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 چكيده
 تا ميسليومي رشد ابتداي از يمختلف هاي آنزيم )Pleurotus ostreatusخوراكي ( صدفي  قارچ در

چوب، بقاياي گياهي و  .دارند عهده بركشت  محيط در را ليگنيني تركيبات تجزيه ،دهي ميوه ي دوره انتهاي
شوند. ليگنوسلولز  در طبيعت تحت عنوان تركيبات ليگنوسلولزي ناميده مي ديگر بيشتر ضايعات گياهي
)، يكي از EC:1:11:1:13آنزيم منگنزپراكسيداز (شود.  ميسلولز و ليگنين تشكيل  عمدتاً از سلولز، همي

كننده چوب و نيز  هاي تجزيه كننده ليگنين است كه توسط اكثر قارچ ترين پراكسيدازهاي تخريب عمومي
ژن  يcDNAمنظور جداسازي  . در اين پژوهش بهشود كننده كمپوست توليد مي هاي تجزيه بسياري از قارچ

mnp خوراكي صدفي قارچ )P. ostreatus var. florida ،( استخراج RNAسنتز  سپس وcDNA بر و  انجام
و با  گرديدطراحي آغازگرها  Primer Premier (V. 5.0)افزار  با استفاده از نرمو  mnpاساس توالي ژن 

يابي  از تواليبا استفاده  و وارد شد PTG19-Tدر ناقل  تكثير شده قطعه .شداي پليمراز تكثير واكنش زنجيره
 Ecoliبه  ذوب-با روش يخ سپسسازي گرديد.  همسانه p13H88 در ناقل mnpژن  ،. در ادامهتأييد شد

 كه انجام گرفت. نتايج نشان دادتأييد حضور آن در باكتري با روش هضم آنزيمي  ) منتقل و DH5αي (سويه
 p13H88-FMبا نام  بدست آمدهپلاسميد نوتركيب است. شده سازي  همسانه p13H88در ناقل  mnpژن 
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 مقدمه
ترين  آنزيم منگنز پراكسيداز، يكي از عمومي

پراكسيدازهاي تجزيه كننده ليگنين است كه 
هاي تجزيه كننده چوب و نيز توسط اكثر قارچ
كمپوست و هاي تجزيه كننده  بسياري از قارچ

هاي پوسيدگي سفيد از جمله قارچ خوراكي  قارچ
). منگنز (Hofrichter, 2002شود  صدفي توليد مي

و داراي بوده پراكسيداز يك آنزيم خارج سلولي 
يك هسته مركزي پراكسيداز است. درصورتيكه 

 Mn+2اين هسته مركزي تحليل پيدا كند، به يون 
را  Mn+2داز، كند. آنزيم منگنز پراكسي نياز پيدا مي

نيز به نوبه خود   Mn+3كند و  اكسيده مي Mn+3به 
هاي فنوكسيل  ساختارهاي فنوليك را به راديكال

 Gold et. al., 1989.( Mn+3( نمايدمياكسيده 

كردن د شده، بسيار فعال است و با كلاتايجا
اسيدهاي آلي مانند اكسالات يا مالات كه بوسيله 

دهد  پلكس تشكيل ميشوند، كم ها توليد مي قارچ
)Makela et. al., 2002ها،  ). با كمك اين كلات

توانند به درون  پايدار شده و مي  Mn+3هاي  يون
هاي پوسيدگي  قارچموادي مانند چوب نفوذ كنند. 

توانند  كننده كمپوست مي هاي تجزيه سفيد و قارچ
ليگنين را با سرعت بيشتري نسبت به 

 ,Hatakkaيه كنند (هاي ديگر، تجز ميكروارگانيسم

2001(. 
در صنعت  يكي از مشكلات موجود

كاهش و يا  ،اي سفيدپرورش قارچ خوراكي دكمه
نظر  ف توليد در برداشت سوم است كه بهتوق
اتمام مواد غذايي  ،رسد عامل اصلي اين مشكل مي

براي مصرف اين قارچ و عدم توان استفاده بهينه 

 استفاده از ،كمپوست توليد شده باشد. در نتيجه از
اي از ست نيازمند توانايي توليد مجموعهكمپو
ي در قارچ هاي تجزيه كننده تركيبات ليگنين آنزيم

 ).Moloy, 2004باشد ( اي مي خوراكي دكمه
cDNA  ژن mnpخوراكي  هاياز قارچ

 .Nagai etتاكه ( )، شيIrie et. al., 2001صدفي (

al., 2007 ،(دكمه ) ايLankinen, 2004 (ه و س
ايزوزايم ژن منگنز پراكسيداز از قارچ 

Phanerochaete chrysosporium )Godfrey 

et. al., 1990 (.جداسازي و تعيين توالي گرديد 
 P. chrysosporiumگونه در  mnp-1توالي ژن 

