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از قارچ  (mnp)ژن منگنز پراكسيداز  cDNA (cloning) سازيجداسازي و همسانه
  ورزي ژنتيكي اي بر دست مقدمه ،(Agaricus bisporus) اي سفيد خوراكي دكمه

  
 1 محمد فارسي  و* جانپور جواد حسن

  ، ايراننژادي گياهي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه فردوسي مشهدگروه بيوتكنولوژي و به 1
 

  كيدهچ
هاي ميكروبـي بـه منظـور تبـديل زيسـتي ضـايعات بخـش        خوراكي، يكي از كاربردهاي تجاري فناوري توليد و پرورش قارچ
هـاي مختلفـي از    آنـزيم  )Agaricus bisporus(اي  خـوراكي دكمـه   در قارچ. هاي با ارزش غذايي استكشاورزي به فرآورده

يكـي از  . هـي، تجزيـه تركيبـات ليگنينـي را در محـيط كمپوسـت برعهـده دارنـد        دابتداي رشد ميسليومي تا انتهـاي دوره ميـوه  
بـه منظـور انجـام    . اي در تجزيـه تركيبـات ليگنينـي دارد   ها، آنزيم منگنز پراكسيداز اسـت كـه سـهم عمـده     مهمترين اين آنزيم

و آمـاده نمـودن زمينـه بـراي      IM008اي سفيد نـژاد  مطالعات ملكولي بر روي آنزيم منگنز پراكسيداز در قارچ خوراكي دكمه
ژن كدكننـده آنـزيم منگنـز     cDNAسـازي   اي، اقدام به جداسـازي و همسـانه  افزايش توليد اين آنزيم در قارچ خوراكي دكمه

كشت مايع عصـاره   هاي رشد يافته قارچ خوراكي بر روي محيطاز ميسليوم RNAبراي اين منظور استخراج . پراكسيداز گرديد
وسـيله   پس از تكثيـر قطعـه مـورد نظـر بـه     . وسيله آنزيم رونوشت بردار معكوس ساخته شد آن به cDNAو كمپوست انجام شد 

منتقـل   DH5αسـويه   E.coliقرار گرفت و سـپس بـه بـاكتري     pTZ57R/Tاي پليمراز، قطعه تكثيرشده در ناقل  واكنش زنجيره
خراج شده مورد هضم آنزيمي قرار گرفت و در مرحله هاي تراريخته، پلاسميد است پس از استخراج پلاسميد از باكتري. گشت

 657هاي  هاي بازهاي نوكلئوتيدي با شمارهدر نتايج، بلاست توالي نوكلئوتيدي در مكان. آخر قطعه تكثيرشده تعيين توالي شد
ايزولوسـين بـه    تفاوت داشت كه به ترتيب، سبب تغيير اسيد آمينـه  NCBIموجود در بانك اطلاعاتي  mnpبا توالي ژن   850و 

  .شودهمسانه شده، مي  cDNAوالين و اسيد آمينه سرين به آلانين در توالي اسيدآمينه قطعه 

  يساز ، همسانهpTZ57R/Tآنزيم رونوشت بردار معكوس، ضايعات كشاورزي، ناقل  :هاي كليديواژه

  
  مقدمه

ــارچپــرورش در صــنعت موجــود  مشــكلات يكــي از  ق
 و كـاهش  ،)Agaricus bisporus(د سفياي دكمهخوراكي 

نظـر  ب كـه اسـت  دوم به بعـد  هاي برداشت در توليدتوقف  يا
 بـراي غـذايي  مـواد  اتمـام  رسد عامل اصلي اين مشـكل،   مي

 ازكامـل  و بهينه استفاده  ناتواني درو اي دكمهقارچ مصرف 
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تهـاي مراحـل   با افزايش دما در ان. باشد شده توليدكمپوست 
ــه  ــاز(اوليــ ــارچ  ) I فــ ــت قــ ــه كمپوســ ــه تهيــ اي،  دكمــ

هـا و   هـا، بـاكتري   قـارچ (گرمادوسـت   هايميكرواورگانيسم
توده اما اين شوند،  به ميزان زيادي تكثير مي )ها اكتينوميست

 رااي  قارچ دكمـه غذايي  نيازدرصد  10تنها ميكروبي زنده 
  ).Moloy, 2004(كند تأمين تواند  مي

اي، در قــارچ خــوراكي دكمــه  انــد كــهدريافتــهمحققــان 
هاي مختلفي از ابتداي رشد ميسليومي تـا انتهـاي دوره   آنزيم
دهي تجزيه تركيبات ليگنيني را در محيط كمپوست بـر  ميوه

، اساسـاً  سـازي كمپوسـت  فرآينـد  اتمام ازپس . عهده دارند
و نوسـلولز  ليگغـذايي،  اصـلي تركيـب  دو  شـامل كمپوست 

