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 0چکیده

ذرات نقره در كمك به فرایند انتقال ژن در گیاه از طریق اگروباكتریوم مورد توجه قرار نگرفته هنوز تأثیر احتمالی نانو

میکروگرم بر میلی لیتر  نانوذرات نقره هم در  95شود كه رشد اگروباكتریوم در غلظت است. در تحقیق حاضر نشان داده می

، A. rhizogenesشود اما پس از همکشتی قطعات برگ توتون با سركوب می  LBشرایط رشد دینامیك و هم محیط كشت جامد 

میکروگرم  945 نانوذرات  نقره است. استفاده از غلظتهای بالاتری از  كنترل رشد مجدد این باكتری به طور موثری نیازمند غلظت

میکروگرم در میلی لیتر در كنترل كامل 955گردد و غلظت ذرات نقره و بالاتر باعث آسیب به بافت برگ میدر میلی لیتر نانو

ف مورد های مختلتكند. بدین منظور مصرف همزمان نانوذرات نقره و سفوتاكسیم با غلظباكتری پس از همکشتی موثر عمل نمی

گرم در لیتر میلی 755میکروگرم در میلی لیتر  نانوذرات  نقره به همراه  955بررسی قرار گرفت و مشخص شد كه استفاده از 

سفوتاكسیم باعث كمترین آسیب به برگ و بیشترین درصد باززایی گردید و این روش كاربرد نه تنها باعث كاهش سمیت عناصر 

های بالای آنتی بیوتیك طی انتقال ژن اجتناب نماییم. نتایج میکروسکوپ شود از مصرف غلظتباعث میشود بلکه سنگین می

تواند رشد اگروباكتریوم را با چسبیدن به دیواره باكتری و نفوذ به درون سلول نشان داد كه  نانوذرات نقره می TEMالکترونی 

تواند راه را برای استفاده از  ید. نتایج بدست آمده از این آزمایش میهای مختلف متوقف نماباكتری و اختلال در كار اندامك

 كمتر برای توقف رشد مجدد باكتری طی انتقال ژن در گیاهان مختلف هموار نماید. نانوذرات نقره با قطر

  .، میکروسکوپ الکترونیمهندسی ژنتیک اگروباكتریوم رایزوژنز، توتون،  های كلیدی:واژه
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 مقدمه

به وسیله یك فیزیکدان به نام  "فضاهای زیادی در پایین دست وجود"اولین بار در یك سخنرانی با عنوان  "نانو"ی فناوری واژه

دسامبر  71( در گردهمایی جامع فیزیك آمریکا در انیستیتو فناوری كالیفرنیا در Richard Phillips Feynmanریچارد فینمن )

ی یونانی به معنای از یك واژهنانومتر است. نانو برگرفته  955تا  9مطرح شد كه به معنی فناوری با مواد در اندازه  9141سال 

( به  Bionanotechnologyنانو فناوری )( یا زیستNanobiotechnologyزیست فناوری )پاكوتاه یا بسیار كوچك است. امروزه نانو

الحی، )سرمست و ص فناوری و كاربرد زیست فناوری در حوزه فناوری نانو دارد ترتیب اشاره به كاربرد فناوری نانو در رشته زیست

ه تبدیل بندی و غیر(. فناوری نانو به جزء جدایی ناپذیری از صنایع پزشکی، كشاورزی، الکترونیك، پوشاک، صنایع بسته7591

 .ای است كه به وسیله بشر به وجود آمده است های بسیار پیشرفتهشده است و یکی از فناوری

Kmari et a., 2008 , Arora et al., 2008)) ها به شدت در حال استفاده و رشدند. تولید  نانوذرات طلا ماشینانومواد و ننانو

 ,Benelliو نقره به كمك گیاه به یك گزینه منطقی برای كنترل مالاریا به عنوان یك ابزار دوستدار طبیعت مطرح شده است )

های ا و سولفاتهتر با كلریدورت پیچیده(. در طبیعت نقره به فرم مونووالنت همراه با سولفید، بیکربنات یا سولفات یا به ص2016

كاربرد ضد میکروبی نقره كاهش  9155شود. پس از تولید پنسیلین در سال جذب شده بر روی مواد ویژه در حالت مایع دیده می

نقره  نمك های مقاوم به پنسیلین مورد استفاده قرار گرفت. تركیبات دارایبه دلیل ظهور باكتری 9115یافت، اما مجددا در سال 

د شهای عفونی شامل سفیلیس و سوزاک استفاده میها از جمله اعتیاد به نیکوتین، صرع، بیماریبرای درمان برخی از بیماری

(Marshall &  Schneider, 1977استفاده از سولفادیازین نقره در ناحیه .) ی سوخته شده برای جلوگیری از آلودگی قارچی و

ی و میکروبی كشاورزی بیشترین كاربرد نانوذرات نقره مربوط به تركیبات ضد(. در زمینهKlasen, 2000باكتریایی كاربرد دارد )

های های گیاهی به خصوص گونههای درونی از جمله موانعی هستند كه استقرار گونهها و باكتریقارچ شود.ای میكاربرد تغذیه

های متداول و مواد شیمیایی با اثر سمی بیوتیك(. كاربرد آنتی7599 )سرمست و همکاران، سازندچوبی را با مشکل مواجه می

(. علاوه بر این موارد، قرار گرفتن طولانی مدت بافت گیاه در معرض Dodds & Roberts, 1981شوند )منجر به توقف رشد گیاه می