و  cDNAجفت باز بوده و مقايسه  2539حدود 
دهد كه در موقعيت  هاي ژنومي نشان مي توالي

تجزيه و تحليل  .رنددا متفاوت اينترون 6 ،72-57
2Fبلات نوردرن

توسط  mnp-1 ژن كه هنشان داد 1
HSPs )3)عناصر شوك حرارتيF2 شود. تنظيم مي 

 Schizophyllumژنوم قارچ مدل  همچنين

commune  كه به احتمال زياد منبع خوبي از نيز
كننده تركيبات ليگنوسلولزي  هاي تجزيه آنزيم
 ,.Robin et. alيابي شده است ( توالي ،است

بيان سه ژن منگنز  ،در مطالعه ديگري). 2010
اكسال  ليگنين پراكسيداز و گلي، پراكسيداز

 در قارچ RT-PCRبا استفاده از تكنيك  اكسيداز
P. chrysosporium  و نتايج حاكي شده بررسي

ها است. الگوهاي  اين ژن متفاوت از بيان
طور چشمگيري با همديگر متفاوتند  هب يسيرونو

فعاليت متفاوت  از ه اين امر احتمالاً ناشيك

                                                             
1 Northern blot 
2  Heat Shock Proteins 
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 .Janse et( ها در خاك مناطق مختلف است آنزيم

al., 1998 .( ايزوزايم منگنزپراكسيداز در قارچ دو
Pleurotus eryngii هاي  ژگيجداسازي و وي

اين بررسي  .ها مشخص گرديد كاتاليزوري آن
كه بيشترين فعاليت آنزيمي  نشان داد

در محيط كشت مايع حاوي پپتون  منگنزپراكسيداز
در  Mn+2و استفاده از مكمل  آيد بدست مي

از توليد اين آنزيم در  ،ميكرومول 1-4000غلظت 
 .Maria et(كند  محيط كشت مايع جلوگيري مي

al., 1996 .( همچنين)Sovan et al., 1997 (
 هاي ايزوآنزيم مولكولي و بيوشيميايي خصوصيات

را  Pleorotus ostreatusمنگنز پراكسيداز قارچ 
نتايج بدست آمده نشان داد تركيب  .دبررسي كردن

در توليد  ،مواد مورد استفاده در محيط كشت
هاي مختلف قارچ بسيار  گونه  متفاوت ايزوزايم

 Pleorotusهاي  در گونه mnpمهم است و ژن 
 .Pمتفاوت از گونه  وليشبيه هم 

chrysosporium  ربوط در ادامه مطالعات م .است
 اين توليد منگنز پراكسيداز، به فعاليت آنزيمي

بررسي  Pleorotus ostreatusدر قارچ   آنزيم
گرديد كه با نتايج بدست آمده در گزارشات قبلي 

. در واقع با بررسي توليد شتهمخواني دا
هاي كشت با  در محيط ايزوزايم منگنز پراكسيداز

تركيبات متفاوت، بيشترين سطح فعاليت اين 
 PGYروز در محيط كشت مايع  8زيم پس از آن
 عصاره مخمر) بدست آمد-وكزگل -پپتون(
)Kamitsuji et. al., 2004( . اگرچه اطلاعات

اندكي در مورد چگونگي توليد آنزيم منگنز 
ها در مقايسه با ديگر  پراكسيداز در بازيديوميست

اخيراً  ولي ،هاي پوسيدگي سفيد وجود دارد قارچ
ده آنزيم منگنز پراكسيداز در يك ژن سنتز كنن

 Cortinariusهاي ميكوريزا ( قارچ

rotundisporus تاكنون  كه) شناسايي شده
نشده است  گزارشگونه فعاليتي از آن  هيچ

)Chen et. al., 2004 .(مهمترين قارچ  علاوه،به
كننده كمپوست كه آنزيم منگنز پراكسيداز   تجزيه

راكي خو اي دكمه كند، قارچ را توليد مي
)Agaricus bisporus(  است)Bonnen et. al., 

1994, Lankinen et. al., 2004 .(هايي از  گونه
 Paneolus هاي كوپرينوس مانند قارچ  خانواده

sphinctrinus )Heinzkill et. al., 1998 و (
كننده تركيبات گياهي مانند  هاي تجزيه قارچ

Marasmius quercophilus )Tagger et. al., 

)، نيز آنزيم منگنز پراكسيداز را توليد 1998
توجه عوامل قابليكي از  ،از طرف ديگر كنند. مي
پيشبر مورد  ،هاي خوراكي انتقال ژن در قارچبه 

