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       �� ��� ������������� �� ������ ������	    ��� ����� ����� ���!� "���� .  #$ %� &�����        ���'��()�� %��*�'��+ #$ ,-��� �2(luxAB)     ��'4�� �'� 
5�	�-�               6��� �� 8��(�� ��4�� ;<��  =���-���+��� ��� ,�+�	 ,-��� &��� 6� �>!-� &�2   �� �2  ,��� .      #$ �'?�@ A�B!	 ��luxAB    �'
 �� ��    �'C� #$�	

  �4-��� D�������� �2���6   F�������G�� ����(��+�� � 7      ,���� #�H) IJ���
��(�+� 
�� "��	.      K��'� =')G &��'�      6��'� #��') ���       %� 8�'� &�'2
 #�%�L����	miniTn-5 luxAB,���� M��*(��  .6���  ,�N�O
 �� M,� P+�� &�2pUT #$ Q��� 6)  &�2luxAB    '(���
��(�+� M�R('�� �� M��'� S��

F��*����	  ,�,����  . 6��� IJ���
��(�+�   8�� &�2  $�(+� �� kv 5/2      #��% V,� �� � 5    ,���� F�4�� 6���W �H��  .���N	  6���       K��'� =')G &�'2     M,'� ���
      X Y-�) �J) "�!� �� ,�� ������	8   &��@ 5/12            ,���� ���� �� I�H�����(	 �J) "�!� %� �(�+ �H�� �2 �� F�������  .6�      '�� SM�O<     #�['�� &�'�� M%�,

      #$ [��\ ��B��� 8�!+� %� �)�@ �(��-���+ M�R(�� "��	 =���-���+ ��� V,�luxAB&�()�� �� ��  �� 8�� ,��� . 6��'�      M,'� ��,')��� =')G &�'2
    F�������G�� ����(��+�� � �4-��� D��������              � &,]� V�]+��� &��� �� F%G Q����(
 S=���-���+ ��� ��,��
 #��� �H< 6�        ^'H(_� "���'� �'W� 6-��% �

 ���� �� #$�	�
 &�()�� �� ��+�]� � �B� �� ���!��� ,-���.  
  

���	 
���� 

�: #$ SF�������G�� ����(��+�� S�4-��� D�������� luxAB ������ S  
  

����� 1  2 3 4 56 7  8    
  ��  ��-�	 %� M��*(��       ,�N'�O
 � ��(�$ ��,-C� &�2      Q'��` &�'2

 &�()�� Sa�B(��             &�()�'� I'�� S,'�� M,'� &,-� ��(��� &,�,b &�2    �'2
    6��� %� �	��*(� ��+�]� &����     �Hc� &�2)�J@� ( �� ���    ,-���)3  � 

11 .(�C�     ��'������ ����� �����) I��	          M,'� �'�(�$ �'�,-C� &�'2
������������������������������������������������������������

1-                ��O'�� ��%\ M�RJ'��� SF�'H< M,�J'��� S&$�'+�������� M��'� ,��� D�-���) 
#�4�2G  

2- �g< � ,CJ� ������ M�RJ��� S6��
 F�H< M,�J��� S���-� ���% M��� ���J��� 
   �H� &$�+�-�	��� V�B�B!	 M���       M�RJ��� S�(��% &���-� M,�J2�h
 S�+��+�� � �+

,CJ� ������  
)*-a�j�� M,-����  :mashrghi@ferdowsi.um.ac.irSEmail:(  
3   � 5-  k�	�	 6�     �����('��        ,'��� �'��-���) &�4J'��� �   �'��-� ��'�% M��'� S

,CJ� ������ M�RJ��� S6��
 F�H< M,�J���   
4 -&�()� &�4J��� &$�+�-�	������� J��� S#��C	 M�RJ��� SI��� #�-� � F�H< M,�  

 
 
 
 

6- Pseudomonas syringae 
7- Ralostonia solanacearum 
8- King B medium (KB) 

 #\ �����)               "���'� ���'�%�� m,'2 6'� �(��% #��R���[� #��-< 6� �2
    &�()�� ���+���(� 6��
 �� ���!�  �� �2    ,���)12 .( &�()�� I��    ���` �2

   a�-R�'� ,�+�	 6�          ���'��� � ���'��-� Q'��` &�'2  �'�       �� 6') ,-'���
"�!�              �Cb�'	 Q'��` �����') ^H(_� ���!� "���� � #������ &�2
  ,����)20 .(  &�()�� %� M��*(��         �� &[��\ ��B��� ��n 6� �R���[� &�2

   &�()�� &�B� #�[�� ����%��     BB!� "��	 �C� &�2     M��*('�� &��'�% #�
 ��� M,�)15 .(  

#$ ='')G &�''29 �� =���''-���+��� F�''-� &� M,''�,
 Q''��< 6'') 
 �� �C��()��     ���� &���  �]��� ��n 6�  �R���[� #$ #��-< 6� ,-���

