه آنها 

Brouwers
بیوتیک مسیلینام  ( پایداری آنتی1414و همکاران ) 

MOPSهای  را در دو محیط کشت
های pHبا   LBو  2

عمر نیمهرار دادند. طبق این نتایج، مختلف مورد بررسی ق

با  LBو  MOPSدر محیط کشت  بیوتیک مسیلینام  آنتی

6/3pH=  شد  ساعت برآورد 6-3ساعت و  1به ترتیب حدود

، پایداری آنتی بیوتیک مسیلینام تا نیمه عمر  pHاما با تنظیم 

 ساعت افزایش یافت. 4تقریبا 

 

                                                           
1- (N-Morpholino)propane sulfonic acid 

(MOPS) 

های مختلف بر بازدارندگی رشد  بیوتیک اثر آنتی

 A.tumefaciensباکتری 

نتایج این آزمایش نشان داد که میزان رشد باکتری به طور  

بیوتیک قرار گرفت. طبق  دار تحت تأثیر نوع و غلظت آنتی معنی

بیوتیک( باکتری به طور این نتایج، در تیمار شاهد )فاقد آنتی

بیوگرام رشد نموده و  های آنتی کامل در پیرامون دیسک

گونه هاله عدم رشدی مشاهده نشد. نتایج نشان داد که بین  هیچ 

ختلف آنها از نظر قطر های م ها و غلظت بیوتیک انواع آنتی

داری وجود داشت و با افزایش ی عدم رشد تفاوت معنی هاله

ها به صورت قطر هاله  ها اثر بازدارندگی آن بیوتیک غلظت آنتی

(. بر 3و  6ها افزایش یافت )شکل  عدم رشد در پیرامون دیسک

گرم در لیتر  میلی 544اساس نتایج بدست آمده، غلظت 

کلاو بسیار ضعیف عمل نموده و  بیوتیک کوآموکسی آنتی

 .Aهمانند تیمار شاهد تأثیری بر  کنترل رشد باکتری 

tumefaciens ی  نداشت. از سوی دیگر، بیشترین قطر هاله

گرم  میلی 344در غلظت  A. tumefaciensعدم رشد باکتری 

بیوتیک سفوتاکسیم و سفتریاکسون مشاهده شد که  در لیتر آنتی

متر بود. این نتایج بیانگر آن است  سانتی 04/2و  01/2به ترتیب 

، دو A. tumefaciensکه به منظور بازدارندگی رشد باکتری 

بیوتیک سفوتاکسیم و سفتریاکسون از قدرت بیشتری  آنتی

های مورد بررسی برخوردار بودند.  بیوتیک نسبت به سایر آنتی

ها با ها و اثر متقابل آن بیوتیک تفاوت اثر بازدارندگی آنتی

های معدنی موجود در محیط کشت در تحقیقات پیشین  نمک

 نیز گزارش شده است )
 Bernier & Surette et al., 2006, 

Wiebke, 2017های مختلف  بیوتیک (. در پژوهشی تأثیر آنتی

شامل جنتامایسین، کانامایسین، مترونیدازول، سفتریاکسون و 

در سه  E. coliسیپروفلوکساسین بر جلوگیری از رشد باکتری 

TSBمحیط کشت 
1 ،MH  وM9  مورد بررسی قرار گرفت

(et al., 2019Ratiu  در این آزمایش از آنالیزهای .)

MALDI-TOF MS  که برای تشخیص سریع تغییراتی که

دهد، استفاده شد. بر  در پروفایل پروتئین ریبوزومی رخ می

اساس این آنالیزها نحوه رشد باکتری در  تیمارهای مورد 

رسی با یکدیگر متفاوت بود. علاوه بر این، تجزیه و بر

                                                           
2- Trypticasein Soy Broth 
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-MALDIهای فلوسایتومتری جهت ارزیابی نتایج  تحلیل

TOF MS های مرده به زنده انجام  از طریق تعیین نسبت سلول

های مورد بررسی،  بیوتیک ها، از میان آنتی شد. طبق نتایج آن

ها   بیوتیک سفتریاکسون و سیپروفلوکساسین موثرترین آنتی

های مرده به زنده را  بودند به طوری که بالاترین نسبت سلول

های کشت شده در محیط  داشتند. با این حال برای باکتری

 60تا  5های زنده از  کاهش مداوم باکتری MHو  TSBکشت 

بیوتیک فوق مشاهده شد، اما  ساعت پس از تلقیح با دو آنتی

روند  M9های کشت شده در محیط کشت  درباره باکتری

 افزایشی مشاهده گردید.