بيان ژن موردنظر  استفاده است كه سبب هدايت و
 آميزترين يتموفقد نده گردد. مطالعات نشان مي مي

 gpdII ،مورد استفاده در اين آزمايشات يشبرپ
 جداسازي شده سفيد يا دكمهكه از قارچ  باشد يم

 3 -يسرآلدئيدگلمربوط به ژن  gpdII يشبرپ .است
 يك ژن يشبرپكه است  IIز فسفات دهيدروژنا-

4Fدار خانه

5Fو هنوز خاموشي مهار مشتركباشد  يم 1

2 
 ,.Burns et. al( در آن گزارش نشده است

2006.( 
تكنيك جداسازي ژن جهت بررسي 

آن و ساخت سازه هاي اختصاصي  هاي ويژگي

                                                             
1 House keeping 
2 Cosuppression 
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هاست توسط محققان  براي اهداف مختلف سال
 ها پذيرد. ازجمله اين پژوهشصورت مي

و  PARSΠو  PARSΙهاي  جداسازي ژن
افزاري  ها و متعاقبا مطالعه نرم سازي آن همسانه

خصوصيات فيزيكوشيميايي، ساختار مولكولي و 
و  PARSΙقرابت ژنتيكي نشان داد كه دو آنزيم 

PARSΠ  به خانواده نوكلئازهايS1/P1  تعلق
داشته و شباهت زيادي به نوكلئازهاي اختصاصي 

DNA هترودوپلكس دارند )Mirzaei et.al., 

همچنين ساخت سازه پلاسميدي ). 2015
هاي انه حاوي سه گروه مهم از پروتئينچندگ

و  PR1 ،PR2 هايبا نام مربوط به بيماريزايي
PR3 ك سو دوام مقاومت سبب شد كه از ي

 همراه داشته و از طرفهها را بنسبت به بيماري

اي از  يگر باعث مقاومت به انواع گستردهد
 Raufi et. al., 2011(گردد هاي بيماريزا مي گونه

(. 
از  mnpجداسازي ژن  ،هدف اين پژوهش

و خوراكي نژاد فلوريدا  صدفي قارچ
 قارچ در سازه اختصاصيسازي آن  همسانه

) با نام A. bisporusخوراكي سفيد ( اي دكمه
p13H88  حامل پيشبرgpdII جهت انتقال به ،

اي سفيد از طريق روش مبتني بر  قارچ دكمه
 . بودآگروباكتريوم 

 
 هامواد و روش

ــيليوم:  ، از مطالعـــهدر ايـــن كشـــت ميسـ
ــ ــوراكيارق ــ چ خ ــدا  ،  فيدص ــژاد فلوري ــه ن (تهي

ي هـا  فنـاوري قـارچ   شده از مركز اسـپاون زيسـت  

ــهد)    ــد مشـ ــگاهي واحـ ــاد دانشـ ــنعتي جهـ صـ
ــتفاده  ــداس ــت . ش ــتكش ــارچ  يم باف ــيليوم ق س
و  Castle et. al., (1988) روش بـــا مطـــابق

توســط شـده   ارائـه روش  طبــقكشـت مـايع نيـز    
Calvo-bado et. al., (2000) .انجام گرفت 

ــي و  و RNAاســــتخراج  بررســــي كمــ
، بــا اســتفاده كــل ســلول RNAاســتخراج : كيفــي

ــت ــار از كي  ,RNA-X plus )CinnaGen يتج

RN7713c   ــركت ــتورالعمل شـ ــابق دسـ ) و مطـ
ــام    ــرات انج ــي تغيي ــا كم ــازنده ب ــدس ــراي . ش ب

ــت  ــين كيفي ــت  تعي ــب   RNAو كمي ــه ترتي از ب
ــورز ــارزژل  الكتروف ــك آگ ــا  ي ــد ب ــافر  درص ب

)X1(TAE ) و نـــانودراپNanodrop 2000, 

UV-Vis spectrophotometer (شد استفاده . 
ــر ژن  ــارچ mnpتكثي ــوراكي صــدفي ق  :خ
ــنتز  ــتورالعمل  cDNAجهـــت سـ ــت از دسـ كيـ

Revert AidTM First Strand cDNA 
Synthesis )Fermentas, k1631 و (

بــا توجــه بــه شــد. ســتفاده ا  Oligo dTآغــازگر
بــــه شــــماره دسترســــي    mnpتــــوالي ژن 

U21879.1  ــاه ــاNCBIدر پايگ ــا در  ، آغازگره ب
 رافـزا   نـرم توسـط   هـاي برشـي،   نظر گرفتن سايت

Primer Premier (V. 5.0)  ــي ــد طراح  .ندش
-'5 آغـــــــــازگر رفـــــــــت تـــــــــوالي 

ATGACCTTTGCTTCCCATGGATA
GCTTTC-3'  ــو ــازگر برگشـــــــ ت آغـــــــ

TTACGCAGGTGGGTAACC5'TTA
GGACACG-3' ــود ــابــ ــط  . آغازگرهــ توســ

 )MACROGEN, Korea(شـــركت مـــاكروژن 
برنامـــه حرارتـــي واكـــنش    ســـنتز گرديـــد. 