های بیوتیكعنوان مثال ویژگی سمیت آنتی (. بهFalkiner, 1990دهد )های مقاوم را افزایش میاین تركیبات، خطر تولید باكتری

 Leifertهای كلماتیس، دلفنیوم، هوستا، زنبق و همچنین فوتینیا آشکار شده است )ریفامپسین، كربنسلین، استرپتومایسین در گل

et al., 1992.)  زینش مطالعات گها ممکن است در كنترل آلودگی میکروبی و به عنوان عامل گزینش در بیوتیك استفاده از آنتی

 ها و پایداری ژنتیکی آنها ایجاد نمایدهای تراریخت موثر باشد اما ممکن است اثرات منفی در محدودیت باززایی ریز نمونهسلول

(Teixeira da Silva et al., 2003پرآوری و ریشه .)ها در محیط كشت شاخساره ی آنتی بیوتیكزایی گیاهان دلفنیوم به وسیله

مواد به ویژه آنهایی كه دارای فعالیت ضد میکروبی، پایداری دمایی (. بنابراین استفاده از نانوLeifert et al., 1992ست )متاثر شده ا
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ه از  های گیاهی قابل كاربرد خواهند بود. اولین گزارش استفادبالا و قابلیت تبخیر پایین باشند برای گندزدایی و استقرار ریز نمونه

 ( گزارش شد.7559)  الطیب به وسیله ابدی و همکاراننترل آلودگی میکروبی بر روی گیاه علفی سنبلنانوذرات نقره در ك

نمونه پس از هم  زنی شده با ریزهای مایهطور معمول با رشد دوباره باكتریگری اگروباكتریوم بهانتقال ژن با واسطه

تواند منجر به مرگ ریز نمونه گردد،  ز رشد مجدد آنها كه میهای اضافی و جلوگیری اكشتی مواجه است. عدم حذف این باكتری

نسلین، های سفوتاكسیم، كربشود. استفاده از آنتی بیوتیكگری اگروباكتریوم محسوب مییکی از موانع مهم انتقال ژن با واسطه

های منفی ناشی از استفاده از پیامد اما با این حال برخی .تایمنتین، مروپنین و غیره برای كنترل رشد دوباره باكتری مرسوم است

ها مانند اثر سمیت، كاهش رشد گیاه و ممانعت از باززایی در كنار قیمت بالای بسیاری از آنها نیز گزارش شده بیوتیكاز این آنتی

ابطه عقیده كلی در ربرد. یك های مقاوم را نیز بالا میاست و قرار گرفتن طولانی مدت ریز نمونه با این مواد، خطر تولید باكتری

و نوع محیط كشت قرار  pHراحتی قابل حل باشند، بایستی تحت تاثیر ها وجود دارد كه آنها بایستی پایدار و بهبا آنتی بیوتیك

ها خاصیت كشندگی داشته باشند. یك آنتی بیوتیك خوب بایستی قابلیت آمیخته ی وسیعی از باكترینگیرند و بر روی گستره

تركیبات را داشته و برای انسان سمیت نداشته و ارزان باشد و منجر به القاء مقاومت به باكتری نگردد. اگرچه كه شدن با دیگر 

تام مانند های با پایه بتا لاكها شاید در دسترس نباشد. اشاره شده است كه آنتی بیوتیكهایی با تمام این ویژگیآنتی بیوتیك

 .ی سلولی از طریق اتصال به پپتیدوگلیکان ترانسپپتیداز و لیز نمودن سلول است سفوتاكسیم قادر به توقف سنتز دیواره

(Selwyn et al., 1980تعداد قابل توجهی از گزارشات در رابطه با اثر بازدارندگی آنتی بیوتیك .) های كربنسلین و

زایی برخی گیاهان علفی و چوبی مانند پرتقال زایی و اندامهای گیاهی، رویانلاكتایم( بر رشد سلول سفوتاكسیم )از دسته بتا

لاكتایم در رشد و مورفوژنز ریز نمونه های بتا (. در رابطه با گیاهان چوبی، اثر آنتی بیوتیكOgawa & Mii, 2005موجود است )

انتقال ژن به  ( گزارش نمودند كه سفوتاكسیم طی2003و همکاران )   da Silvaطور گسترده مورد بررسی قرار نگرفته است.به

دهد. تماس طولانی مدت آنتی بیوتیك با ریز ای كاهش میكمك اگروباكتریوم رشد شاخساره پرتقال را در شرایط درون شیشه

اهد های مقاوم افزایش خوبرد بلکه در طولانی مدت، خطر تولید باكترینمونه نه تنها احتمال خطر سوختگی ریز نمونه را بالا می

مقاومت به احتمال زیاد با سازوكار منفرد توقف سنتز دیواره سلولی باكتری مربوط خواهد بود. این مقاومت یافت. این ایجاد 

ی درجه (.Thomas & Broadbridge, 1972های مقاوم افزایش یافته است )های اخیر به دلیل گسترش سویهباكتریایی طی سال

مشاهده شده است. كاربرد  نانوذرات  نقره به دلیل  Pseudomonas aeruginosaهای بالایی از مقاومت به كربنسلین در سویه

ها است. علاوه بر اثر ضد میکروبی این تركیبات، اثر مثبت نقره در رشد و نمو گیاه نیز سازوكار عمل متفاوت آنها یکی از گزینه