 

 
Figureure 1. Growth of A. tumefaciens in different culture media containing 500 mg/L cefotaxime. 

 

 
Figureure 2. The effect of the type and pH of the culture media on the number and the growth area 

of bacterial colony on the fourth day of cultivation. a) ½ MS medium culture with pH=7.5, b) ½ MS 

medium culture with pH=7, c) LB medium culture with pH=7.5, d) LB medium culture with pH=7, 

e) MH medium culture with pH=7.5, f) MH medium culture with pH=7. 
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Figure 3. The effect of the type and pH of the culture media on the number and growth area of 

bacteria colonies. Means with the same letters indicate no significant difference (P ≤ 0.05). 

 

 
Figure 4. The effect of the type and concentration of different antibiotics on the diameter of the 

growth inhibition zone. Means with the same letters indicate no significant difference (P ≤ 0.05). 

 

 
Figure 5. The effect of different concentrations of cefotaxime on the inhibition zone diameter in the 

disk diffusion method. a) control treatment (no antibiotic), b) 300 mg/L, c) 500 mg/L, d) 700 mg/L. 

 

زایی و باززایی پینهها بر  بیوتیک  اثر آنتی

  های گیاه اطلسی ریزنمونه

های زایی در لبهپینهروز  23تا  21پس از گذشت 

بیشترین یک ماه پس از کشت اولیه برگ شروع شده و 

نوع  طبق نتایج حاصلبه دست آمد.  پینهحجم 

به  ،داشت دار معنیاثر  القایی پینهبیوتیک بر حجم  آنتی

های شاهد و در ریزنمونه پینهطوری که بیشترین حجم 

کلاو و کوآموکسی زوکسیمسفتیهای بیوتیکآنتیتیمار 
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گرم در میلی 544در غلظت سفپیم در هر سه غلظت و 

های  گزارش(. در 4و شکل  2)جدول تشکیل شد لیتر 

زایی را در و اندام پینهاستفاده از سفوتاکسیم رشد  پیشین،

et al,. 2013گندم، تریتیکاله )گیاهان 
 

Asif جو ،)

(2004., et al Chernobrovkina و ) ذرت

(2004., et al Danilovaافزایش داد )در حالی که ، 

 و سفتریاکسونسفپیم های  بیوتیک آنتیبا افزایش غلظت 

کاهش یافت  ها تشکیل شده بر روی ریزنمونه پینهحجم 

 (. 2)جدول 

برخی از  در تحقیقات پیشین گزارش شده است که 

عملکردی سیلین سیلین و پنیمانند کاربنیها بیوتیک  آنتی

ها پس بیوتیکگیاهی دارند. این آنتی های مشابه هورمون

و سطوح فعال  شدهاز قرار گیری در محیط کشت تجزیه 

اکسین فنیل استیک اسید را ایجاد هورمون فیزیولوژیکی 

به سمت تشکیل  کنند که مکانیسم تحریک رشدمی

 Padillaکند )بیوتیک را توجیه می ناشی از آنتی جوانه

et al., 2010.) مشخص ها بررسی میزان باززایی داده

گرم در میلی 344و  344 های  غلظت، شاهدپس از  نمود

کلاو  و کوآموکسیزوکسیم سفتیهای  بیوتیک آنتیلیتر 

یم پسفبیوتیک  گرم در لیتر آنتی میلی 544و غلظت 

این در بیشترین میزان باززایی را به خود اختصاص دادند. 