:  سـت صـورت، چرخـه نخ   بـه  اي پليمـراز  زنجيره
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 C94°چرخـــه بعـــدي:  C94 ،34°در دمـــاي  3'
ــدت   ــه م ــدت   C55°، 50"ب ــه م  C72°و  50"ب

بـه مـدت    C72°و چرخـه نهـايي:    90"به مـدت  
اجـــزاي واكـــنش  انجـــام گرفـــت. مخلـــوط 5'

PCR  ــامل ــر  1شـ ــت  ميكروليتـ ــازگر رفـ  وآغـ
 نـــــانوگرم 150 پيكومـــــول)، 10( برگشـــــت

cDNA ،5/0   ميكروليتــــــــــــــرdNTP )10 
ــولار)،  ميلــي ــر  5/2م ــافرميكروليت  X10 ،(75/0(ب

ــر  ــزيم ميكروليت ــد مني ــي 250( كلري ــولار)،  ميل م
ــر  2/0 ــي ميكروليت ــوط آنزيم ــا  )5U/μL( مخل ب

ــبت  ــه  5نســ ــم )taq/pfu( 1بــ  25، در حجــ
ــد.   ــه ش ــر تهي ــي ميكروليت ــي كيف ــراي بررس ، از ب

 .شد استفاده يك درصدژل آگارز  كتروفورزلا
و  gpdIIســاخت ســازه حــاوي پيشــبر    

ــال،   : mnpژن  ــنش اتص ــام واك ــت انج ــدباجه  ن
ــه ــوط ب ــت  ،mnpژن  مرب ــا اســتفاده از كي  Gelب

DNA Recovery  )Vivantis, GF-PL-

ــابق ) 050 ــركت  مط ــتورالعمل ش ــازندهدس از  س
سـازي   همسـانه و بـراي انجـام    شـده  تخليص ژل
 PTG19-T )TAO10-Sناقــل پلاســميدي   بــا

Vivantis,( از ســـويه .آمـــاده گرديـــد DH5α  
عنـــوان ميزبـــان در  بـــه Ecoli مســـتعد بـــاكتري

ــل  ــانهمراحــ ــر  همســ ــازي و تكثيــ  DNAســ
ــتفاده   ــميدي اسـ ــدپلاسـ ــتفاده از   .شـ ــا اسـ بـ

ــتورالعمل ــا و  Maniatis et. al., (1987) دس ب
. بـه بـاكتري وارد شــد   پلاسـميد عمـال تغييراتـي   ا

ــي ــي جهــت انتخــاب كلن ســفيد  -هــا از روش آب
 ).Sambrook & Russel, 2001اســتفاده شــد (

 100ســيلين ( تيــك مــورد اســتفاده آمپــي بيو آنتــي

بـراي غربـالگري   ليتـر) بـود.    ميكروگرم بـر ميلـي  
از روش  هــدف DNAحــاوي قطعــه  هــاي كلــون

هــاي  و بــا اســتفاده از آنــزيم   آنزيمــيهضــم 
BstEII )Vivantis, RE1316 ( وNcoI 

)Vivantis, RE1190(   ــافر مشـــترك  ،V5و بـ
ــازنده   ــركت س ــتورالعمل ش ــابق دس ــتفاده  مط اس

 pT-FMايـــن پلاســـميد نوتركيـــب كـــه . شـــد
ــوالي   ــت انجــام ت ــد، جه ــذاري ش ــه  نامگ ــابي ب ي

 )MACROGEN, Korea( شـــركت مـــاكروژن
ــد.  ــال گردي ــد ژن   ارس ــس از تأيي ــد  ،mnpپ بان

ــوط، ــميد  مربـ ــده  pT-FMاز پلاسـ ــم شـ (هضـ
) طبــق  NcoIو  BstEII هــاي آنــزيمتوســط 

، از روي كيـــتدســتورالعمل شــركت ســازنده    
ــد ــابي گرديـ ــهق .ژل بازيـ ــده در   طعـ ــون شـ كلـ

ــميد  ــكل ( pTG19-Tپلاس ــتفاده  )B، 2ش ــا اس ب
ــاي  ــه   mnp-Rو  mnp-Fاز آغازگرهــ ــه بــ كــ

ــت بو   ــت و برگش ــاي رف ــب آغازگره ــد، ترتي دن
يــابي شــدند.  صــورت دو بــار خــوانش تــوالي بــه