. افزایش فعالیت شیمیایی  (Parimalan et al., 2011, Wang et al., 2013b, Gupta et al., 2018تر گزارش شده است )پیش

هد دنانوذرات  تا حد زیادی مربوط به ساختار سطحی كریستالوگرافی و داشتن سطوح بالاتر نسبت به حجم است كه اجازه می
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 (SH-های نقره با گروههای سولفیدریل )(. یونWijnhoven et al., 2009مقادیر بیشتری از اتم با محیط اطرافش در تماس باشد )

و عمل  ی انتقال الکترون متوقفهای تنفسی و اجزاء زنجیرههمکنش و رشد باكتری را از طرفی با توقف فعالیت آنزیمها برپروتئین

DNA را دچار اخلال می( كندBragg &  Rannie, 1974, Batarseh, 2004, Wang et al., 2013b همچنین برهمکنش آنها با ،)

های مختلف  نانوذرات نقره در دو محیط مایع و هدف این پژوهش بررسی مقدماتی غلظت .است های هیدروژنی آشکار شدهباند

 ینقره و سفوتاكسیم برای كنترل رشد دوباره جامد بر توقف رشد اگروباكتریوم رایزوژنز و تومافشینس و استفاده از  نانوذرات

 باشد.ن میاگروباكتریوم رایزوژنز پس از همکشتی آن با توتون طی انتقال ژ

 هامواد و روش

 های  نانوذرات نقره ویژگی

مربوط به تصاویر میکروسکوپ الکترونی  9متر بود. شکل نانو 4/99متوسط اندازه  نانوذرات  استفاده شده در این مطالعه 

 هند خریداری شد.  Qtechnanoانتقالی ذرات نانو نقره است.  نانوذرات  نقره به فرم كلوئید و با غلظت مشخص از شركت 

 
 TEM: تصویر میکروسکوپ الکترنی 0شکل 

 آزمایش باكتری كشی

 Agrobacteriumشود از دو باكتری كاهش و توقف رشد باكتری میبرای ارزیابی حداقل غلظت نانوذرات كه باعث 

rhizogenes  سویهK599  وAgrobacterium tumefaciense  سویهLBA4404 .استفاده شد 

 كشت در محیط مایع

گرم در لیتر  4گرم در لیتر، كلرید سدیم  95)تریپتون  LBدر این آزمایش رشد دو باكتری در محیط دینامیك )مایع( 

گرم در لیتر( در حضور مقادیر متفاوتی از  نانوذرات نقره مورد بررسی قرار گرفت. اگروباكتریوم رایزوژنز و  4ی مخمر صارهو ع

لیتر  نانوذرات  میکروگرم بر میلی 95و  74، 94،75، 95، 4حاوی  LBسانتیمتر مکعب محیط  955طور جداگانه در تومافشینس به
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نانومتر به  155در طول موج  9/5با غلظت  LB( از كشت مایع CFUاحد تشکیل دهنده كلونی )و 7×995رشد داده شدند )مقدار 

نانومتر به  155ساعته در طول موج  4ی وقفه 4ی آزمایش برای شروع كشت اضافه شد(. میزان رشد و غلظت باكتری با هر لوله

رار . هر تیمار دارای سه تکبه عنوان شاهد در نظر گرفته شدی فاقد نانوذرات نقره گیری شد. نمونهكمك اسپکتروفوتومتر اندازه

 بود. 

 كشت در محیط جامد

( از اگروباكتریوم رایزوژنز و تومافشینس بر روی محیط CFUواحد تشکیل دهنده كلونی ) 495در این آزمایش مقادیر 

، 95، 4متفاوتی از  نانوذرات  نقره )صفر، های كشت مقادیر گرم در لیتر آگار كشت داده شدند. به این محیط 95با  LBجامد  

درجه  79ساعت در دمای  59های كشت شده به مدت دیشلیتر( افزوده شد. پتریمیکروگرم در میلی 95و  74، 75، 94

ساعت شمارش شدند )هر تکرار حاوی سه پتری دیش بود و  59های رشد یافته پس از گراد قرار گرفته و تعداد كلونیسانتی

 ن آنها محاسبه گردید(.میانگی

  TEMآنالیز 

مورد بررسی قرار گرفت. برای  TEMبرهمکنش اگروباكتریوم رایزوژنز با نانوذرات نقره به كمك میکروسکوپ الکترونی 

ساعت رشد داده شدند )در روی  9لیتر  نانوذرات نقره برای میکروگرم در میلی 15ی دارای ها در محیط مایعاین منظور باكتری

لیتر میلی 955از باكتری مایع به  CFU 995گراد(. برای شروع رشد مقدار درجه سانتی 79و دمای  RPM 945ر با دور شیک

اقی نشین بساعت، نمونه به سرعت و به مدت كوتاه سانتریفیوژ شد و رونشین دور ریخته شد. ته 9اضافه شد. پس از  LBمحیط 

های نرمال مانند شستشو، آبگیری، اینفیلتریشن و جایگیری نمونه ز طی نمودن روشدرصد ثابت شد. پس ا5مانده با گلوترآلدهید 

نانو متر بود( دادیم و  15در رزین و پلیمریزه نمودن نمونه، نمونه را به كمك دستگاه اولترامیکروتوم برش )قطر مقطع برش داده 

ای ورود به دستگاه میکروسکوپ الکترونی قرار دادیم. پس از رنگ آمیزی خشك نمودیم و بر روی گِرِید مسی پوشیده از كربن بر