        �'�� M,'� M��*(�� �(��% &�2�� 
��[� I��)8  S9   � 10 .(  o-')��
       ������������ 6��	��c 6� M��� &%��2 V,� 6� =���-���+����    &�'2

             =���'-���+ �'�+�]� &���� #h��')� ��g'@ �� "B� &���(�� &%��2
,-(�2 .           �'�\ "�'!� �� �'���� �����()�� �]�pn =���-���+ I�-qN2

 ��� M,���� M,2�J�)16 .(  
#$              6') ,��J'�� Q>'(� ���'2��	����
 6� =)G �R���[� &�2

������������������������������������������������������������
9- lux 
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6�                     �'r� %� � M��'� M,'�% ��'����������� 6') ���'�% �'	 6('���
 ��'n
�    ��J�� #��� S��� a�]� ���+���( .      �'� �� �2�R���[� %� s�� I��    #��'	

               "�'!� �� ��'� ��'����������� �'� &�'B� � ��+�]� ����� &���
 ��� ���` M��*(�� ���� �2�RJ���%\ � �]�pn)17 S18 � 21 .(  

��h��    &�()�� ���$�+�)� &�2   K�� &�2    6��� ,-��� �C� &%   &�2
    � �� &� M[�R�� SD��������      8�!+� A��n %� ���2���-���� ���� &��

      �� ��4�� ��)�� &�C��()�� #��� =)G #$  ,-) . ����������� I��   �2
         6''� ���'R���b � ��'�% "�'!� M��(�'� t�'B� �� ��g'@ �'H< 6'�

   ,���R�� X�_(�� S���(�$ &���(�� ) 23   � 24 .(      � �'B� Sa�u� #��-< 6�
 D�������''� M,''� �''��(�$ &���(''�� &�()�''� �''�+�]� &��[	�(''��

1luxAB4       I��(��'-� ��,'--) 6'�[4	 V�,` �]�pn ���� 6) 2 ���� �� 
��               %��*�'��+ ��['�\ M,--) ,) #$ #,� ���� �H< 6� ,���)luxAB( 

 &����''b #��� �''��% o''Cb �''�-�	 6H�''���3 ^''H(_� "���''� ��
    ��� M��� ����� Q��` �2�RJ���%\ .         &�()�'� I'�� 6'� ,�,b #$ ����

    � �� &��� �-]� ��W�	            � �'(@�� 6'� ��'+ S��� 6(��,� &�()�� ,�� ,��
 �� �<��          ��'N� ������ ^H(_� "���� �� �� #\ #��	 )19 .(  I�'-qN2

=-''���H� D�������''� &�()�''�4 "''��	 %��*�''��+ P��''� &���� 
 #����N2 � D�j	��
)26(,���� �@��n .    &��'� k'�)�	�� &�()�'� I��

 D�(�� �����        ,--) M��+\ ���� "��	 6) ���B+� &�2      &�� �'� 6) &� M
���� ���` M��*(�� ���� ,����R�� �W� F���()���[�� �� I��) 
��� .  

  F�''� 6''� D�������''� =-''b %� �''c�� 6''��� %� [''�� �''�  &�''2
          v['b Op` 6) F�������G�� ����(��+�� &�()�� � �4-��� D��������

 D�������� M���          #$ &%�� 6���N2 &��� ��� M,� &,-� 6Bpn �2   &�2
�R���[�  ,���� M��*(��  .       �'Cb #\ %� �(J'�� &�()�'� �� I'�� X�_(��

  &�()�� 6) M���              %� �]�'�� ^'�n &���� A�B!	 I�� �� �r� ���� &�2
   #��[�� �� ���% &��N��              � �(]-'c �'r� %� 6') M��� �2��� �,](� &�2

�� ��N2� &���� &��>(`� ,-���.  
      6'H�� &�()�� �� �4-��� D�������� &�()��       F�'� SQ�'� &�

�               �'�% &�'2��� �� G�'N]� � �'�� K$�	 &���� � �*-C°30  ,'��  
��    ,-))13  (    w�< �� �48  ���H) �<��         �'R�� �'��)� ,�*� &�2

   ��` 6�2'1�� ��4�� �(� �H��  ,-) .   �2�'�� ����'N�� �� &�()�� I��
   �� 6) ��J�� X��!�       6��� %� �]��� ^�n &�� ,���	      #�'2��� &�'2

     % V���� M��� #�(��� � �*H< ,��� � .&��N��      k��\ Q��� �(J��  ���%  
          �� &�% 6(�2 I�j	��
 ,�+�	 �� 6) M��� ���%����5    �'� F�'4��     ��'�

    �'� 6b�� ������� I��               �	G�'� 6'b�� I�,'-x �'	 �� X\ �'��%    SM��'�

������������������������������������������������������������
1- P.stutzeri     
2- Phenanthrene 
3- Insertional mutagenesis 
4- P.fluorescens 
5- Ice nucleation protein 

      M�C` S[p� #�(�% #,� Y���� ;<�� ���-�N2     y�� z��� #,� &�    �'2
 a�� �          ��` 6� M,� %���� &�22'1  �(� �H��       ,� ,2��� y�� &�� �� 