 ليگنـين،  ليگنوسلولز شـامل محتواي . استميكروبي بيومس 
در نتيجه، اسـتفاده  . است 3:3:1نسبت با سلولز هميو  سلولز

كمپوســت، از  )A. bisporus( اي قــارچ خــوراكي دكمــه
كننـده   تجزيـه  هايآنزيماز اي مجموعهتوليد توانايي نيازمند 

  ). Moloy, 2004(است  ليگنينيتركيبات  
ــأثير    ــان مختلــف ت مطالعــات انجــام شــده توســط محقق

هاي لاكـاز، منگنـز پراكسـيداز، ليگنـين پراكسـيداز و       آنزيم
تجزيه تركيبات ليگنيني  فرآينداكسال اكسيدازها را در گلي

كننـده تركيبـات    هـاي تجزيـه  در قـارچ اين ويتـرو  در محيط 
هـا بـه نـوع    ت اين آنزيمالبته، فعالي. ليگنين اثبات كرده است

. (Kamitsuji et al., 2004) قارچ مورد مطالعه بستگي دارد
تـرين و   از اين بين آنزيم منگنز پراكسيداز، يكـي از عمـومي  

كننده ليگنين است كه بـا  ترين پراكسيدازهاي تخريب اصلي
كردن تركيبـات گيـاهي توسـط اكثـر      قدرت بالا در اكسيده

هـاي   و نيـز بسـياري از قـارچ   كننـده چـوب   هاي تجزيهقارچ
  ايكننده كمپوسـت از جملـه قـارچ خـوراكي دكمـه     تجزيه

(A. bisporus) آنــزيم منگنــز پراكســيداز . شــود توليــد مــي
كننـده تركيبـات   قدرتمندترين آنزيم بـرون سـلولي اكسـيده   

شـود  اي سفيد محسوب ميليگنيني در قارچ خوراكي دكمه
)Moloy, 2004.( معمولاً داراي جرم اين آنزيم برون سلولي

 pIاســت و ) kDa 62-38حــداكثر ( kDa 50-40مولكــولي 
  . (Hofrichter, 2002) است 3-4معمولاً حدود 

ــارچ ــاي  ق ــي ه ــت ازمختلف ــته بازيديوميس ــا دس داراي ه
 تحقيقـات . هسـتند تركيبات ليگنيني  تجزيههايي براي  آنزيم

تـوالي نين همچو تعيين خصوصيات  شناسايي،براي مختلفي 
انجـام  هـا  قارچ اين درليگنين تجزيه در دخيل هاي ژنيابي 

ورزي  بـا دسـت   بنـابراين، ).  Ma et al., 2004(اسـت  شـده  
تجزيـه   فرآينـد هـاي مـؤثر در    هاي دخيل در توليد آنزيم ژن

نمودن شرايط مناسب براي عمل اين   ليگنين و همچنين بهينه
ناسـبي را بـراي فعاليـت بيشـتر قـارچ      توان بستر م ها مي آنزيم

و استفاده بيشتر آن  )A. bisporus(اي سفيد خوراكي دكمه
  .از كمپوست تهيه شده فراهم نمود

اطلاعات اندكي در مورد چگونگي توليد آنـزيم منگنـز   
هـاي   ها در مقايسه با ديگر قارچپراكسيداز در بازيديوميست

، امـا  )Chen et al., 2001(پوسـيدگي سـفيد وجـود دارد    
ها توليد آنزيم منگنـز پراكسـيداز توسـط    تعدادي از گزارش

مهمتـرين  . كنندكننده كمپوست را تأييد ميهاي تجزيهقارچ
كننده كمپوست كه آنزيم منگنـز پراكسـيداز را   قارچ تجزيه

  اي ســفيدكنــد، قــارچ خــوراكي دكمــه   هــم توليــد مــي  
)A. bisporus ( است)Lankinen et al., 2001 .(مچنـين  ه

هــاي كوپرينــوس، ماننــد    هــايي از خــانواده قــارچ  گونــه
Paneolus sphinctrinus )Heinzkill et al., 1998 ( و از

 Marasmiusكننده تركيبات گياهي، مانند هاي تجزيهقارچ

quercophilus (Tagger et al., 1998)    نيـز آنـزيم منگنـز ،
  .كنندپراكسيداز را توليد مي

cDNA كننده آنزيم منگنز پراكسيداز از ژن اصلي توليد
ــوراكي صــدفي توســط    ــارچ خ ــاران  Irieق ) 2001(و همك
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ــد   ــوالي گرديــ ــين تــ ــازي و تعيــ ــازي و . جداســ جداســ
از قــارچ خــوراكي  يــابي ژن منگنــز پراكســيداز خصوصــيت

توســـط  2005در ســـال  ATCC 62459 اي نـــژاد دكمـــه
Lankinen اينتـرون  14در اين مطالعه  .و همكاران انجام شد 

در ژن منگنز پراكسيداز شناسايي شده و تعداد نوكلئوتيـدها  
در پـژوهش  . مشخص گرديده اسـت  bp 1821در ژن كامل 