 نوع دستگاه فیلیپس بود. كیلو ولت و  955ولتاژ استفاده شده 

 گری اگروباكتریوم رایزوژنزانتقال ژن با واسطه

 سویه باكتری و حامل دوتایی

كه دارای پروموتر  PKGWF7.0دارای پلاسمید دارای حامل دوتایی  K599سویه  A. rhizogenesدر این آزمایش تنها از 

ترانسفراز( به عنوان نشانگر )نئومایسین فسفو nptІІبه عنوان نشانگر گزارشگر و ژن  Gusكلم و ژن گزارشگر  ویروسِ موزائیكِ گلِ

 گزینشگر بود استفاده شد. 
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 سازی كشت باكتری و آماده

بیوتیك اسپکتینومایسین برای گزینش كشت گرم در لیتر آنتی میلی 955حاوی  LBباكتری مد نظر در محیط كشت 

به مدت  rpm 7455گراد(. سپس باكتری با سرعت درجه سانتی 79به مدت یك شب در دمای  rpm 755داده شد )در سرعت 

 MS (Murashigeمیلی لیتر محیط مایع نیم غلظت  94تا  95گراد رسوب داده شد و دوباره در درجه سانتی 5دقیقه در دمای  95

and Skoog, 1962 9/5تا  9/5متر بسته به ریز نمونه استفاده شده در محدوده نانو 155( حل شد و غلظت باكتری در طول موج 

 میکرومولار استوسرینگون پیش از مایه زنی به آن افزوده شد. 955تنظیم شد و 

 انتقال ژن و تیمار  نانوذرات  نقره در مرحله همکشتی

ی توتون رشد های كاملاً نمو یافتهست انتقال ژن استفاده شد. برای این منظور برگاز توتون برای ت Samsunرقم   

دقیقه  4برای  75درصد توین 7/5ها ابتدا با آب استریل آبکشی شدند و با یافته در گلخانه جدا و به آزمایشگاه منتقل شد. برگ

زدایی سطحی و در انتها برای چند بار با آب مقطر نددقیقه گ 1تا  4درصد برای  75تیمار شدند و پس از آبکشی، با كلراكس 

سانتیمتر مربعی بریده شدند و با محلول باكتری آماده  4/5استریل شستشو داده شدند. قطعات برگ در شرایط استریل به قطعات 

شك و برای دقیقه مایع زنی شدند، سپس قطعات برگ روی كاغذ صافی استریل تا حدودی خ 74تا  75شده از پیش، به مدت 

منتقل شدند. پس از حداكثر سه روز  NAAگرم درلیتر میلی 9/5و  BAPگرم درلیتر میلی 7دارای  MSهمکشتی به محیط 

ای هگرم در لیتر سفوتاكسیم شستشو شد و پس از خشك شدن به محیط دارای غلظتمیلی 455همکشتی، قطعات برگ مجدداً با 

گرم در لیتر كانامایسین برای گزینش میلی 25و   BAP( برای كنترل باكتری و9جدول مختلف  نانوذرات  نقره و سفوتاكسیم )

های نابجای تولید شده گرم در لیتر رسانده شد. شاخسارهمیلی 975های بعدی غلظت كانامایسین به منتقل شد. در زیر كشت

گراد درجه سانتی 74ها در دمای ت شدند. كشتزایی كشبرای ریشه IBAگرم در لیتر میلی 7555جدا و پس از فروبری سریع در 

 داری شدند. ور فلورسنت نگهو ن

های تركیبی استفاده شده برای كنترل رشد مجدد باكتری پس از همکشتی تیمار :0جدول 

 با اگروباكتریوم رایزوژنز

 (μg/ml) غلظت تیمارها

Cefotaxime 200 

Cefotaxime 300 

Cefotaxime+ AgNPs 150+150 

Cefotaxime+ AgNPs 200+150 

Cefotaxime+ AgNPs 150+200 

AgNPs 200 

AgNPs 300 

AgNPs:  نانوذرات نقره 

Cefotaxime: سفوتاكسیم 
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 های مقاوم در برابر كانامایسیناز برگ توتون DNAاستخراج 

گرم از بافت برای استخراج در نظر گرفته میلی 955( استفاده شد. مقدار 1998و همکاران ) Stangeاز روش  DNAبرای استخراج 

درصد برای بررسی 9های مورد نظر روی ژل آگاروز DNAداری شد. گراد نگهسانتی -75°های استخراج شده در دمای DNAشد.  

 قرار داده شدند. DNAكیفیت 

 با استفاده از آغازگرهای اختصاصی PCRانجام 

و برای تایید عدم حضور باكتری اضافی در بافت گیاهان باززایی شده، از  برای تایید تراریخت بودن گیاهان تولید شده

)برای تایید عدم وجود خود باكتری در بافت(  استفاده  C58)این ژن در سازه ژنی وجود دارد( و  gusدو جفت آغازگر مربوط به ژن 

باشد. پس از گرفتن توالی جفت باز می 574و  999به ترتیب  C58و   Gusبینی شده قطعه تکثیر شده برای ژنشد. اندازه پیش

، كیفیت و دمای اتصال آنها OligoCalافزار تحت وب ( و به كمك نرم7، این آغازگرها طراحی )جدول NCBIآغازگر از سایت 