��  M,� %���� 6B�-� 6) M,� 6n�@� �R�� [p� 6+�2 ���  )2.(  
            �'�� Q�'� &� 6H�� �*-� F�� &�()��  F�������G�� ����(��+��
                  �� ��,�'��
 �'� � �'����h
 ;'<�� � S�'�� K�'� #\ M�R(��� 6)

  #��[�� %� &�����           F���� � S%�� S�-��% k�� S�)�p-	 SQ��� �2��� &�2
�% ��J�� �-� .         �2�'�� VG�>!� �� ,�,� V���� kp� &�()�� I��

��             �'� �'����� � �J') ���� ���	�� �� 6) ���       I�'-qN2 � ,��'�
 #��[�� &����      M������ M�4-
 %� o�� 6) M��� &�,](� ����� �2��� &�2

�� �� �� �� �2��� ���� )30.(  
#$ A''�B!	 I''�� ��  6��''� �� %��*�''��+ �R''���[� &�''2  &�''2

���'''�  A'''��n %� F����'''���G�� ����('''��+�� � �4-��'''� D����
IJ����*����	��(�+�6            �� ��'����������� I'�� ��'(�� �'���� m,2 �� 

     ,��'� &%�� 6���N2 ^H(_� "���� .          #��') ��,')��� =')G �'� ��'+
&�()��   ���[� &�2 ��              � M�'	�) #��% V,� �� �� �C�\ ��+�]� � �B� #��	

      !� �� �C-	 6� I���
 6-�[2 ��        �C�\ �]�pn "�!� �� 6�H�  M�RJ���%\ "�
                a�'(-) Q'���< #��'� �W�� �	 ��� ���` Q�H!	 � 6�[4	 � ����� ����
           � 6'(��� ���'` ����%�� ���� �	 �@�� #$�	�
 &�C��()�� s�� I�� M,--)

      ��'�2�� #��'(� A��n I�� 6�             s��'� %� &����'Hb &��'� &�'(C� &�'2
&��N�� ��� 6{��� "p	�� �2��� &�2 .  
  

�	� 	 ���� 
�  
�����  ��	
��� �
�� ����	� �	�  

&�()��           F����'���G�� ����('��+�� � �4-��'� D�������'� &�2 
6��,b   ���� &�2 M��� V�B�B!	 6��|� #����H) %� 6) ,-(�2   ��'�[


   ��� M,���� 6�C	 #���� . &�()�� I��    "�!� �� �2    X Y-�) �J) &�2
   }��� ���� #�(L��	 �7)  K�� �)��8  �'N+\ S# (  &�'�� ��C°30  ,'�� 

,�,''� M��� . 6��''�pir Escherichia coli cc118 � ['')�� %� 
       ,'���� 6�C	 ����L�� ,����� S&$�+�-�	��� �H� V�B�B!	 .    ��'�[� 6��'�

      �'� M,'� &%�� ��� 6��N�               ��'� M,'--) ,'�+�	 #$ &��'@ 6') ,'���
 �� =���''-���+mini-Tn5 transposon�''�    I''�� 6'') S,''���

  ��� �� #�%�L����	   ,�N�O
 QpUT��� 6(��� ���`  . �� 8�� &�()��
   ���	�� ����+ �J) "�!�9)   #�N+\ SK�� �)�� (    #�'(L��	 &��@)5/0 

   ��%� ,c��/�N4@(     �'N_� M��>< S)5/0      �'�%� ,'c�� / �'N4@ ( �
   ,���H) ��,�)5/0    ��%� ,c�� / �'N4@ (    &�'�� ��C°37    M��� ,'�� 

,� . "�!� 6�   ��'� ,'�� &��� z��� � ,��b �J) &�26    =')G &�'2
������������������������������������������������������������
6- Electrotransformation 
7- Trypton soy broth(TSB) 
8- Merck 
9- Luria Bertani (LB) 
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       �'rH~ �'� M,� K����g/ml25     �'� � �g/ml50      �'�	��� �'(�\ %� 
,���� 6��?� I�H������(	.  

  
 ������ �������  

     #$ a�'B(�� &��� A�B!	 I�� �� 6) &,�N�O
 �Hc� ��(���   &�'2
6��''� 6''� ='')G   6��J''� �''��� ���''` M��*(''�� ���''� m,''2 &�''2

,�N�O
pUT mini Tn5-luxABCDE  �'�    ,'���)29.(   M%�,'�� 
 ,�N�O
 I��kb 4/10��     #�%�L�'���	 �'-�� &��@ � ,���mini- 

Tn5 luxAB transposon     I'�� �� =')G #$ v�J'-� 6') ��� 
#�%�L����	 �-�� #$ &�J�� ���p�� &�()�� %��*���+ &�21 �'�  ,'��� .