رود ژن منگنــز مــذكور عنــوان شــده اســت كــه گمــان مــي 
پراكسيداز جداسازي و كلون شده و يكـي از زيرواحـدها و   

هـاي ژن منگنـز پراكسـيداز شناسـايي شـده      يا يكي از نسخه
ــين . اســت ــزوم ) 2005(و همكــاران  Lankinenهمچن ــر ل ب

. انــدانجــام تحقيقــات بيشــتر در ايــن خصــوص اشــاره كــرده
يــابي ژن كدكننــده آنــزيم منگنــز  جداســازي و خصوصــيت

 2007تاكـه نيـز در سـال     پراكسيداز از قـارچ خـوراكي شـي   
   .و همكاران صورت گرفت Nagaiتوسط 

سازي هدف از اجراي اين پژوهش، جداسازي و همسانه
اي  ، از قـارچ خـوراكي دكمــه  )mnp(ن منگنـز پراكسـيداز   ژ

ــژاد  )A. bisporus(ســفيد  از نژادهــاي هيبريــد (IM008 ن
سازي بهينه. است) اصلاحي در جهاد دانشگاهي واحد مشهد

از قـارچ خـوراكي    cDNAو تهيـه   RNAمراحل اسـتخراج  
ــه ــام      دكم ــراي انج ــير ب ــودن مس ــوار نم ــور هم ــه منظ اي ب
خــوراكي كــي و انتقــال ژن بــه قــارچ هــاي ژنتيورزي دســت
شـده در ايـن   نيز از اهداف پيگيري )A. bisporus(اي  دكمه

اي دكمـه خـوراكي  كـاهش عملكـرد قـارچ    . پژوهش است
يـا عـدم اسـتفاده بهينـه از      غـذايي و  دليل اتمام مـواد سفيد به

شـــده، از جملـــه مـــواردي اســـت كـــه كمپوســـت آمـــاده 
ــر  خســارت ــادي را متوجــه پ ــارچورشهــاي زي ــدگان ق دهن

  ). Nagai et al., 2007(كند  خوراكي مي

كننـده  هـاي تجزيـه   بنابراين، با شناسايي هرچـه بيشـتر ژن  
ــد    ــژادي هيبري ــد ن ــي، تولي ــاهي و ليگنين ــات گي ــين (تركيب ب

كننـدگي و نژادهـاي داراي   هاي با قدرت بيشتر تجزيـه  گونه
ي هــاهــاي توليــد آنــزيمانتقــال ژن(و يــا تراريختــه ) كيفيــت

) كنندگي پايينهايي با تجزيهتجزيه تركيبات گياهي به گونه
هـاي مـؤثر و بـا    دليـل توليـد آنـزيم    از قارچ خوراكي كه بـه 

ــه  ــدرت تجزي ــر از    ق ــتفاده بهت ــايي اس ــتر توان ــدگي بيش كنن
تـوان انتظـار داشـت كـه      كمپوست آماده شده را دارند، مـي 

عملكرد قـارچ خـوراكي در واحـد سـطح تـا چنـدين برابـر        
ــ ــالي  مق ــد، در ح ــزايش ياب ــوني اف ــت و   دار كن ــه از كيفي ك

  .خصوصيات مطلوب آن كاسته نشده است
  

  هامواد و روش
 IM008اي نـژاد   در اين تحقيق، از قارچ خوراكي دكمه

كه در گروه پژوهشي قارچ هاي خـوراكي و صـنعتي جهـاد    
. دانشگاهي واحد مشهد اصلاح شده است، اسـتفاده گرديـد  

وراكي از ميسليوم تـازه مطـابق بـا    روش كشت بافت قارچ خ
بـراي  . بـود ) 1386(روش بيان شده توسط فارسي و گـردان  

يافته قارچ خـوراكي در   اي از ميسليوم رشداين منظور، قطعه
متــري حــاوي  ســانتي 9جامــد بــه يــك پتــري  كشــت محــيط
 در دمــاي كشــت محــيط. تــازه منتقــل گرديــد كشــت محــيط

°C1±23  وز نگهداري شدر 10در تاريكي به مدت حدود .
اي نيـز مطـابق بـا روش    كشت مـايع قـارچ خـوراكي دكمـه    

بـا كمـي تغييـرات    ) 1387(تشريح شده توسط قربـاني فعـال   
 روزه جامـد ميسـليومي   10-14از يك كشـت  . انجام گرفت

متـر بـا كمتـرين     ميلـي  25مثلثي شكلي به طول اضـلاع   قطعه
در هــر ويــال، يــك بــرش . ميــزان آگــار جداســازي گرديــد

مايع قرار داده  كشت محيطور در ليومي به صورت غوطهميس
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 هاي كشت در دمـاي  ها، محيطشد و به منظور رشد ميسليوم
°C1±23 و در تاريكي نگهداري شدند.  