مورد جستجوی  NCBIهای پیشرو و پسرو در آشکار شد. در نهایت برای اطمینان از اختصاصی بودن آنها، هر كدام از توالی

BLAST .قرار گرفتند 

های استفاده شده در این اطلاعات و توالی آغازگرهای طراحی شده مربوط به ژن :2جدول 

 مقاله

 توالی نام ژن

c58 F, 5'-CCTTGGGCGTCGTCATAC-3' 

R, 5'-TCGTCCTCGGTCGTTTCC-3'. 

gus F, 5'- GCAATTGCTGTGCCAGGCAG -3' 

R, 5'- CGTGCACCATCAGCACGTTAT -3' 

 

میکرولیتر از  x PCR 95 ،2/5میکرولیتر از بافر  DNA ،7نانوگرم از  95میکرولیتر بود كه حاوی  75 حجم نهایی هر واكنش

میکرولیتر از هر آغازگر پیشرو و پسرو )غلظت  9مولار،  میلی dNTPs 95میکرولیتر از   4/5 مولار(،میلی 45كلرید منیزیم )

ی حاضر پس از بود. آمیخته Taq DNA polymerase (Sinnagen, Iran) واحد از  9/5میکرومولار بود( و  95ل آغازگر محلو

(. محصول  9میکرولیتر رسانیده شد و در دستگاه ترموسایکلر قرار داده شد )جدول  75افزودن آب دو بار تقطیر استریل به حجم 

PCR با  درصد كه9دست آمده روی ژل آگاروز بهsafe stain  رانده شد و وضعیت نوار با استفاده  95رنگ آمیزی شده بود با ولتاژ

 شركت كیاژن )ساخته شده در چین( بررسی شد. Gel Documentation Systemاز دستگاه تصویر برداری 
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با استفاده از  PCRبرنامه چرخه های دمایی مورد نیاز برای انجام :3جدول 

 دستگاه ترموسایکلر.

 گراد(دما )سانتی دوره ) دقیقه( مرحله تعداد دور
 15 )دقیقه( 5 واسرشت 9

 15 )ثانیه( 95 واسرشت 

 41-45 )ثانیه(  95 اتصال 94

 27 )دقیقه( 9 گسترش 

 27 )دقیقه( 95 گسترش نهایی 9

 5  نگهداری نهایی 9

 

 های دادهتجزیه

ریز  55تیمار انجام شد. در رابطه با آزمایشات انتقال ژن در هر تکرار از هر كدام از آزمایشات حداقل با سه تکرار در هر 

شد. كل آزمایشات مربوط به انتقال ژن بارها تکرار ریز نمونه می 975نمونه استفاده شد به این معنی كه هر تیمار حداقل شامل 

نسخه( انجام  9,5,7) Rبا آخرین نسخه نرم افزاز  ها عموماًبار( تا نتیجه دلخواه حاصل شود. تجزیه و تحلیل داده 4شد )حداقل 

 شد.

 نتایج و بحث 

 زیست آزمون  نانوذرات نقره در محیط كشت جامد

ساعت  75های مختلف در محیط جامد بر روی دو گونه مشهور اگروباكتریوم طی نتایج زیست آزمون  نانوذرات نقره كه با غلظت

های در غلظت LBی باكتری در محیط جامد دهد كه هر دو گونهاست. نتایج نشان میآمده  9-9مورد بررسی قرار گرفت در شکل 

باشند و این غلظت كمترین غلظت  نانوذرات نقره برای كنترل این دو باكتری لیتر قادر به رشد نمیمیکروگرم در میلی 95بیش از 

رسد میزان می 95لیتر به میکروگرم در میلی 4نقره از  دهد زمانی كه غلظت نانوذراتآید. نتایج نشان میگرم منفی به حساب می

 شود.برابر كاسته می 9رشد باكتری نسبت به شاهد در مورد اگروباكتریوم تامیفشینس 

 

 



 
 

 01 الزهرا)س(/ دانشگاه زیست شناسی كاربردی پژوهشی – علمی فصلنامه

 
 

 
: باكتری اگروباكتریوم Bهای مختلف  نانوذرات نقره كشت شده است : باكتری اگروباكتریوم رایزوژنز كه در غلظتA: 2شکل 

به ترتیب مربوط به نتایج كمی شده تعداد  Dو  Cتامیفشینس كه در غلظت های مختلف  نانوذرات  نقره كشت شده است. 

 دیش می باشد.پتری 3باشد. اعداد میانگین كلونی های رشد یافته در هر پتری می

 

 زیست آزمون  نانوذرات نقره در محیط كشت مایع 

لیتر میکروگرم در میلی 95و  4های كند به شکلی كه در غلظتای پیروی میایع نیز از روند رشد مشابهنتایج كشت م

ها باشند هرچند كه میزان رشد باكتریها در حال رشد میساعت از شروع كشت همچنان باكتری 75تا  94حتی پس از گذشت 

و بیشتر میزان رشد به حالت خطی و  94به  95ا افزایش غلظت از در محیط فاقد نانوذرات در مورد هر دو باكتری بیشتر است. ب

ساعت پس از شروع  95هاست. این روند توقف رشد باكتری به خصوص ی توقف رشد باكتریآید كه نشان دهندهثابت در می

 قابل مشاهده است.  9كشت به شکل آشکارتری در  شکل 
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فشینس در محیط : منحنی رشد اگروباكتریوم تامیBمحیط كشت مایع و  : منحنی رشد اگروباكتریوم رایزوژنز درA: 3شکل