، سفپیمهای  بیوتیک آنتی افزایش غلظتحالی است که با 

تعداد  نیز و سفتریاکسون، درصد باززایی وسفوتاکسیم 

 (. 2نمونه باززا شده کاهش یافت )جدول 

بیوتیک بر میانگین تعداد نوع آنتی تأثیربا بررسی 

چه با بیشترین تعداد گیاه چه مشخص گردید کهگیاه

تیمار  از آنپس ط به تیمار شاهد بود و مربو عدد 55/21

 344و  544در دو غلظت زوکسیم سفتی بیوتیک آنتی

(. 3و شکل  2)جدول  گرفتگرم در لیتر قرار میلی

بیوتیک آنتی تیمار در چه نیز کمترین تعداد گیاه

 مشاهده شدگرم در لیتر میلی 344کسیم در غلظت تاسفو

بر  ها بیوتیک برخلاف اثر آنتی طبق این نتایج(. 2)جدول

های  به ویژه در غلظت ها بیوتیک برخی از آنتی،  باکتری

رو،  از این کنند. پایین رشد و نمو گیاه را تحریک می

ها ممکن است نسبت هورمونی را بیوتیک آنتی عملکرد

های کشت پیچیده کند و بر کارایی باززایی در محیط

 (.Padilla et al., 2011بگذارد ) تأثیر

 
Figure. 6. The effect of type and concentration of antibiotics on callus production of petunia leaf 

explants. 
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 بر صفات رشدی گیاه  ها بیوتیک آنتیاثر 

ها نشان داد بیوتیک بر میزان القای ریشه بررسی اثر آنتی 

( 55/52)شاهد های رشدیافته در  چهگیاه بیشترین تعداد ریشه در

گرم در میلی 544در غلظت زوکسیم سفتیبیوتیک  آنتیتیمار و 

های  چهگیاهاین در حالی است که ( مشاهده شد. 00/54)لیتر 

گرم میلی 344در غلظت سفوتاکسیم بیوتیک  رشدیافته در آنتی

(. این 1در لیتر کمترین تعداد ریشه را تشکیل دادند )جدول 

 است چینیصورت گرفته بر روی کلم  نتایج همسو با مطالعه

تمایز اندام هوایی و را بازدارنده سفوتاکسیم  بیوتیک که آنتی

طبق نتایج  (.Meng et al., 2014)گزارش کرده است ریشه 

 544های رشدیافته در غلظت  چهگیاه حاصل از این آزمایش،

 اما ندبیشترین طول ریشه را داشتسفوتاکسیم گرم در لیتر  میلی

این  گرم در لیترمیلی 344غلظت  های رشدیافته در چهگیاه

را کمترین طول ریشه در میان تیمارهای آزمایش  بیوتیک آنتی

(. همچنین این نکته حائز 1)جدول  به خود اختصاص دادند

کسیم و تاسفوهای  بیوتیک آنتیاهمیت است که استفاده از 

گرم در لیتر طول ریشه را میلی 544در غلظت زوکسیم سفتی

(. اثر تحریک 1یز افزایش داده است )جدول نسبت به شاهد ن

به دلیل شباهت ممکن است های بتالاکتام  بیوتیک آنتی کننده

سازد ساختاری آنها به هورمون اکسین باشد که آنها را قادر می

 Mineykina) ایفا کنندهای گیاهی را هورموننقشی مشابه تا 

et al., 2020). 

در بررسی صفت تعداد برگ، بیشترین تعداد برگ مربوط 

بیوتیک  های رشدیافته در حضور آنتی چهگیاهبه 

ر و بعد از آن گرم در لیتمیلی 544کلاو در غلظت  کوآموکسی

(. کمترین تعداد 1)جدول کسون در غلظت مشابه بود اسفتری

های کسیم در غلظتتاسفوبیوتیک  آنتیحضور در نیز برگ 

طبق نتایج (. 1)جدول  شدگرم در لیتر مشاهده میلی 344و  344

تنش  در شرایط های گیاهی سلول تحقیقات پیشین،

برای مقابله با  های فیزیولوژیکی خود را فعالیتبیوتیکی  آنتی

گزارش شده است دهند.  تغییر می محیط پیرامون خود تغییرات

آسکوربات ، سوپراکسید دیسموتاز های آنزیم که فعالیت

محتوای پرولین در نیز و گلوتاتیون پراکسیدازها و  پراکسیداز

یابد که ها به طور قابل توجهی افزایش میبیوتیک حضور آنتی

های گیاه برای محافظت از بافت دفاعیفعالیت سیستم  بیانگر

 ,.Qin et al) استها بیوتیکگیاهی در برابر اثرات سمی آنتی

2011.) 