 #�%�L����	mini-Tn5 ���) �� %� sfi 1   ���'_(���)��� Q'��@  )
I�H�����(	 6� ����B� #$ ( M,--) ��,!� ��[�\ �W� Q!� �Not I 6) 

      �'� �'��) %� ���� ��            #��') #�'H) &��'� � ,'���DNA   �b��'� 
 �� M��*(��     ��� M,� Q��J	 S��� .      6]�` �2��()� s�� I�� ��DNA 

        M��� �� =L� � M,� Q>(� #�%��L����	 6� �r�����      �'�,-C� &�'2
�� A!H� m,2 &�()�� F�[���) 6� ��(�$ ����.  

  ���_(��             �'�) QN]+���('�� �'� A��'�� A'�B!	 I�� �� ,�N�O

  ,�N'�O
 ���_(�� �c�>(��(Gene jet plasmid mini prep 

kit # k0502#k0503)) m��,-
� �)��2#�N+\ S ( ,'� F�4��  �� �
        %���'�\ &�� �'� %�����(�+� S�b��_(�� ,�N�O
 ,���	 &��� ,]� 6H@��

1�� �� ,�N�O
 ���� � ,���� F�4�� ,c�� ,���� M,2�J� a$ &.  
  

���
��������   
       &�� �''� k'�)�	�� ,�N'�O
 a�'B(�� &��'� IJ'���
��(�+� Q'N<

&�()��           A'pn �� F�������G�� ����(��+�� � �4-��� D�������� &�2
      #����N2 �  ���� 
��)6 (���� V��c .    �J') 6'�C	 S6'H@�� I�+��

  z���TSB) 15  #�(L��	 F�� � 5      � #�(��'� F�� 5    F�'� NaCl   6'� 
 �''4@1000�''(�+ �''H��  (   V��,'') �''� �''r� ���''� &�()�''� %�=1 

Abs600nm ��� .  =L�5/1             X�'�� �J') "�'!� I'�� %� �'(�+ �H�� 
=L2 ���� "��	 � ,� &���3  1    �� �+�H'� &�J'(�� �G�'� �H�� 

   ,� F�4�� 6H@�� 6� .          �� �+�H'� &�J'(�� Q'@��� %� Qc�@ X���
   =L2 ����1   &���� �G�� �H�� 10 ��H� ,c��  ,'� #�����L��� Sa�� .

   �C(�� ���l100        M��N2 6� a�H!� I�� %��l10      M,'� P+�'� ,�N�O
 
  $�'(+� �� � M,� QB(-� IJ���
��(�+� ��>_� V��) 6� KV5/2 � 

   #��% ��ms5      ��(���
��(�+� M�R(�� ��  )  #�N+\ Sm��,-
� �)�� ( ���`
���� .      S�+�H� #�����L��� 6� 6���� ��1        �J') "�'!� �'(�+ �'H��  

������������������������������������������������������������
1- Vibrio fischeri 
2- Eppendorph 
3- Hepes 

SOC 4 ) 20    S#�(L��	 F�� 5     S�N_� M��>< F�� 2    �(�+ �H�� NaCl  
5     S�G�� 5/2     �'(�+ �H�� KCl 1    S�G�'� 10      �'(�+ �'H�� MgCl2 1 

  S�G��10    �(�+ �H�� MgSO4 1     � S�G�'� 20        [)�'H� �'(�+ �'H�� 1 
 �''4@ 6''� �G�''�1000�''(�+ �''H��  (%� ,'']� � ,''� 6��''?�4 �<�''� 

    &��� �� #���������C° ���       "�!� &�� �� z��� "�!� I�� %�   &�2
    �rH~ �� ���_(��100        ,'� M��� �J') I�H������(	 ��	��� �(�\  .

               F�'4�� �R��'�� I�H���'���(	 &���� �J') "�'!� &�� �� �-H) ��C�
           ,�N'�O
 �)��� 6) I�H������(	 6� ����B� #$ #��� � IJ����*����	

�� S��� A�B!	 I�� �� �r� ���� ,���.  
C� ���''�%��  I��	G�''� &��''� IJ''����*����	��(�+� "���''� I��''(

 �� #��,���      �� 
��[� #$ a�B(��luxAB  ���� V��c  .   "���'� I��
            &�'�� X��� &��� �J) "�!� k��-� &��� X�b Q��� k�	�	 6�
              SIJ'���
 ��'(�+� �� 6'(�� ��') 6� �+�H� �)��	 SIJ���
��(�+� �Cb

   �rH~ #�[��DNA       IJ'����*����	 =��)�� &�� ��       ���'� ���'�  �
             F�'R-2 �� �2� =+�
 V�,` ��\ �� � �+�H� &�J(�� &��� M��*(��

,���� IJ���
��(�+� .  
  