كل سلول بـا اسـتفاده از كيـت تجـاري      RNAاستخراج 
RNA-X plus      شركت سـيناژن، روش مبتنـي بـر گوانيـدين

 AGPC ((Chomszynski and(كلروفرم -فنل-تيوسيانات

Sacchi, 1987 (   ــيم ــد ليتــ ــر كلريــ ــي بــ و روش مبتنــ
)Sreenivasaprasad, 2000 (  كليـه مراحـل در   . انجـام شـد

كيت مورد استفاده مطابق با دستورالعمل شـركت سـازنده و   
در ادامـه  . ها بر اساس منابع ذكر شده انجام گرفـت در روش

  .دست آمده بررسي گرديد به RNAكيفيت و كميت 
شده عمل الكتروفورز ي استخراج RNAيين كيفيت براي تع

آگارز انجام گرفت -آلدئيدبه دو روش ژل آگارز و ژل فرم
كه در الكتروفورز بـا ژل آگـارز از ژل يـك درصـد و بـافر      

(0.5X)  TBE ــا ــك و ژل   TAE (1X)و ي ــافر تان ــراي ب ب
ي اسـتخراج  RNAاز نمونـه     ميكروليتر 4سپس . استفاده شد

) Loading Buffer(از لودينـگ بـافر      ليتـر ميكرو 2شـده بـا   
الكتروفورز . هاي ژل ريخته شدمخلوط شده، درون چاهك

  .دقيقه انجام گرديد 15ولت و به مدت  80در ولتاژ ثابت 
 RNaseبـه سـرعت توسـط آنـزيم      RNAكـه   از آنجايي

بـا   RNAشـود، در الكتروفـورز   موجود در محيط تجزيه مي
 از آب مقطر تيمار  آگارز، معمولاً-آلدئيداستفاده از ژل فرم

در ايـن  . گـردد اسـتفاده مـي   MOPSو بـافر   DEPCشده بـا  
ــافر    ــد و ب ــك درص ــارز ي  MOPS (1X)روش، از ژل آگ

در ادامـه، پـس از آمـاده شـدن ژل، هماننـد ژل      . استفاده شد
هاي ايجـاد شـده در   درون چاهك RNAهاي آگارز، نمونه

 RNAسنجش كميـت   .آگارز اضافه گرديد-آلدئيدژل فرم
 260  استخراج شده با بررسـي جـذب نـوري در طـول مـوج     

 "A260  ×40× فـاكتور رقـت    "نانومتر و با استفاده از فرمول 

پـس از  . ليتـر محاسـبه گرديـد    به صورت ميكروگرم بر ميلي
 DNAكل و براي حصول اطمينان از نبودن  RNAاستخراج 

تيمـار   DNaseبا استفاده از آنـزيم   RNAهاي ژنومي، نمونه
ــاخت     ــراي س ــپس ب ــد و س ــتفاده  cDNAگرديدن از آن اس

  .گرديد
ــاختن  ــراي ســـ ــتورالعمل كيـــــت cDNAبـــ  از دســـ

Revert AidTM First Strand cDNA Synthesis 
با استفاده از  cDNAساخت . شركت فرمنتاز استفاده گرديد

كـه حضـور    از آنجايي. انجام گرفت 18(dT)آغازگر اليگو 
ي خوراكي مختلـف شناسـايي و تـوالي    هادر قارچ mnpژن 

  اي هـاي شـبيه قـارچ خـوراكي دكمـه      آن در برخي از گونـه 
)A. bisporus ( هـاي  تعيين شده بود، در واكـنشRT-PCR 

و همكـاران   Lankinenاز آغازگرهاي استفاده شده توسـط  
بــا كمــي تغييــرات در تعــداد و تــوالي نوكلئوتيــدها ) 2005(

بهينه شـده بـه صـورت زيـر     توالي آغازگرهاي . استفاده شد
  :است

    :آغازگر رفت
5`ATGGCTTTCAAAATTCTTCTCA 3` 

  : آغازگر برگشت 
5`TCAGAGGTGGGAACTGGC 3`  

  

اي پليمـراز بـا اسـتفاده از    برنامه حرارتي واكنش زنجيـره 
دقيقـه در   3: پليمراز به صـورت، چرخـه نخسـت    Taqآنزيم
ه، ثاني ـ 45بـه مـدت    C 94°: چرخه بعـدي  C 94 ،35°دماي 
°C60  ثانيه و  50به مدت°C 72  دقيقـه و چرخـه    2به مدت

مخلوط استفاده . دقيقه انجام گرفت 5به مدت  C 72°: نهايي
  . مشخص شده است 1در جدول  PCRشده در واكنش 

و در يخچـال   C 4°در دمـاي   PCRمحصولات واكنش 
براي مشاهده و بررسي محصـولات تكثيـر   . نگهداري شدند