 

Table 1. The effect of antibiotics used on the regeneration characteristics of the explants. Means with 

the same letters indicate no significant difference (P ≤ 0.05). 

Antibiotic treatment Concentration 

(mg/L) 
Callus formation 

(%) 
Regeneration 

(%) 
Regenerated seedlings 

per explant (NO.) 
Control without 

antibiotics  100
a 100

a 12.33
a 

cefepime 

300 100
a 78

b 3.03
d-g 

500 85
ab 30

d 2.70
d-g

 

700 92
ab 5

e 0.90
fgh 

cefotaxime 
300 92

ab 22
de 3.13

def 
500 29

c 10
e 0.80

gh 
700 85

ab 7
e 0.40

h 

ceftizoxime 
300 100

a 49
cd 7.87

b 
500 100

a 75
b 7.60

b 
700 100

a 78
b 3.53

de 

ceftriaxone 

300 80
b 59

bc 2.80
d-g

 

500 79
b 39

cd 4.46
cd 

700 30
c 8

e 1.80
e-h

 

coamoxiclav 
300 100

a 55
bc 6.53

bc 
500 100

a 78
b 3.70

de 
700 100

a 75
b 4.00

de 
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طبق نتایج این آزمایش، تفاوتی بین طول برگ در 

(. از سوی دیگر نتایج 1تیمارهای مختلف مشاهده نشد )جدول 

نشان داد که شاهد و پس از آن تیمار مقایسه میانگین 

گرم در لیتر بیشترین وزن میلی 544کلاو در غلظت  کوآموکسی

(. استفاده از 1خشک را به خود اختصاص دادند )جدول 

گرم در لیتر و سفپیم میلی 344و  544سفتریاکسون در غلظت 

گرم در لیتر نیز منجر به ثبت کمترین وزن میلی 344در غلظت 

(. احتمالاً افزایش عملکرد 1ها گردید )جدول چهخشک گیاه

های بالا به بیوتیک نسبت به غلظتهای پایین آنتیدر غلظت

کنش با ترکیبات محیط دلیل سمیت کمتری است که در برهم

 (. McManus et al., 2002آید )کشت به وجود می

 

 گیری نتیجه

های سلول در هابیوتیکنحوه عملکرد آنتی

و یوکاریوت بسیار پیچیده است و دارای پروکاریوت 

های فیزیولوژیکی بسیاری است. اثرات ناشناخته جنبه

در فرآیند انتقال ژن با واسطه ها بیوتیک آنتی

گیاهان باززایی  میزان و نحوهمنجر به تغییر آگروباکتریوم 

 نوع این مطالعه اثر پنجدر  رو از این. شده استتراریخته 

زوکسیم، سفوتاکسیم، سفتیسفپیم، بیوتیک آنتی

های مختلف در غلظت کلاو سفتریاکسون و کوآموکسی

و  A. tumefaciensمیزان بازدارندگی رشد باکتری بر 

مورد ارزیابی  ی اطلسیها چهباززایی و رشد گیاهنحوه 

-. نتایج کشت میکروبی در حضور آنتیقرار گرفت

 تأثیربیوتیک نشان داد که میزان رشد باکتری تحت 

 و تیمار pHوامل مختلفی از جمله نوع محیط کشت، ع

بیوتیک  دو آنتی در این راستا .گرفتبیوتیک قرار  آنتی

سفوتاکسیم و سفتریاکسون از قدرت بیشتری نسبت به 

بر بازدارندگی رشد های مورد بررسی  بیوتیک سایر آنتی

در ریزنمونه گیاهی کشت نتایج برخوردار بودند. باکتری 

استفاده  ،نیز نشان داد در بیشتر مواردبیوتیک  حضور آنتی

بیوتیک موجب کاهش صفات باززایی ریزنمونه و از آنتی

های بیوتیکآنتی در میانصفات رشدی گیاه شده است. 