���� ��!�	��" ��# 
���
	� $�% �	�  
     &�()�� ,�� %� Qc�@ ���H) �	         
�� 6'� M,'� F��*����	 &�2

         �J') "�'!� &�� �'� IJ���
��(�+�TSB      �'rH~ �'� �g/ml25  
   ����� ��+ "��	 I�H�����(	           �J') "�'!� �� �  M,'� 6(TSB   �'� 

  �rH~�g/ml 25 #��% V,� �� I�H�����(	 48  ' 32 ��� �� �<�� 
rpm200  ,���� 6�����  .     &�()�� &��@ z��� �J) "�!� =L�    &�'2

  ��''� #�[''�� � ,''� M��*(''�� &��''� o4-''� &��''� M,''� M��� ,''��
 &�()�� =���-���+        �(��'-���+ M�R('�� "'��	 �25)       �'� m� a,'�12 

� �)��,+�C	�6#�N+\  (M%�,�� ,���� &���.  
    &�()�� ���� �� �C� 6(��          I'�� 6) ��� I�� M,� F��*����	 &�2

&�()��      �� 6'� t�'��� 6) 6(��� �� %��*���+ ��[�\ [(-� ������	 "B� �2
#$ luxA � luxB �''�  #$ ,''`��  � ,-''���  [(-''� 6''� t�''��� &�''2

   #$ �'-]� &,'�{,+\ &��(�'���   &�'2:lux C S lux E S lux D 
��  ,-���  .             6'� ,'��� =���-���+ ��� o4-� F�4�� %� Qp` Q�+� I�� 6�

6��N�      ,�{,+\  �2)  #�N+\ SK�� �)�� (       ���'� 6��'?� a�'��)� #�N2 �� .
          ,'���� 6'�C	 ,'�{,+\ %� �*H(_� &�2,c�� ��r-� I�,� )1/0%   S1% S

10 (% �rH~ �       #\ %� �*H(_� &�2)1/0    �	  500 �(�+����� (  a�H!� 6�
��@              "'��	 ��'� #�['�� � ,���� 6��?� M,� ��,)��� =)G &�()�� &

 ����% Qc��� �� �(��-���+ M�R(��15,���� &��� M%�,�� &� 6B�`�  .  
  

������������������������������������������������������������
4- Super Optimal Broth with Cathabolic Repression 
5- Luminometer 
6- Berthold FB12 
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              �&���� 
� ��&# 
��&�
	� $&�% ����	&� �#
 '()(� *�

'�+� ����	�  

6''+�+  �J'') "�''!� &��''@ ��� X�� o��''�%\ &�''2TSB � �''�  
#�,��g/ml  25�(	 ��	��� �(�\ ���H) �� I�H�����  M,� P+�� &�2

          &�'�� �� � ,'�,���� ��BH	 SM,� ��,)��� =)G &�()����°C28   6'� 
  V,�24 �	 48     ��� �� � �<��rpm 200  ,�,� 6�����  .    M,2�J'� %� ,]�

 &�()�� V��,)          6��N� �2���� #�[��  6n���� V���@ 6b�� �� �2    &�'2
      V,� �� M,� K��� =)G2      Qc��� �� � �<�� 15 B�`�    M�R(�� �� 6

             �'� &�()�'� =���'-���+ #�[�� ����N� � ,���� &��� M%�,�� �(��-���+
 k�@RLU/s1 Q�)� ��[�� F�� %� M��*(�� �� � #��% 6� �p�� 2 ��� 
,����.  
  

 ��
��  
 �#
 �(�,� -���#����	� 	��'�+�   

          �4-��'� D�������� ,�� #�[�� ����%�� %� M,�\ ��� 6� ���(�  
"�!� &�� ��  &�2 �J') :KB STSB SLB   ��'�\ D�������'� �3 

          �J) "�!� 6� �� &�()�� &G�� ,�� �<�� �R����KB  SP.Agar 
  �TSB ��   ,��� .       &��� 6��� I�� &��� 6-�C� ,��°C26    ,�\ ��,�  

       &�2��� �� &�()�� 6(p+�C°4   � C°37      �'� ,�� 6� ���` [��    �� ,'���
  6��	��c   �����	 F�������G�� ����(��+�� &�()��      &�'2��� �� ,�� �

C°4�''��,� ��  .���''H)    &�()�''� P+�''� �J'') %� Q''c�@ &�''2
    ���) �	 ,�*� �4-���� D��������          � �r-��'� 6�'��@ &���� SY'��

  �� X,!� ���  ,��� . ���H) ���-�N2          ��,'��]+ &�()�'� �� �'2  &�24 
 ,� 
��[� .         ������� �J) %� S�+�N(@� ����+\ F,< %� #�-�Nn� &���

Qc�@�  [��\ Y��      &�()�� 6) ,� F�4�� F�� &   6H�� &�2  F�� Q�� &�
,���� M,2�J� Y�� �	��c � �*-� . 

        ,'�� "���'� I��(C� [�� F�������G�� ����(��+�� &�()�� ���� ��
    �-H) ��4�� 6� �(-� 6)          �'� M�'	�) #��% V,� �� P_J� &�2   S,'���

 ,� ����%�� .        I'�� &G�'� � k'��-� ,'�� %� �)�@ M,�\ ��� 6� ���(�
�  "�!� �� 6��  &�2KB  STSA   � P.Agar        &�� �'� "��(� ,�� �  

   �J) "�!�LB ��   ,��� .       &��� �� &�()�� I�-qN226- 27  6b�� 
      #�'�% V,� �� ���R�(���48          �'� ���� �� ,'�� I��'(C� �<�'�    ,'��� .