ــتفاده از   ــا اس ــپس ب ــرمس ــزار  ن  CLC Main اف

workbench و دســـت آمـــده  هـــاي ب تـــوالي
ــان  ــات همپوش ــكيل  6F1 قطع ــهو قتش ــوافقي    طع ت

هــا مــورد بررســي  ايجــاد شــده بــا نمــودار تــوالي
قــرارداده شــد تــا نــواحي نامشــخص بــر اســاس 

د. بــراي بررســي  تصــحيح شــو  نمــودارايــن 
 NCBIدسـت آمـده در بانــك   ب  همرديفـي، قطعـه  

هـا   مورد بررسي قرار گرفـت. نتـايج ايـن بررسـي    
ــه  ــه قطع ــوالي نشــان داد ك ــده  ي ت ــابي ش  دارايي

 قطعــه مـــوردنظر  بــا  يدرصــد  98,5شــباهت  

                                                             
1 Contig 
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)gi|732512( ــي ــد م ــوالي  .باش ــا ت ــپس ب ــاي  س ه
ــان داده ــكل    نش ــده در ش ــورد  1ش ــي ردهمم يف

قرار گرفـت تـا نشـان داده شـود كـه ايـن تـوالي        
موجـــود در جـــنس  mnpهـــاي  بـــا ديگـــر ژن

Pleurotus  اي از ژن  متفـــاوت اســــت. قطعــــه
omtA  قـــارچAspergillus flavus عنـــوان  بـــه

Outgroup ــ  ــاب ش ــت   انتخ ــحت درخ ــا ص د ت
 فيلوژني رسم شده تأييدگردد.

 p13H88مــورد اســتفاده بــا نــام  پلاســميد
hph7Fو ژن گزينشـــگر   gpdIIحامـــل پيشـــبر  

1 
 پـس از  ). در بخـش بعـدي،  2A باشـد (شـكل   مي

ــميد ــتخراج پلاس ــم، p13H88 اس ــاعف هض  مض
ــتفاده از  ــا اسـ ــزيمبـ ــا آنـ  NcoIو  BsTEIIي هـ

ــد  ــام ش ــكل  انج ــبت)6B(ش ــاي  DNA. نس ه
ــا  مــورد  ــراي انجــام واكــنش اتصــال ب اســتفاده ب

ــرگ (  ــول كراننب  ,Cranenburghاســتفاده از فرم

ــد و 2004 ــبه گرديــ ــم ) محاســ از روش هضــ
ــا آنزيمــي ــراي  )NcoIو  BstEII هــاي آنزيم(ب ب

ــي ــايي كلن ــاوي ژن  شناس ــاي ح ــتفاده  mnpه اس
 شد.

 -mnp )FMپلاسميد نوتركيب حاوي ژن 
(p13H88  به آگروباكتريوم سويهLBA4404  و
ورماسيون به فسنتراهضم آنزيمي:  روشتأييد به 

) Sambrook & Russel, 2001ذوب (-يخ روش
هاي مورد استفاده جهت هضم  گرديد. آنزيم انجام

باشد كه مطابق  مي NcoIو  BstEIIآنزيمي 
  دستورالعمل شركت سازنده استفاده شدند.

 

                                                             
1 Hygromycin phosphpteransferase 

 نتايج و بحث

) در قارچ mnpتكثير ژن منگنز پراكسيداز (

 PCRدفي با استفاده از ص

هشت روز پس از زمان كشت در محيط 
، پرگنه قارچ صدفي )3C(شكل  PDAجامد 

). 3A ديش را پوشاند (شكل سطح پتري
صورت  ها در آنها به هايي كه رشد ميسليوم نمونه

اي بودند، براي انجام آزمايش استفاده شد.  پنبه
علت استفاده از هر دو نوع محيط كشت جامد و 

ي كل استخراج شده RNAاين است كه  مايع
از ميسيليوم محيط كشت مايع از )3B(شكل 

كيفيت مطلوبتري نسبت به ميسيليوم محيط كشت 
علت  هاي جامد به جامد برخوردار است. در كشت

سختي انجام  پير شدن ميسيليوم، جداسازي آن به
گيرد، لذا كشت مايع ميسيليومي نتيجه بهتري مي

 استخراج هاي نمونه در A260/A280 دارد. نسبت
 18S و 28S باندهاي وضوح. بود 98/1±1شده 

 RNA كيفيت خوب دهنده نشان آگارز ژل روي بر
با هر دو   mnpتكثير ژن .استشده استخراج

درستي انجام شد و  آغازگر طراحي شده به
 1086 حدود  رفت قطعه يمانتظار  طور كه همان

صول مح 3Aنوكلئوتيدي تكثير گرديد. شكل 
همراه ماركر  به mnpاي پليمراز ژن  واكنش زنجيره

را ) Fermentas, SM1163كيلوبازي ( 1 نشانه
 دهد. نشان مي
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 .Pleurotusهاي موجود در جنس mnpموردنظر به همراه ديگر  mnpيابي شده با ژن  همرديفي قطعه توالي -1شكل 

Figure 1-Sequence alignment of  the sequenced piece with the desired mnp gene and  
other mnp’s  in the Pleurotus species. 
 