 لیتر نمایش داده شده است.كشت مایع. سمت راست هر دو شکل غلظت نانوذرات به كار رفته به صورت میکروگرم در میلی

 

 اثر  نانوذرات نقره بر سلول اگروباكتریوم رایزوژنز

میکروگرم  15بر روی اگروباكتریوم رایزوژنز كه تحت تاثیر  TEMلکترونی هایی كه با استفاده از میکروسکوپ ابررسی

ساعت بود نشان از اتصال نانوذرات نقره به دیواره و نفوذ شدید این نانوذرات به درون  9لیتر  نانوذرات نقره تنها به مدت در میلی

 د. باشنل باكتری قابل مشاهده میاز آن نیز در درون سلو نانومتر و یا كوچکتر 99غشاء باكتری دارند. حتی نانوذرات با قطر بیش از 

 

 

لیتر  نانوذرات  میکروگرم در میلی 61بر سلول اگروباكتریوم تامفشینس كه تحت تاثیر  TEM: تصویر میکروسکوپ 4شکل 

 متر است.نانو 011ساعت قرار داشت. مقیاس ارائه شده  3نقره به مدت 

 

صورت گرفت كه  TEMبرای پرده برداشتن از چگونگی اثر نانوذرات و كاهش رشد باكتری، آزمایشی با میکروسکوپ الکترونی 

شوند. تصاویر اند به شدت از  نانوذرات  متاثر میهایی كه به مدت سه ساعت با  نانوذرات نقره در تماس بودهنشان داد باكتری
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توان حدس زد كه  نانوذرات  نقره نه تنها غشاء راحتی میهای سلول باكتری است كه بهمتبیانگر نفوذ  نانوذرات به تمام قس

های باكتریایی ( در درون سلول و بسیاری از پروتئینDNAنماید بلکه به سادگی با ماده ژنتیکی باكتری )باكتری را تخریب می

(. اثر  نانوذرات  Braydich-Stolle et al., 2005, Shrivastava et al., 2007نماید )برهمکنش دارد و رشد باكتری را متوقف می

 Wangده است )تر گزارش شباكتریوم تامیفشینس پیشباسیلوس سابتلیس و اگرو كولای،نقره در كاهش رشد سه باكتری اشرشیا

et al., 2012 4نمودند كه غلظت ساعت رشد در محیط كشت را مورد بررسی قرار دادند و گزارش  95(. این محققین تنها 

اده شود ولی این غلظت منجر به توقف رشد دو باكتری استفلیتر به طور كامل باعث توقف رشد اگروباكتریوم میمیکروگرم در میلی

ها نیاز بود. این تفاوت تا حدی های بالاتری از  نانوذرات نقره برای توقف رشد باكتریشده در آزمایش حاضر نگردید و غلظت

در گزارشی دیگر اثر  مربوط به خصوصیات شیمیایی، پوشش و اندازه نانوذرات و شرایط كشت در این دو آزمایش باشد.تواند می

 Listeriaهای گرم مثبت مانند بر روی رشد برخی از باكتری  Pseudopediastrum boryanumنانوذرات نقره سنتز  شده در 

monocytogenes   ،Enterococcus faecalis  منفی مانند و گرمProteus mirabilis ،Enterobacter aerogenes  و غیره تاثیر

اثر بازدارندگی قابل قبولی در  Trichoderma  (. در گزارشی دیگر نانوذرات سنتز شده در قارچ Duygu et al., 2019گذار نبود )

( داشتند Clavibacter michiganensis subsp michiganensisفرنگی )مولار بر روی بیماری كنکر گوجهمیلی 4/7غلظت 

(2019 ,.et alNoshad .)  های انسانی و غیر انسانی توسط وسیله گیاهان بر روی پاتوژنبازدارندگی  نانوذرات تولید شده بهاثر

 (.Tortella et al., 2019دیگران نیز گزارش شده است )

 نتایج مربوط به انتقال ژن در توتون 

وری آها در محیط كشت پس از همکشتی به طور شگفتگرفته برای كنترل رشد دوباره باكتریهای اولیه صورت بررسی  

سنجی بدست آورده بودیم. بدین منظور میکروگرم در میلی لیتری بود كه در آزمایش زیست  94حاكی از غیر موثر بودن غلظت 

ه عنوان یك آنتی بیوتیك معمول در انتقال ژن، مورد های بسیار بالاتری از نانوذرات و حتی تركیب آنها با سفوتاكسیم بغلظت

درصد رشد باكتری را كاهش داد اما  45لیتر تا حدود میکروگرم در میلی 755های بالاتر از بررسی قرار گرفت. از طرفی غلظت

شده به  ادهشد. نتایج بررسی ما به صورت درصد رشد مجدد باكتری و میزان آسیب تركیبات استفمنجر به سوختگی برگ می

لیتر میکروگرم در میلی 755های بیش از دهد كه غلظت(. نتایج نشان می4صفحات برگی در توتون نشان داده شده است )شکل 

شود. از این رو حالت تركیبی  نانوذرات با سفوتاكسیم در نظر گرفته شد كه از  نانوذرات نقره منجر به آسیب و سوختگی برگ می

گرم در لیتر سفوتاكسیم نه میلی 755گرم در لیتر نانوذرات نقره در تركیب با میلی 955ن داد تركیبی از نتایج بدست آمده نشا