 TAEدرصــد و بــافر   1رز ژل آگــارز شــده، از الكتروفــو 
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)TBE(  آميزي ژل ولت استفاده شد و رنگ 80با ولتاژ ثابت
ــت    ــد صــورت گرف ــديوم بروماي ــتفاده از اتي ــا اس ــس از . ب پ

همـــراه بـــا ســـايز مـــاركر  PCRالكتروفـــورز محصـــولات 
Lambda DNA/EcoRI+ Hind III   با اسـتفاده از دسـتگاه ،

UV-ده و اندازه آن تخمين ترانسلوميناتور باند مربوطه مشاه
با استفاده از دسـتورالعمل   mnpشده ژن   قطعه تكثير. زده شد

  از ژل شـــــــركت DNAســـــــازي   كيـــــــت خـــــــالص
)K-3035-1 (Bioneer سازي گرديدجدا و خالص.  

  
  PCRاجزاي مخلوط واكنش  -1جدول 

  
  
  
 
  
  
  
  
  
  

 InsT/AcloneTMبا استفاده از  mnpسازي ژن   همسانه

PCR Product Cloning Kit   به شماره كاتـالوگK1214 
 DH5αباكتري مورد استفاده اشرشياكولي از نژاد . انجام شد

  :سازي به اين ترتيب بودمراحل انجام همسانه. بود
وكتــــور مــــورد اســــتفاده  T/Aمرحلــــه اتصــــال، در 

pTZ57R/T  نسـبت  ). 1شكل (جفت باز بود  2886با اندازه
DNA  1:6تـا   1:1هاي مورد اسـتفاده از )DNA   مـورد نظـر: 
ــور ــود) وكت ــا اســتفاده از دســتورالعمل  . متغيــر ب در ادامــه، ب

Maniatis  بـا اعمـال تغييراتـي ژن    ) 1989(و همكارانmnp 

. وارد شـد  DH5αاشرشـياكولي نـژاد     ريتكثير شده به بـاكت 
شـده بـر روي    هاي مسـتعد  ساعت از كشت سلول 16بعد از 

سـيلين،  حـاوي آنتـي بيوتيـك پنـي     LBكشـت   ت محـيط يپل
هاي  نيودر اين مرحله، كل. هاي كوچكي نمايان شدند كلني

هاي نوتركيب به محيط كشت مايع انتقال داده  سفيد باكتري
 7/0حـدود   ODتا رشـد كـرده، بـه     و به آنها اجازه داده شد

ــد ــتورالعمل  . برسـ ــتفاده از دسـ ــا اسـ و  Maniatisســـپس بـ
هـاي   اقدام به استخراج پلاسميد از باكتري) 1989(همكاران 

  .يد ترانسفورماسيون گرديدينوتركيب براي تأ
  

 موارد مورد نياز
  مقدار مصرف در

 )µl(هر واكنش 
  غلظت نهايي

 )µl25در حجم (

 PCR) X10( 5/2  X       1بافر 

 mM50( 25/1  mM1(كلريد منيزيم

 هر نوكلئوتيد mM10( 5/0  mM2/0(دزوكسي نوكلئوتيد تري فسفات

 pmol/µl10( 1        pmol/µl4/0(آغاز گر رفت

 pmol/µl10( 1        pmol/µl4/0(آغاز گر برگشت

cDNA5 الگو - 
DNAپليمرازTaq ) U/µl5( 3/0 lµ25U/ 5/1 

 - 45/13 آب مقطر ديونيزه استريل
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  pTZ57R/Tنقشه هضم آنزيمي در ناقل  -1شكل 

  
  تركيبات هضم آنزيمي -2جدول 

 )lµ(هضم مضاعف kpn I )lµ( هضم با آنزيمHind III )lµ(هضم با آنزيم  تركيبات

 Hind III( 1 - 1(آنزيم 

 kpn I( - 1 1(آنزيم 

DNA )ژن + پلاسميدmnp( 5 5 5 

 Tango )X10( 2 2 2بافر 

 11 12 12 آب

 20 20 20 كل

  
براي تأييد اندازه پلاسميد نوتركيب، نخست پلاسميد به 

براي اين منظور، پلاسميد نوتركيب با . دصورت خطي درآم
ــا داراي يــك ســايت برشــي در پلاســميد    آنزيمــي كــه تنه

 Hind آنزيم انتخـاب شـده  . نوتركيب است، برش داده شد

III گونه سايت برشي در ژن  بود كه هيچmnp     نداشـته، تنهـا
. اســت pTZ57R/Tداراي يـك سـايت برشـي در پلاسـميد     

يد استخراج شده با الگـوي  براي تأييد الگوي هضمي پلاسم
  اسـاس تـوالي   بـر  (هضمي پلاسميد نوتركيب مـورد انتظـار   

mnp +pTZ57R/T(هاي  ، از هضم مضاعف با آنزيمHind 

III  وkpn I كنند، استفاده شد  كه كل ژن را از ناقل جدا مي
درصد براي بررسـي   1از الكتروفورز ژل آگارز ). 2جدول (