 
 .BioEdit 7.2.5 افزارنرم توسط آمده دستهاي بهتوالي مشابهت -1 جدول

Table 1- Similarities of  obtained sequences by the BioEdit 7.2.5. 

Seq-> 
 gi|73251

2 
isolated mnp 

sequence 
gi|6122480

0 
gi|35468473

8 

omtA 
Aspergillus 

flavus 
gi|732512  ID 0.995 0.786 0.653 0.331 
isolated mnp 
sequence 

 0.995 ID 0.788 0.65 0.334 

gi|61224800  0.786 0.788 ID 0.581 0.357 
gi|354684738  0.653 0.65 0.581 ID 0.329 
omtA 
Aspergillus 
flavus  

 
0.331 0.334 0.357 0.329 ID 

 
) در mnpسازي ژن منگنز پراكسيداز ( همسانه

 يابي و توالي pTG19-Tناقل 
پس از انجام ترانسفورماسيون و كشت 

شده بر روي محيط كشت   هاي ترانسفورم باكتري
LB 100سيلين ( بيوتيك آمپي حاوي آنتي 

درصد) و  2( X-Galليتر)،  ميكروگرم بر ميلي
IPTG )20  (ساعت انكوباسيون در 13و درصد 
(شكل  ، يك كلني سفيد ظاهر گرديدC 37°دماي 

4A( 1به  2. محصول اتصال حاصل از نسبت 
)DNA  .از اتصال به ناقل) بهترين نتيجه را داشت

، پلاسميد  pTG19-Tپلاسميد به mnpژن 
  نامگذاري گرديد pT-FMنوتركيبي ايجاد شد كه 

با  pT-MP يدپلاسم يميهضم آنز. )5(شكل 
دليل اينكه دقيقاً در  نهايي (بهبه ت BamHI  يمآنز

دو طرف ژن همسانه شده دو جايگاه برش دارد) 
به ترتيب  BstEIIو  NcoI هاي يمآنزو همچنين 

نوكلئوتيدي و حدوداً  1086 اتقطع يجادسبب ا
 دهنده اتصال نشان شد كه يدينوكلئوت 3000

  است  pTG19-T يدبه پلاسم mnpژن  يتوال
 . )4B(شكل 
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هاي  : جايگاه برش آنزيمي توسط آنزيم 3و  2و  1). 1391(اشرفي،  p13H88: نقشه ژنتيكي پلاسميد A  -2كل ش

BstEII  وNcoI .4 محل پيشبر :gpdII،B نقشه ناقل :pTG-19T  : جهت بيان در  سيلين آمپيداراي ژن مقاومت به

 .)Vivantis, TA010( باكتري

 
Figure 2-A: The genetic map of the p13H88 plasmid (Aahrafi, 2012). 1,2,3 : Restriction 
Enzymes by BstEII and NcoI. 4: gpdII promoter site. B: pTG-19T map Vector: contains 
ampicillin resistance gene for expression in bacteria (Vivantis, TA010). 
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 1Kbبر روي ژل آگارز يك درصد، ماركر نشانه  mnpي پليمراز ژن ا محصول واكنش زنجيره :A -3شكل 

)Fermentas, SM1163،(B :RNAا كيت تجاري ي كل استخراج شده بRNA-X plus  بر روي ژل آگارز يك

كشت ي ميسليوم قارچ صدفي خوراكي نژاد فلوريدا در محيط روزه 8: كشت Cدقيقه)، 25، 90، ولتاژ TAEدرصد (بافر 

 .PDAجامد 
Figure 3- A: Electrophoresis of mnp gene  polymerase chain reaction on a percent 
agarose gel product, marker sign 1Kb (Fermentas, SM1163), B: Total RNA was 
extracted using a commercial kit RNA-X plus one percent agarose gel (buffer TAE, 
voltage 90, 25 minutes), C: 8-days cultivation of edible oyster florida race mushroom 
mycelium in solid PDA media culture. 
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: TAvec+ mnp،(B(ترانسفورماسيون   DH5αي  سويه تراريخته  Ecoli هاي : شمايي از پتري حاوي باكتريA -4شكل 

، 95، ولتاژ  TAEبر روي ژل آگارز يك درصد (بافر  BamHI  يمآنزبا  pTG19-T-MPواكنش هضم پلاسميد  محصول
 .BamHI  يمآنزبا   TA vec. هضم Fermentas, SM1163 ،(2( 1Kb نشانه . ماركر1دقيقه)،  20

Figure 4- A:the petridish containing transgenic strains Ecoli bacteria of DH5α 
(transformation TAvec + mnp) schema, B: The plasmid pTG19-T-MP digesting reaction 
with enzymes BamHI product on a percent agarose gel (buffer TAE, voltage 95, 20 
minutes), 1. 1Kb Size marker (Fermentas, SM 1163), 2. TA vec digestion with BamHI 
enzymes. 