 755نمونه درصد سوختگی كمتری را نیز نشان داد. اگرچه كه استفاده از تنها رشد مجدد باكتری را به شدت كاهش داد حتی ریز
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منجر به سوختگی برگ و غلظت  955لی غلظت تری را به شدت كاهش داد وگرم در لیتر سفوتاكسیم میزان رشد باكمیلی 955و 

 تنهایی به اندازه استفاده تركیبی  نانوذرات  نقره و سفوتاكسیم موثر عمل نکرد.گرم در لیتر سفوتاكسیم بهمیلی 755

 

توتون پس از همکشتی با  : اثر تركیبی و تنهای نانوذرات نقره و سفوتاكسیم افزوده شده به محیط كشت باززایی5شکل 

برای باززایی  BAگرم در لیتر میلی 2های تراریخت و اگروباكتریوم رایزوژنز. این محیط حاوی كانامایسین برای گزینش سلول

دیش( به صفحات برگ : درصد آسیب )به صورت درصد ریز نمونه در هر پتریBصد رشد باكتری و : درAباشد. گیاهان می

 گرم در لیتر است(.لیتر یا میلیها به صورت میکروگرم در میلیدهد ) توجه: تمام غلظتتوتون را نشان می

 

لیتر باعث توقف رشد باكتری در محیط میکروگرم در میلی 95سنجی به روشنی بیانگر این است كه غلظت بیش از نتایج زیست

LB یچ عنوان برای توقف رشد باكتری پس از همکشتی با ی جالب این است كه این غلظت نانوذرات نقره به هشود اما نکتهمی

لیتر برای كنترل باز رشد باكتری طی انتقال میکروگرم در میلی 955تا  75های بین های توتون كافی نبوده است. غلظتریز نمونه

ز نقطه نظر كاربردی ی توتون داشت. اهای جوان و تازهو بالاتر اثر سمیت بر روی برگ 755های حدود ژن موثر نبود و غلظت

مشخص شد كه حالت تركیبی نانوذرات با آنتی بیوتیك به نسبت ارزان قیمت سفوتاكسیم، منجر به نتایج به مراتب بهتری از 

شاهده های زیادی مشود. اثرات سمیت نانوذرات نقره و سفوتاكسیم در گزارشاستفاده تکی هر یك از این دو ماده ضد میکروبی می

لیتر سفوتاكسیم مقادیر كمتری گرم درمیلی 955لیتر نانوذرات نقره و میکروگرم در میلی 755یط كشت دارای شود. در محمی

لیتر  نانوذرات  نقره میکروگرم در میلی 955لیتر سفوتاكسیم و گرم درمیلی 755باززایی در مقایسه با محیط تركیبی دارای 

ز ویژه بر روی توتون  باشد كه پیشتر نیهای گیاهی بهیت نانوذرات بر روی سلولشود. این اثر شاید مربوط به اثر سممشاهده می

های زیادی وجود دارد كه اثر نانوذرات نقره در تحریك رشد گیاه را در شرایط درون (. گزارشBatarseh, 2004گزارش شده است )

(، حتی اثر مثبت سفوتاكسیم Wang et a.l, 2013 ، 7597، عقدایی و همکاران،7594كند )سرمست و همکاران، ای تایید میشیشه

ها (. نتایج بدست آمده نشان داد كه در همکشتی ریز نمونهLeifert et al., 2000تر گزارش شده است )در باززایی گیاه نیز پیش
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كتری به مراتب در محیط های خود دیدند بلکه توقف رشد دوباره باها آسیب كمتری در برگبا اگروباكتریوم رایزوژنز نه تنها بافت

و رسد كه تركیب این دلیتر نانوذرات نقره بهتر بود. به نظر میمیکروگرم در میلی 955لیتر سفوتاكسیم و گرم درمیلی 755دارای 

اده بایستی به این نکته توجه نمود كه استف آنتی بیوتیك در بهبود رشد توتون و توقف رشد اگروباكتریوم رایزوژنز بهتر بوده است.

تنها ریسك مقاومت به باكتری را به دلیل وجود گیرد نههای معمول كه در فرایند انتقال ژن مورد استفاده قرار میاز آنتی بیوتیك

ند. زایی آن را تا حد زیادی متاثر نمایبرند بلکه ممکن است قابلیت باززایی ریز نمونه و توانایی ریشهیك سازوكار عمل، بالا می

 daمایند )نویژه تشکیل ریشه را متاثر میها به شدت باززایی شاخساره و بهبیوتیكاند كه برخی آنتیعلام كردهپژوهشگرانی ا

Silva et al, 2003رسد كاربرد همزمان دو تركیب ضد باكتری با نصف غلظت، بسیار موثرتر از استفاده هر كدام به (. به نظر می

 .باشدتنهایی می

 های توتون پلیمراز برای تایید تراریختی گیاهکای واكنش زنجیره

گرم میلی 955نانوذرات نقره و سفوتاكسیم، آنهایی كه در محیط گزینشیِ  های باززایی شده در محیط دارایاز میان گیاهك

 DNA( قادر به رشد بودند به صورت تصادفی NPTІІلیتر از آنتی بیوتیك كانامایسین )به دلیل وجود ژن نشانگر گزینشکر در

( نشان از تکثیر قطعه 1انجام شد. نتایج بدست آمده )شکل  c58و  gusای پلیمراز به كمك دو آغازگر استخراج و واكنش زنجیره