رحلـه آخـر، بـراي تأييـد     در م. نتايج هضـم اسـتفاده گرديـد   
 mnpنهايي اين كه قطعـه وارد شـده بـه پلاسـميد همـان ژن      
  .است، پلاسميد نوتركيب براي تعيين توالي فرستاده شد
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  و بحث گيري يجهنت
شده، با استفاده هاي استخراجدر نمونهA260/A280 نسبت 

، )AGPC(كلروفـرم  -لفن-از سه روش گوانيدين تيوسانات
  مبتنــــــي بــــــر كلريــــــد ليتــــــيم و كيــــــت تجــــــاري

RNA-X plus  ،بـــود  9/1±1و  4/1±1، 2±1بـــه ترتيـــب
و  SrRNA28وضــــوح و شــــدت بانــــدهاي). 3جــــدول (

SrRNA18  درRNA شـده بـر روي ژل آگـارز و     استخراج
اسـتخراج  RNAدهنـده كيفيـت    آگارز نشـان -يا فرم آلدئيد

در  1اندها مطابق با شكل كيفيت اين ب). 2شكل (شده است 
ــانات روش ــدين تيوس ــل-هــاي گواني ــرم و كيــت -فن كلروف

بــه مراتـب بهتــر از روش مبتنـي بــر    RNA-X plusتجـاري  
در مـورد   A260/A280بهتـرين نسـبت بـراي    . كلريد ليتيم بـود 

RNA  و  2هاي بيشـتر از   است كه نسبت 2تا  8/1عددي بين
و پروتئينــي  هــاي فنلــيدهنــده آلــودگينشــان 8/1كمتــر از 
بــر ايــن اســاس، در روش مبتنــي بــر كلريــد ليتــيم،  . هســتند

شـود، امـا   هـاي پروتئينـي ديـده مـي    بيشترين ميزان ناخالصي
كلروفــرم و كيــت -فنــل-هــاي گوانيــدين تيوســياناتروش

سـيناژن از نظـر عملكـرد و كيفيـت      RNA-X plusتجـاري  
RNA 3جدول (اول هستند  حاصله برتر از روش.(   

  

   RNA-X plus، روش مبتني بر كلريد ليتيم و كيت تجاري AGPCدر سه روش  A260/A280و نسبت   RNAعملكرد  -3جدول 
 RNA )µg/ml( A260/A280عملكرد  RNAروش جداسازي 

AGPC 3±22  1±2  
  4/1±1  17±2  روش مبتني بر كلريد ليتيم

  9/1±1  54±6  سيناژن RNA-X plusكيت تجاري 
  

  .برآورد شده استRNA ملكول  µg/ml40 عادل بام A260هر يك واحد از ٭
  

  
  %)1(آگارز -بر روي ژل فرم آلدئيدشده كل استخراج  RNA -2شكل 

RNA 1  استخراج شده با دستورالعمل Sacchi (1987) Chomszynski and .  
RNA 2  شده با دستورالعمل استخراجSreenivasaprasad (2000).  
RNA 3  يت تجاري وسيله ك استخراج شده بهRNA-X plus.  

M  سايز ماركرDNA )bp 100.(  
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كه هدف تكثير يك قطعه اختصاصي با استفاده از  از آنجايي
ــره  ــنش زنجي ــود،  واك ــراز ب ــده   RNAاي پليم ــتخراج ش اس

انــدازه قطعــه . اســتفاده گرديــد cDNAمســتقيماً بــراي تهيــه 
ي هـاي اطلاعـات  با مراجعه بـه بانـك   PCRتكثير شده توسط 

)NCBI ،expasy  وebi(   جفـت بـاز گــزارش    1065حـدود
با اينكه بـراي تكثيـر از آغازگرهـاي اختصاصـي     . شده است
باند بـر روي ژل آگـارز   شد و انتظار مشاهده تكاستفاده مي

و  PCRجاي مانـده از  رفت، اما براي حذف مواد زائد به مي
از روي  bp 1065همچنين آغازگرهاي استفاده نشده، قطعـه  

سـازي ژل    با استفاده از كيت تجـاري خـالص  % 1ژل آگارز 
تكرار عمـل  . سازي شدجداBioneer   (K-3035-1)شركت

شده از روي ژل، كيفيت و  الكتروفورز بر روي نمونه خالص
يـابي تأييـد    مقدار قطعه جدا شده را براي انجام فرايند تـوالي 

  ).3شكل (كرد 
  

  
  %1بر روي ژل آگارز  Taqآنزيم پليمراز  با استفاده از mnpتكثير ژن  -3شكل 

  هاي دماييسازي چرخهبا بهينه PCRمحصول  1-
-2 PCR سازي سازي شده با استفاده از كيت تجاري خالصخالصDNA  از ژل)Bioneer(  