 
 .PT-FM نماي شماتيك پلاسميد نوتركيب -5شكل 

Figure 5- Schematic view of recombinant PET-FM plasmid. 



1394و همكاران،  پروندي  

٤۷ 
 

   
، ولتاژ TAEبر روي ژل آگارز يك درصد (بافر  p13H88الكتروفورز محصول استخراج و هضم پلاسميد  -6شكل 

). Fermentas, SM1163( 1Kb: ماركر نشانه 1هاي استخراج پلاسميد، چاهك شماره : نمونهA. دقيقه) 65، 95

هاي ) و چاهك1989هاي پلاسميدي استخراج شده به روش مانيتيس و همكاران ( : نمونه4و  3و  2هاي شماره چاهك

: هضم Vivantis, GF-PL-050.( Bهاي پلاسميدي استخراج شده با كيت استخراج پلاسميد ( ونه:نم6و 5شماره 

 1Kbماركر نشانه : 1 چاهك شماره، NcoIو  BstEIIهاي برشي  با آنزيم p13H88مضاعف پلاسميد 

)Fermentas, SM1163برشي   هايهاي پلاسميدي هضم شده با آنزيم :نمونه 3و  2هاي شماره ). چاهكNcoI  و

BstEII .C 1: ماركر نشانه 1: چاهك شمارهKb )Fermentas, SM1163هضم منفرد پلاسميد 2)، چاهك شماره  :

p13H88 برشي   با آنزيمNcoI هضم منفرد پلاسميد  :3. چاهك شمارهp13H88 برشي  با آنزيم BstEII. 
Figure 6- Electrophoresis of plasmid p13H88 extraction and digestion product on one 
percent agarose gel (buffer TAE, voltage 95, 65 minutes). A: Plasmid extraction 
Instances Cell No. 1: 1Kb size marker (Fermentas, SM1163). Cells 2, 3, 4: extracted 
plasmid with Matianis et al (1989) method instances. Cell 5 and 6: extracted plasmid 
with plasmid extraction kit (Vivantis, GF-PL-050)instances. B: Double digesting p13H88 
plasmid by BstEII and NcoI restriction enzymes, Cell No. 1: 1Kb size marker 
(Fermentas, SM1163). Cells No. 2 and 3 digested plasmid with NcoI and BstEII 
restriction enzymes instances. C: Cell 1: 1Kb size marker, (Fermentas, SM 1163), Cell 
(2): single digest p13H88 plasmid with NcoI restriction enzymes. Cell No. 3: single digest 
p13H88 plasmid with BstEII restriction enzymes. 
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ده از با استفاp13H88 تأييد هضم پلاسميد 

 BstEIIو  NcoIهاي برشي  آنزيم
روش  با p13H88پس از استخراج پلاسميد 

)Matianis et al., 1987 ،( جهت هضم از
استفاده شد. آنزيم  NcoIو  BstEIIهاي  آنزيم

BstEII  تنها يك جايگاه برش بر روي پلاسميد
داراي دو جايگاه برشي  NcoIفوق دارد اما آنزيم 

 ،ت پس از هضم مضاعفرف باشد، انتظار مي مي
) مشاهده bp 8689 ،bp 2573 ،bp 911سه باند (

بازي جهت جفت 8689شود. در ادامه، از باند 
 سازي استفاده شد. انجام همسانه

 

) mnpتأييد واكنش اتصال ژن منگنزپراكسيداز (

 با  p13H88و پلاسميد 

هاي برشي  هضم آنزيمي (با استفاده از آنزيم

BstEII  وNcoI( 
به نوتركيب ز انتقال پلاسميد پس ا

هاي ترانسفورم  هاي موردنظر، گزينش كلني باكتري
بيوتيك  شده بر روي محيط كشت حاوي آنتي

 ,Sigmaليتر،  ميكروگرم بر ميلي 50كانامايسين (

K1876-1Gهاي  هاي باكتري ) انجام شد. كلني
Ecoli  سويهDH5α ي آگروباكتريوم سويه و 

LBA4404 24ه ترتيب در طي ترانسفورم شده ب 

ساعت پس از آزمايش ترانسفورماسيون در  48 و
 واكنش محيط انتخابي رشد كردند. براي انجام