            �(J'�� S�4-���'� D�������� �� 6���B� �� &�()�� I�� ,�� �<��
     &��� �� � M���C°37     6� ���` [��  ,��p�� ,�� .   D�������� mO� ��

        &��� �� ,�� 6� ���`  &�()�� I�� �4-����C°4    �'�� M��'p�  .  �'	

������������������������������������������������������������
1- Relative Light Unit/second 
2- Excel 
3- Pseudomonas agar (P. Agar) 
4- Mucoid 

���H)                X,'!� SY'�� F�') &�()�'� I�� P+�� �J) %� Qc�@ &�2
      ��� M��� 6��,R�� #�,� � �r-��� 6���@�� .       %� ['�� &�()�'� I�� ���H)

  X�]+ &�2�� �r�    ���)&,�{�)��( ��      ) V��*	 I�� �� S,���    6'� �p�� 6
     �� �(N) #\ V,� �4-���� D��������  ,��� .    F,< %� #�-�Nn� �Cb

  �J) �+�N(@� ����+\      &�()�� "��	 �c�>� �����()�� &�2    F�� &�2
  �pu�,-	 ,��                &�()�'� �'�u�	 � ,'�� ^'H(_� Q'@��� �� S�'N_� � 
Y��        Q���� ��g@ 6) ,� F�4�� F�� &[��\         �	��'c �'*-� F�'� &�2

������� ��% �� Y����N� Qc�@ �� #�-�Nn� I�� ��.  
  

 ������ 	� �.	� �/	0��pUT mini- Tn5 luxAB   
        6'��N� %�����(�+� � ,�N�O
 ���_(�� IJ���
��(�+� F�4�� %� Qp`

            ,'���� F�'4�� ,�N'�O
 ��g@ ,���	 &��� M,� ���_(��)   Q�'�1( . 
 ,�N�O
 M%�,��pUT mini- Tn5 luxAB 4/10  6') ��� %���H�) 

#$ #\ ��    ��'	����
 #�,'� luxAB  #�%�L�''���	 Q'��� �� mini-
Tn5   ��� 6(��� ���`  .          F�'�$ %� �Bn�'-� �� ����>	 ��n 6� ,�N�O


               I'�� ���'�$ 6'B�-� F�,) �� 6�-�� 6� 6(�� S,� ,2��� 8�!+� #��[��
      #$ #��� S,2� �� 8�*	�luxAB        &�	�'���
 6'� 6(���� ,�N�O
 I�� 

���` #\ ���G�� �� 6) ,� ,2������ 6(��� .  
  

���� ���
�������� 1�3 �.	� �(�,� 5�� �	�  
         IJ'���
��(�+� "���� &%�� 6-�C� SIJ���
��(�+� QN< F�4�� �� 

       &�()�� V��c�>� 6� � M��� ��N2� �� �����         6(�'��� �'r� ���'� &�2
��� .    �� IJ'���
��(�+� �'Cb &�()�� &��� X��� &��� k��-� %��

 �N(���R+ %�� &�C(�� &�,(������ M��� #��� %��  .��     #�['�� %�'� I'��
 �� �J) "�!� &��� X�bAbs600nm�1��� .  

         IJ���
��(�+� �� M,� 6(��� ��) 6� �+�H� �)��	)  a�,b1(  ��� S
     �� ��N2� &���� ����� %� �R��       IJ'����*����	��(�+� #��,'��� #�['�� 

��� .64�(�  �2    #�J� #�BB!� "��	 M,�\ ��� 6� &   6'���� �� M,-2�
��   a�H� ��,]	 I�� ��B(  �2    �� 6(�� ��) 6� &      �����') � IJ'���
��(�+�

 ��� M��� IJ����*����	)6.(  
  

 �	��1- ������	���!� "#$ %
&�� �' (!��) *���+ �,� �.�
�� 


/����
'%���
)
�0�) 
����)�!�� 	 (&9��) ;
���	��) .  

 : +)  (9�� ��?@- : (9�� ��?@ %�$(  
Cell density 

1024�1 1016�1 108�1  Strain  
+ - + P. syringae  
+ - +  R. solanacerium  

  
  �''rH~ 6'') �''4�\ %� &G�''�DNA   �� M,''� M��''� ��'') 6''� 

               &�����') 6'� � ,'� ,'2��� M�R('�� #�% 6`�b ;<�� IJ���
��(�+�
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         �	 F�4�� F,< � I���
 �����) ;<�� �) ��,B� �� ,�N�O
  IJ'����*���
  ,'� ,2��� .          �'rH~ �,'(�� A'�B!	 I'�� ��DNA      �� M,'� M��*('�� 

        ,� 6-�C� �r� ���� &�()�� 6� �2 &��� IJ���
��(�+� .    �� ��') 
��
�rH~ I��	G�� �����) �Cb DNA     I��(J'�� 6'� ���'� ��� &��� 