-M1 سايز ماركر bp100  
-M2 سايز ماركرbp 50  

  
هــاي پــس از انجــام ترانسفورماســيون و كشــت بــاكتري

ــفورم  ــدهترانسـ ــيط كشـــت   شـ ــر روي محـ ــاوي  LBبـ حـ
ســاعت  16و  IPTGو  X-Galســيلين، بيوتيــك آمپــي آنتــي

هاي آبي و سـفيد ظـاهر   ، كلونيC◦37انكوباسيون در دماي 
) Ligation(براي انجام عمل اتصـال  ). 6-4شكل(گرديدند 

. اسـتفاده شـد   7و  5، 3هـاي  به ناقـل بـا نسـبت    DNAمقدار 

)  بـه ناقـل   DNA( 1بـه   7محصول اتصال حاصـل از نسـبت    
هـاي سـفيد   بهترين نتيجه را به واكـنش اتصـال داد و كلـوني   

در سيســتم (دهنــده ورود ژن بــه پلاســميد  رنــگ كــه نشــان
است، در اين نسبت بيشـترين ميـزان را   ) آبي/تشخيص سفيد

  .شدشامل مي
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هاي سـفيد انجـام شـد،    استخراج پلاسميد از تمام كلوني
هـاي   در يكـي از كلـوني  ، تنهـا  )الف(قسمت  4اما در شكل 

اسـمير انتهـاي   . انتخاب شده پلاسميد تراريخته وجود داشت
ــودگي  ــانگر آل ــز نماي ــه ژل ني ــده از  هــاي پروتئينــي ب جــا مان
پــس از هضــم ). الــف -3شــكل (اســتخراج پلاســميد اســت 

هـاي  وسيله آنـزيم  هاي منفرد و مضاعف بهپلاسميدها، برش
هاي منفرد، برشدر . انجام گرفت Kpn Iو  Hind IIIبرشي 

شـده كـه   با توجه به اندازه پلاسميد خطـي بـدون قطعـه وارد   
ــدود  ــت  bp 2886ح ــكل (اس ــك  ،ب-3ش ــد )1چاه ، بان

بايد  mnpشده در صورت داشتن قطعه ژن  پلاسميد مشاهده
باند . مشاهده گردد bp 3951=1065+2886اي معادل اندازه

مشـاهده   3قسمت ب در چاهك شـماره   3مذكور در شكل 
برش مضاعف پلاسـميد داراي قطعـه مـوردنظر نيـز     . شودمي

از پلاسـميد شـده، ايـن قطعـه را بـه       mnpباعث جـدايي ژن  
 ،ب -3شـكل  (صورت باندي جداگانه قابـل مشـاهده كـرد    

الگـوي هضـم پلاسـميد حلقـوي و خطـي شـده       ). 4چاهك 

عنوان شـاهد اسـتفاده شـده بـود،      نظر كه بهبدون قطعه مورد 
را در پلاسـميد   mnpو ورود قطعـه ژن  هاي  صحت آزمايش

  .تأييد كرد
  

  يابي و اطلاعات ملكولي تكميليتوالي
 NCBIشـده نهـايي، در بانـك اطلاعـاتي     قطعه ويـرايش 

براي بررسي همولوژي آن در ميان موجودات ديگر بررسي 
يـابي شـده   ها نشان داد، كه قطعه توالينتايج اين بررسي. شد

هـا،  بـاكتري : ختلف، از جملـه در بين بسياري از موجودات م
ميزان اين . هاي مشابهي است ها و گياهان داراي قسمتقارچ

هـا  هـا و بـاكتري  تشابه در موجوداتي، ماننـد برخـي از قـارچ   
شـده از سـايت   اسـاس اطلاعـات دريافـت    بر. بسيار زياد بود

www.ebi.ac.uk  ــيداز ــز پراكس ــزيم منگن ــزو ) MnP( آن ج
ي و زيـر مجموعـه ليگنينازهـا    خانواده پراكسـيدازهاي گيـاه  

  .بندي شده استطبقه
  

  

  
پلاسميد  - 3؛ pTZ57R/Tپلاسميد طبيعي  - pTZ57R/T ،2پلاسميد خطي شده  -1(شده هضم پلاسميد داراي ژن همسانه) الف 3شكل 

پس از  mnpژن  - 5 ؛kpn Iو  Hind IIIهاي هضم مضاعف پلاسميد نوتركيب يا استفاده از آنزيم - 4نوتركيب حاوي قطعه خارجي؛ 
  ))DNA  )kb 1ماركر وزن ملكولي  -Mسازي از ژل،  خالص

ژن (هاي پلاسميد فاقد قطعه خارجي نمونه 11 ,10 ,9 ,7 ,6 ,5 ,4 ,3 ,2 ,1:( )1989(و همكاران  Maniatisاستخراج پلاسميد با روش ) ب
  ))kb 1(  DNAماركر وزن ملكولي  -Mپلاسميد نوتركيب،  - 8، )نظرمورد
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ــوالي    ــدها در ت ــين ترتيــب صــحيح نوكلئوتي پــس از تعي
يـابي ژن  هاي حاصل از تـوالي شده و بررسي منحنيشناسايي

mnp اي در قــــارچ خــــوراكي دكمــــه)A. bisporus( ،
، بــا NCBIتــرين تــوالي موجــود در بانــك اطلاعــاتي  مشــابه