 DNA(به ترتيب از  12:6اتصال، مقادير با نسبت 
به ناقل) بر اساس محاسبه فرمول 

)Cranenburgh, 2004 ( .از اتصال ژن استفاده شد
mnp پلاسميد  بهp13H88 ،پلاسميد نوتركيبي 

 7 شكل ناميده شد. p13H88-FMدست آمد كه ب
 محصول و p13H88-FMنماي شماتيك پلاسميد 

 دهند.را نشان مي )8(شكل  هضم پلاسميد
 

 گيرينتيجه
ايده انجام اين پژوهش بر اساس تحقيقات 
انجام شده در دانشگاه فردوسي مشهد پايه ريزي 

از قارچ صدفي  mnpشد. دستاورد آن، تكثير ژن 
نژاد فلوريداي موجود در واحد  خوراكي
هاي خوراكي جهاد دانشگاهي  فناوري قارچ زيست

با نام  mnpواحد مشهد، ساخت سازه حاوي ژن 
p13H88-FM  و تاييد پلاسميدp13H88  حامل)

كه يك  hphو ژن گزينشگر  gpdIIپيشبر 
اي سفيد است) پلاسميد اختصاصي قارچ دكمه

نوتركيب حاصل  باشد. از طريق انتقال پلاسميدمي
توان جهت توليد اي خوراكي ميبه قارچ دكمه

 نژاد برتر و افزايش عملكرد بهره گرفت.
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، به ترتيب داراي gpdIIپيشبر  داراي hphو ژن گزينشگر mnpژن  .p13H88-FMنماي شماتيك پلاسميد  -7شكل 

 جفت باز دارند. 1049و  1086
Figure 7- p13H88-FM Plasmid schematic view. mnp genes and hph selector gene with 
gpdII promoter, Respectively having 1086 and 1049 base pairs. 
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 بر روي ژل آگارز يك درصد. p13H88-FMو  pT-FMمحصولات هضم آنزيمي پلاسميدهاي  -8شكل 

هضم  p13H88: پلاسميد 3، هضم نشده p13H88: پلاسميد 1Kb )Fermentas, SM1163 ،(2 نشانه : ماركر1

 NcoIو  BstEIIهاي  با آنزيم هضم شدهTA ناقل : 5، هضم نشدهTA ناقل : NcoI ،4و  BstEIIهاي  با آنزيم شده

-p13H88: پلاسميد نوتركيب 7، هضم نشده p13H88-FM: پلاسميد نوتركيب mnp ( ،6(باند پاييني مربوط به ژن

FM هاي  با آنزيم هضم شدهBstEII  وNcoI باند پاييني مربوط به ژن)mnp (. 
Figure 8-Digesting pT-FM and p13H88-FM plasmids on a percent agarose gel products. 
1: 1kb Size marker (Fermentase,SM1163), 2: Undigested p13H88 plasmid, 3:  P13H88 
plasmid digested by BstEII and NcoI enzymes, 4: TA Vector undigested, 5: TA Vector digested 
by BstEII and NcoI enzymes (lower band of the gene mnp), 6:  Undigested P13H88-FM plasmid, 
7: The recombinant digested plasmid by p13H88-FM BstEII and NcoI enzymes (lower band of 
the gene mnp). 
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Abstract  

Different enzymes in oyster mushroom (pleurotus oatreatus), can degradate the lignin 
compounds from the beginning of mycelium growth up to the end of fruiting period in the 
environment of compost and straw. Wood, plant residue and most of plant wastes in the 
nature are called lignocelluloses compounds. Lignocelluloses is mainly composed of 
cellulose, hemicelluloses and lignin. Magnesium peroxides enzyme (EC:1:11:1:13) is one the 
most common peroxides destroying lignin which produced by most wood decomposing 
mushrooms as well as many compost decomposing mushrooms. In order to cloning of mnp 
gene, RNA was extracted from oyster edible mushroom (P.ostreatus var.florida) and cDNA 
was synthesized and then the primers was designed based on the sequence of the mnp gene 
using Primer Premier (V.5.0) software and was amplified by PCR. First, the gene was inserted 
to pTG-19T plasmid and was confirmed using sequencing. In continue, mnp gene was cloned 
in to the p13H88 plasmid. Then it was transferred to Ecoli (DH5a) using ice-melt method and 
its presence was confirmed by enzymatic digestion. The results showed that mnp gene is 
cloned in p13H88 plasmid and the recombinant plasmid was named as p13H88-FM. 
Key words: Lignin degredation,Lignocellulose, vector, mnp. 
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