   ,���� ��r-	 IJ����*����	 #��,��� . 6��?� #�[��     6'� ,�N�O
 #��) 
  P��� �� k�	�	 �2  &5  S10  S12   � 20       ���'` ���'�%�� ���� �(�+����� 

 ����) a�,b2.(  
 

 �	��2- �,� �.�
�� BC�D  E��F� 

�DNA %
&�� �' ��#)G� 

���
' ������	���!� "#$  
����)�!�� 	 (&9��) ;
���	��) 

�

 %���
)
�0�))- :  (9�� ��?@ %�$ : + (9�� *� ���H+) I� ��#�5 
��$ : ++  (���H+��  (9�� J)�) ��'5 (!� 10(9��  :+++  ( �
�I ���H+

 (9��) I� L�'10��$ ( (  
Plasmid concentration   

20 μl 12 μl 10 μl 5 μl  Strain  
- +++ - ++  P. syringae  
- +++ ++ -  R. solanacerium  

  
    6'H@�� SIJ'���
��(�+� F�4����          &%��,](�'� F�'� 6'� �'�� &�1 

&�()��      %� Qp` 6H@�� I�� S         I('����� m,'2 6'� IJ'���
��(�+� F�'4�� 
�N�  �2               F�'4�� &�()�'� �J') "�'!� �� ��b�� �+� ���� � ��,]� &

�� ���� .  Q��) V��c ��   �`�� � S6H@�� I�� #,J� F�4��   "�!� #,���
          I���'
 �+�H'� #���'��L��� �'���B� S�+�H� #�����L��� �� �J)

 =+�
 F�R-2 �� ��(���
��(�+� M�R(�� � M��� b �2��% ,2��� 6`� . ����
          �J') "�'!� Q��) I(����� m,2 6� �*H(_� �+�H� M,-2� �J(��

          a�H!� I�� %� �g]� ��� 6(��� ���` M��*(�� ���� I�BB!� "��	   �'2 
       %��)�'� a�H!� S��B� X\ Q���300         =L'2 ���'� � �G�'� Q'��  1 

�H��   ��� M��� �G�� .           � %��)�'� a�'H!� �� �'C-	 �'?�@ A'�B!	 ��
  � &��� =L2       ���� IJ����*����	��(�+� =��)�� I��	G�� 6� ���� ��

���� ���` �����.  
  

���� ;	�<�=> ���?@ ��# A
�
0/��@ �	�  
      6��'� V��'*	 �� ,'���	 � IJ���
��(�+� F�4�� �!c �Cb  �'2 &

     6��'� �'� M,� F��*����	   �'2           �'�	��� �'(�\ 6'� �'���B� S�J'@� &
       �� 6(�� ��) 6� ,�N�O
 �)��� 6) I�H������(	     ���� S��� A�B!	 I�� 

  ���� ���` ����� .     &�()�'� �J'@� 6��'� ���'2  �'2  D�������'� &
  �'''� �J''') "�'''!� �� SF����'''���G�� ����('''��+�� � �4-���'''�

 �'rH~�g/ml  25        ,'�� F,'< �R��'�� ���'(� 6') ,'�,���� �J') 
6���  �2        �'�� M��'� �J) "�!� �� ��)�� & .    6��'� Q'��B� ��   �'2 &

    S&�()�� �� �2 M,� F��*����	          � ,'��b �J') "�!� �� ,�� ������	 

������������������������������������������������������������
1- Making competent cells 

                �'�	��� �'(�\ %� �'r� ���'� �rH~ �� M,� Q�N�	 z��� �J) "�!�
   ,���� ���� �� I�H������(	 .         �� I�H��'���(	 6'� ����B� #$ 6��{�4�\ %�

     #$ ��-) �� #�%�L����	 �-�� Q���   �'2  &luxA   � luxB     6('��� ���'` 
    6� � �����N2M         S��� M,���� ���� &�()�� F��$ Q��� 6� #�%�L����	 

                �%�'���) ,'�,b �*'c �'� #��'-< 6'� ,'���(�� P��'� I����  ��
6���  �2    &�()�'� M,� F��*����	 &   �'2      ���'� X��'!� �'r� ���'� & .

             �� �J'@� 6��'� �� 6���B� �� M,� ��,)��� =)G &�()�� �����@
      G�� ����(��+�� � �4-���� D�������� &�()�� ��   Q�� �� F�������

4��� M,� M��� #�J�  .  
          #$  A�B!	 I�� �� M,� F��*����	 &�()�� �� �R�� P���   �'2 &

 %��*���+ �R���[� luxA   � luxB  ��          ��['�\ M,'--) ,) �C-	 6) ,���
 =���''-���+ #�[''�� o4-''� F�''R-2 �� I''�� ���''-� � M��''� %��*�''��+

6���  �2        &,'�{,+\ V��(���� ,��� M,� F��*����	 &    #���'��L��� 6'�
���� 6��?� �+�H�.  