ازی كه جفت ب 574وجود دارد اما هیچ اثری از تکثیر قطعه  LBA4404دارد كه در پلاسمید   gusجفت بازی مربوط به ژن  955

 كتری در بافت است، دیده نمی شود.نشان از وجود آلودگی با خود با

 
 0مربوط به نشانگر بیولوژیک. لاین  gus .Lمراز مربوط به تایید تراریختی توتون با ژن ای پلینتایج واكنش زنجیره:   6شکل 

مربوط به  2های كه از خود باكتری به عنوان كنترل مثبت استفاده شد. ستون Gusمربوط به كنترل مثبت مربوط به ژن 

ای پلیمراز به كمک گیاهی بود كه به صورت تصادفی واكنش زنجیره 6مربوط به  1تا 3و سطون های  C58ژن  PCRمحصول 

 برای تایید تراریختی بر روی آنها انجام شد. Gusآغازگرهای ژن 

 

لیتر نانوذرات نقره هم در شرایط میکروگرم بر میلی 95دهد كه رشد اگروباكتریوم در غلظت ن تحقیق نشان میاینتایج شفاف در مجموع 

، كنترل رشد مجدد این A. rhizogenesسركوب شد اما پس از همکشتی قطعات برگ توتون با  LBرشد دینامیك و هم محیط كشت جامد 
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لیتر و میکروگرم در میلی 945 داد كه استفاده از غلظت از نانوذرات نقره بود. نتایج نشان های بالاتریباكتری به طور موثری نیازمند غلظت

لیتر در كنترل كامل باكتری پس از همکشتی موثر میکروگرم در میلی 955گردد و غلظت بالاتر نانوذرات نقره باعث آسیب به بافت برگ می

های مختلف مورد بررسی قرار گرفت و مشخص شد كه نقره و سفوتاكسیم با غلظت كند. بدین منظور مصرف همزمان نانوذراتعمل نمی

گرم در لیتر سفوتاكسیم باعث كمترین آسیب به برگ توتون شده میلی 755لیتر  نانوذرات نقره به همراه میکروگرم در میلی 955استفاده از 

ود شین روش كاربردی نه تنها باعث كاهش سمیت عناصر سنگین میو میزان رشد مجدد باكتری را در حد قابل قبولی كاهش داده است. ا

های بالای آنتی بیوتیك طی انتقال ژن اجتناب نماییم. به طور كلی كاربرد  نانوذرات به ویژه نانوذرات شود از مصرف غلظتبلکه باعث می

ولی به هر حال این سوال مطرح  (Hoet et al., 2004)نقره همیشه حساسیت هایی را در میان دوستداران محیط زیست بوجود آورده است 

نند. كتری به محیط زیست آسیب وارد میهای دیگر حاصل مصرف انسان و كارخانجات نیز حتی به شکل گستردهبیوتیكاست كه آنتی

مطالعات طولانی مدت برای شناخت های زیستی در طبیعت آشکار نیست و نیازمند مطالعه برهمکنش بین نانوذرات نقره و بسیاری از مولکول

 .های زنده استبیشتر این تركیبات و تجمع آنها در سلول

 تشکر و قدردانی

نویسندگان این مقاله از دانشگاه علوم كشاورزی و منابع طبیعی گرگان و دانشگاه شیراز برای ارائه خدمات و تجهیزات سپاسگزاری  

گاه گرگان و منابع مالی مربوط به تصاویر میکروسکوپ الکترونی با حمایت مالی منابع مالی این طرح به وسیله دانش .می كنند

و  12-919-49دانشگاه شیراز و پروفسور حسن صالحی فراهم شده است. این مقاله مستخرج از طرح داخلی مصوب به شماره 

 گرنت مصطفی خوشحال سرمست در دانشگاه علوم كشاورزی و منابع طبیعی گرگان می باشد.  
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Inhibitory effects and mechanism of Silver nanoparticles in control of Agrobacterium 

rhizogenes growth after co-cultivation and genetic transformation in Tobacco 

M. K. Sarmast1*, H. Salehi2 

 

 

Abstract0 

Potential influence of AgNPs on plant genetic transformation through Agrobacterium has not yet been 

addressed. Here we showed that the growth of Agrobacterium was suppressed in 10 µg/ml AgNPs but controlling 

the overgrowth of these bacteria would effectively necessitate a higher concentration of AgNPs when tobacco 

explants have inoculated with A. Rhizogenes. Research results indicated that applying more than 150 µg/ml AgNPs 

and more, resulted in leaf injury and application of 100 µg/ml of AgNPs was unable to suppress bacteria regrowth 

after co-cultivation with tobacco leaves. The concurrent application of the AgNPs and Cefotaxime with different 

concentrations were investigated. The results indicated that using 100 µg/ml of AgNPs along with 200 mg/l of 

cefotaxime lead to the lowest leaf injury and the highest regeneration potential.  This application not only caused 

a reduction in heavy metal toxicity but also decreased excess concentrations of antibiotics during the course of 

transformation. TEM manifested that the AgNPs could suppress Agrobacterium growth by potentially anchoring 

to and penetrating the bacterial cell wall. Our results show that the simultaneous use of AgNPs along with 

Cefotaxime can suppress the overgrowth of Agrobacterium during plant transformation. The results of this 

experiment can open a new window for application of AgNPs with lower diameter in order to suppress bacteria 

overgrowth.                                                                                                               
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