در زوکسیم سفتی بیوتیک ، کاربرد آنتیمورد بررسی

ترین  مناسبتوان گرم در لیتر را میمیلی 544غلظت 

علاوه بر کنترل که  معرفی کرد، چرابیوتیک تیتیمار آن

Table 2. The effect of the antibiotics on the growth traits of seedlings. Means with the same letters 

indicate no significant difference (P ≤ 0.05). 

Antibiotic 

treatment 

Concentration 

(mg/L) 

Number of 

roots 

Root length 

(mm) 

Number of 

leaves 

Leaf length 

(mm) 

Dry weight 

(mg) 

Control without 

antibiotics 
 31.33

a
 29.00

bc
 14.33

ab
 16.66

ab
 216.66

a
 

cefepime 

300 23.11
cde

 23.33
cde

 13.44
a-d

 16.66
ab

 103.11
fgh

 

500 20.22
c-f

 26.88
bcd

 12.22
a-e

 13.88
abc

 97.22
gh

 

700 21.88
c-f

 18.66
efg

 12.88
a-d

 18.44
a
 81.11

h
 

cefotaxime 

300 16.55
efg

 37.44
a
 13.22

a-d
 16.00

ab
 179.11

bc
 

500 15.22
fg

 7.22
ij
 9.22

e
 14.00

ab
 151.44

de
 

700 4.66
h
 1.44

j
 9.44

e
 9.00

c
 94.44

gh
 

ceftizoxime 

300 30.88
a
 30.66

ab
 13.77

a-d
 15.22

ab
 179.66

bc
 

500 23.77
bcd

 23.22
cde

 10.77
de

 14.11
ab

 130.00
ef
 

700 26.55
abc

 12.55
ghi

 14.11
abc

 15.66
ab

 153.00
cde

 

ceftriaxone 

300 15.77
fg

 18.88
efg

 15.11
ab

 15.88
ab

 82.55
h
 

500 22.22
c-f

 14.88
fgh

 12.77
a-d

 14.22
ab

 114.66
fg

 

700 20.88
c-f

 12.33
ghi

 11.88
b-e

 13.66
abc

 82.33
h
 

coamoxiclav 

300 18.33
def

 20.44
def

 15.22
a
 13.88

abc
 184.00

b
 

500 21.11
c-f

 16.22
fgh

 13.22
a-d

 12.00
bc

 174.88
bcd

 

700 9.66
gh

 9.66
hi
 13.44

a-d
 18.44

a
 174.11

bcd
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را در صفات مورد کمترین تغییرات  مناسب رشد باکتری،

با توجه به نتایج به  .به همراه داشت نسبت به شاهدبررسی 

سازی شرایط محیطی، نوع و غلظت  دست آمده، بهینه

در کنترل رشد  تواند نقش موثری را بیوتیک می آنتی

بنابراین در نظر گرفتن ساختار، عملکرد باکتری ایفا کند. 

ها برای رشد سلولی و ریزنمونهبر بیوتیک آنتیاثر و 

از اهمیت سازی انتقال ژن با واسطه آگروباکتریوم  بهینه

نتایج این پژوهش در دستیابی به  بالایی برخوردار است.

پروتکلی کارآمد برای حذف آگروباکتریوم در مسیر 

سی مؤثر واقع شده و در تحقیقات انتقال ژن به گیاه اطل

بعدی با هدف افزایش بازده این روش در سایر گیاهان 

علاوه بر آن با  .خواهد نمودکمک شایانی نیز زینتی 

در  A. tumefaciensتوجه به رشد متفاوت باکتری 

های مورد بررسی در این پژوهش، پیشنهاد  محیط کشت

-یط درونشود به منظور کنترل رشد باکتری در شرا  می

محیط کشت  pHای، نوع و میزان عناصر غذایی و  شیشه

 نیز مورد بررسی قرار گیرد.

 گزاری سپاس

ن این پژوهش از پژوهشکده بیوتکنولوژی امحقق

صنعتی گروه بیوتکنولوژی گیاهان باغبانی جهاد 

به دلیل فراهم نمودن زیرساخت و دانشگاهی مرکز مشهد 

نمایند.قدردانی میامکانات آزمایشگاهی 
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