شده توالي شناسايي. استفاده از نوكلئوتيد بلاست بررسي شد
تطبيق داده شد و  NCBIد موجود در بانك اطلاعاتي با مور

 بقيـه در  850و  657مشخص گرديد كه بجز نوكلئوتيـدهاي  
هــا و تــوالي رشــته   ويژگــي. نوكلئوتيــدها مشــابه هســتند  

پپتيـدي حاصـل از تـوالي دو رشـته مشـابه بـا اسـتفاده از         پلي
). 6شـكل  (تعيين گرديـد    www.expasy.org/toolsسايت

عنـوان ژن   بـه  mnpوان ژن ثبت شده و توالي عن به mnp1ژن 
  .شود يابي شده بيان ميتوالي

mnp1: Theoretical pI/Mw: 4.18 / 37636.22 
mnp:   Theoretical pI/Mw: 4.33 / 32686.23 
 

، www.ebi.ac.ukاساس اطلاعات مندرج در سـايت   بر
 هاي ديگريبه نام) EC 1.11.1.13(آنزيم منگنز پراكسيداز 

Mn-dependent (NADH-oxidizing) peroxidase,  
Peroxidase-M2 and Mn-dependent peroxidase 

همچنين، اين آنزيم به كوفـاكتور آهـن   . شودنيز شناخته مي 
در سـايت  . هـاي خـود نيازمنـد اسـت    نيز براي انجام فعاليـت 

مــذكور و در قســمت مربــوط بــه توضــيحات آنــزيم منگنــز 
ــزيم يــك همــو  پراكســيداز آورده شــده اســت كــه   ايــن آن

هـاي بازيديومايسـت توليـد    پروتئين است كه توسـط قـارچ  
  . شده، توانايي تجزيه تركيبات ليگنيني را دارد

ــايج حاصــله در    ــه نت ــا توجــه ب  multiple alignmentب
هـاي  هاي مشابه در گونهنوكلئوتيدي مبني بر اينكه در توالي

ــه   ــA. bispousنزديــك ب ــن دو مكــان نوكلئوتي دي ، در اي
پروتئينــي  multiple alignmentمتفــاوت بــوده و در نتــايج 

، تغييـر  A. bispousهاي نزديك به در گونههاي مشابه توالي
ــدهاي  ــديل    850و  657در نوكلئوتي ــث تب ــب باع ــه ترتي ، ب

هاي ايزولوسين و سرين بـه والـين و آلانـين شـده     اسيدآمينه
 تـوان حـدس زد كـه ايـن تـوالي آمينواسـيدي ژن      است، مي

mnp ، تــوالي ثانويــه بــراي آنــزيم منگنــز پراكســيداز گونــه  
A. bispous ) ايــن . باشــد) ايداراي دو موتاســيون نقطــه

احتمال وجود دارد كه اين موتاسيون نتيجه بـه كـارگيري از   
اصلاح شده در جهاد دانشگاهي مشـهد باشـد،    IM008 نژاد

امــا ايــن موضــوع در حــد يــك احتمــال بــوده، بايــد مــورد  
  .يشتري قرار گيردتحقيقات ب
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Abstract 

Mushrooms, in addition to their nutritional values, are currently considered as useful tools for 

biological of agricultural wastes to useful food products. In the button mushroom (Agaricus 

bisporus), there are several enzymes which catalyze lignin compounds of the compost during the 

mycelia growth and the fructification phases. Manganese Peroxidase (MnP), as one of the most 

important lignin-degrading enzymes, plays a key role in degradation of lignin compounds in the 

button mushroom. To achieve a high yield of MnP in the A. bisporus, the gene encoding MnP was 

isolated, characterized and cloned. The total RNA was extracted from the mycelium growing on the 

liquid compost extract medium, followed by construction of its cDNA by reverse transcriptase. The 

PCR products were then inserted into the pTZ57R/T cloning vector, and transferred into E. coli (the 

DH5α strain). Finally, the plasmid was extracted from the transgenic bacteria, followed by 

enzymatic digestion and nucleotide sequencing. The BLAST analysis revealed two different 

nucleotides (657 and 850) between the cloned fragment (generated in this research) and the mnp1 

(available in the gene bank of NCBI). The difference in the nucleotide positions of 657 and 850 

subsequently changed Isoleucine to Valine and Serin to Alanine, respectively. 

Key words: Reverse transcriptase enzyme, Agriculture wastes, pTZ57R/T vector, Molecular 

cloning 

 
 
 
 
 
 
 
* Corresponding Author: javad_janpoor@yahoo.com 

www.SID.ir