 �''4@ #��'') 6��''?� #�[''�� A''�B!	 I''�� �� �''2 %� �''*H(_� &
     ���� ���` ����%�� ���� &,�{,+\ &��(���� . �4@ I��   �'2     k'�	�	 6'� 

Q���: 01/0  S1/0  S1  S2  S10  S100  S200  S300  S400  S500  �(�+����� S
   ,�{,+\ %�10 %  ��1          '� �'r� ���� &�()�� �J) %� �(�+ �H��    V��,') �

 ��� k��-� .          �'4@ �� �2���� #�[�� I��(C� %� �)�@ ���(��l200  %� 
                  � �4-���'� D�������'� &�()�'� �� �� k'�	�	 6'� 6') ��'� ,�{,+\

 ����('''��+�� SQ��'''� F����'''���G��RLU/S 50000 S RLU/S 
60000 #��% V,� �� S120 ��� 6B�`� )Q��  &�22 � 3.(  
  
MN'  

      %�'� #�H) &��� A�B!	 I�� ��   #$ &luxAB   &�()�'� ��    &�'2
,''���� M��*(''�� IJ''����*����	��(�+� 
�� %� m,''2 . ��''r-� I�,''�

6-�C�          ��('�� �� #��,'��� I��'(C� #���\ ��,� &��� 
�� I�� &%��
���� ���` ��).  

  "�!� ���� ��   ����%�� Sk��-� �J)         P_J'� M,'� F�'4�� &�2
  &�()�� 6) ��N�              &�� �'� A'�B!	 I'�� �� 6']+��� ���'� &�2   "�'!� 

�J)    &�2KB  �P.Agar  �TSB      ,-(�'2 ��G�� ,�� #�[�� &����  .
            ,'�� 6'-�C� &�'�� �4-���� D�������� &�()�� &��� ���C°26  � 

   F�������G�� ����(��+��26-27  �(��� 6b��      V,� �� ����48   �<�'� 
,���� 
��[�.  

"�!�     6� }��� ���� #�(L��	 �J)    "�!� �� #��-<   k��-� �J)
  ) F�4�� &���      &�()�'� �� #$ &%�� #�H) &�2��        I�'BB!� "'��	 �'2

          #���'�N2 � �`�J'� ,'-���  &�R��)17-19 (       #$ ���� &�� �'� 6')
          M��*(�� S,�� M��) ��) &��[	�(�� D�������� &�()�� Q��� 6� =)G

��� M,� .  
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 "�O1 -���#� I��P	���!�  
����) ��#)G� Q��F�)� I� "R
@ 
 
�(�
����
' 
  

%� ,-	��p< k�	�	 6� 6): a�� �2�x: �)���)&%�� �H�) ��(-�4-
 �	 F�� �2�x :E.coli cc118 �pir  
  

     #����N2 � I2\ I�-qN2)1 ( B!	 ��       �'� 6��J'� ���� %� #�J	�B�
              �'�$ &%�'� #�H) &��� ��� M,� M��*(�� M$��
 I�� �� 6) �J���%\

  V��*(�)gfp(            �'�� M��'� M��'N2 ['�� ��B��� �� 6) ,���N� M��*(�� . 
  &���28      "�!� %� M��*(�� � ���R�(��� 6b��      ������ X Y-�) �J)

 #���''�N2 � Y''��) "''��	 6'') ��''�)14 ( D�������''� ,''�� &��''�

�     �'�� 6(������` M��*(�� ���� �4-�� . I�'N2         � �'�%�+�) ���'(� ��'n
   ���*x ����)13 (           "�'!� &�� �'� &�()�� I�� #��� ,�� %� �)�@

  �J)KB    &��� ��26         #�'�% V,� �� ���� �(��� 6b�� 48   �<�'� 
���.  

  

  
 "�O2 -9���) ;
���	��) 
���
' ��O �����
� S�0 ���) S�
.9�� �! ��� T�O T����U+ (�@	 ���) 
' �.�
�� �� (&  

 6� t���� ,���
,�N�O
pUTminiTn-5  

 luxAB 

10000bp  
8000bp 

6000bp 

5000bp 

4000bp 

3500bp 

3000bp 

2500bp 

2000bp 

1500bp 

1000bp 

750bp 

500bp 

250bp 

5          4        3          2          1
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"�O3-(�@	 ���) 
' �.�
�� �� %���
)
�0�) 
����)�!�� 
���
' ��O �����
� S�0 ���) S�
.9���! ��� T�O T����U+  

  
   IJ'''���
��(�+� F�'''4�� &��'''� V��,''') I��'''(C� I�'''-qN2

Abs600nm= 1��''p��B	 6'') ��''�  %� ,'']� 32���''R�� ��''4�� �<�''�  .
    [�� ^H(_� I�BB!�         �� a�'u� #��'-]� ,�� 6(��� ��� �C��J� ���(� 6�

        #���'�N2 � #�N�H� "��	 6) �B�B!	)27 (     IJ'���
��(�+� &�� �'�
  �,�	�
 D�������� &�()��1   =�����j+�� D�������� � 2     %� S,'� F�4�� 
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